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Caracterizacion fisicoquimica y nutricional
del fruto Butia capitata y de su pulpa tamizada
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ferencia Tecnologica para el Desarrollo Local, Gerencia de Gestion Empresarial. Laboratorio Tecnologico del Uruguay,
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Recibido: 28/06/2011 - Aprobado: 8/12/2011

Resumen

El butia es un fruto silvestre proveniente de los palmares de Rocha, cuyo consumo y comercializacién se limita principal-
mente a ese departamento. El analisis de las propiedades fisicoquimicas y nutricionales en el fruto fresco y en su pulpa
tamizada favorecera la valorizacion de un recurso genético nativo. El objetivo de este estudio fue ampliar el conocimiento
acerca de las caracteristicas fisico quimicas y nutricionales del fruto fresco y de su pulpa tamizada, y estudiar la evolucion
microbiolégica de la pulpa tamizada almacenada a -18 °C durante 360 dias. La caracterizacion del fruto fresco se realizo
mediante los ensayos de sélidos solubles totales, pH, color, aziicares reductores, acidez titulable, materia seca, pectina,
fibra alimentaria total y vitamina C. Los resultados mas relevantes revelaron un contenido de vitamina C del entorno del
65 a 100 ppm de vitamina C y un contenido de fibra alimentaria de 4,9 % a 4,3 %. En la pulpa tamizada se analizé sélidos
solubles totales, pH, color y vitamina C y pectina, microorganismos mesoéfilos aerobios, hongos y levaduras. El principal re-
sultado fue la preservacion de hasta un 55 % del contenido de vitamina C en la pulpa tamizada con respecto al fruto fresco.
Durante los 360 dias de almacenamiento a -18 °C no se observo crecimiento microbiano en la pulpa tamizada.

Palabras clave: Butia capitata, butia, pulpa tamizada, propiedades quimicas y nutricionales, fruto nativo, almacenamiento
pulpa tamizada.

Abstract

Butia is a native fruit from the Butia Palms in the east of Uruguay, whose consumption and commercialization is limited to this
region. The analysis of physicochemical and nutritional properties in the fruit and its screened pulp will encourage the enhance-
ment of this native genetic resource. The aim of this study was to expand knowledge about the physical, chemical and nutritional
characteristics of the fresh fruit and its screened pulp. We also studied the microbiological evolution of the sived pulp stored at
-18 °C for 360 days. In order to characterize the fruit, measurements of total soluble solids, pH, reducing sugars, titrable acidity,
dry matter, pectin, total dietary fiber and vitamin C were carried out. Most relevant results obtained from the fruit were 65 to
100 ppm of vitamin C and 4,3 to 4,9 % of total dietary fiber. In the screened pulp, total soluble solids, pH, color, vitamin C, pectin,
aerobic mesophilic microorganisms, fungi and yeast were analyzed. The high content of vitamin C in the fruit was preserved up
to 55 % in the screened pulp. During the 360 days of storage at -18 °C no microbiological growth in screened pulp were found.
Keywords: Butia capitata, butia, sieved butia pulp, chemical and nutritional properties, native fruit, sieved butia pulp
preservation.

IntrOdUCCién Brasil, en los estados de Santa Catarina y Rio Grande do Sul, y en el
este de Uruguay, en los departamentos de Cerro Largo, Treinta y Tres,

Lavalleja, Maldonado y Rocha. Las poblaciones actuales de la especie

Este estudio fue financiado por el Fondo de Promocioén de
Tecnologia Agropecuaria del Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA), en el marco del proyecto “Aprovechamiento
agroalimentario del fruto de la palmera butid (Butia capitata) -
FPTA 178, cuyo principal objetivo es promover el desarrollo local
sostenible en la zona del Este de Uruguay mediante la innovacion
y mejora de productos vinculados al fruto del Butid. El equipo de
proyecto se caracteriza por su multidisciplinariedad de enfoques y
trabajo interinstitucional.

La especie Butia capitata de la familia Arecaceae (Palmae) es una
de las palmeras mas australes del mundo. Se distribuye en el sur de

estan formadas por individuos coetaneos y centenarios, debido a la
ausencia de regeneracion de estos palmares (Rivas y Barilani, 2004).
Conjuntamente con la conservacion de la diversidad biologica y de un
paisaje Unico, la caracterizacion del fruto fresco y su aprovechamiento
en productos elaborados por pobladores locales forman parte de la
estrategia para el desarrollo local sostenible.

Se desarrollaron equipamientos para el aprovechamiento de la
almendra del fruto, la fibra insoluble y la pulpa tamizada (Betancurt
et al., 2008). En la actualidad existen en el departamento de Rocha no
menos de 40 emprendimientos que cosechan el fruto y lo almacenan
congelado con el objetivo de consumirlo durante el afio. La pulpa
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tamizada del Butia es el principal componente para el desarrollo de
los productos y, por lo tanto, el que requiere mayor atencion. En el
periodo 2010-2011 se han desarrollado cartillas de elaboracion de
productos en base a este fruto que fueron difundidas y transferidas a
elaboradores de la zona (Burzaco et al., 2010a; 2010b; 2010c).

El objetivo de este trabajo fue ampliar el conocimiento acerca de
las caracteristicas fisico quimicas y nutricionales del fruto fresco y de
su pulpa tamizada, asi como estudiar la evolucién microbioldgica de la
pulpa tamizada almacenada por congelacion durante 360 dias.

Materiales y Métodos

Descripcion de cosecha y almacenamiento
del fruto

Las muestras de fruto fresco se obtuvieron en un predio
agropecuario ubicado en un palmar en la ruta 16 (Camino del Indio)
a 5 km al norte de la ciudad de Castillos durante la zafra 2010. Los
frutos se recolectaron segun el procedimiento tradicional de cosecha:
desprendimiento del cacho en forma mecanica y, una vez en el piso,
seleccion de frutos de acuerdo a su integridad, firmeza y color. A partir
de un muestreo aleatorio se extrajeron 5 muestras de 1 kg para analizar
las propiedades fisicoquimicas del fruto fresco. Del resto de la cosecha
se seleccionaron frutos en el tono de amarillo y naranja, por ser los
que se presentan con mayor frecuencia en esta region, y se dividieron
en 4 lotes de 60 kg para los ensayos de elaboracion de pulpa en escala
piloto.

Inmediatamente luego de cosechadas, las muestras destinadas
para analisis del fruto fresco se refrigeraron a 5 °C durante 48 hrs,
se desinfectaron y se conservaron por un maximo de un mes en
camara de -18 °C. Antes de ser analizadas se descongelaron dentro
de las bolsas hasta lograr temperatura ambiente. Para el ensayo de
elaboracion de pulpa tamizada las muestras recién cosechadas se
mantuvieron refrigeradas a 5 °C durante 48 h y al tercer dia se elabord
la pulpa tamizada.

Descripcion del proceso de elaboracion
de la pulpa tamizada

Para la elaboracion de la pulpa tamizada se procesaron 4 lotes
de 60 kg de fruta. Luego del lavado y desinfeccion se procedié a
la coccion del fruto en paila con camisa con vapor a 1,5 kg/cm? de
presion. Antes de iniciar el calentamiento se agregd 24 kg de agua, se
llevé a ebullicién durante 30 minutos y posteriormente se realizaron 3
pasajes por tamiz de 3 mm. Se realizé6 un muestreo por duplicado de
cada lote de produccion para su analisis.

La pulpa elaborada se envaso en bolsas de polietileno en porciones
de 2 kg y se almacend en camara a -18 °C.

Se realiz6 toma de muestra en la pulpa tamizada congelada en los
dias 0, 90, 180, 270 y 360. En cada dia de muestreo se seleccionaron
aleatoriamente 2 muestras para los ensayos microbioldgicos y 4
muestras para la medida de color.

Tratamiento estadistico de los datos

Los resultados de andlisis se presentan en forma de tablas,
detallando el intervalo de confianza de los valores con un nivel de
significancia del 95 %. Los valores informados corresponden al
promedio del duplicado de cada ensayo.

Descripcion de procedimientos analiticos

Fruto fresco

Se realizaron las siguientes medidas de caracterizacion del fruto
fresco: sdlidos solubles totales (SST), con refractometro de mano
ATAGO N-1E (0-32%Brix); pH, con pHmetro portatil Jenway 350;
azucares reductores, mediante titulacion automatica, aplicando
el Compendium of International Methods of Analisys (OIV A4);
acidez titulable (AT), expresada en acido citrico por valoracion
potenciométrica basada en la técnica ISO 750 humedad, por método
gravimétrico a presion reducida, segun Kirk et al. (1991); vitamina
C, por cromatografia liquida, segun Interlaboratorio (Brause et al.,
2003) pectina, mediante método enzimatico espectrofotométrico con
kit Megazyme para determinacion de pectina en alimentos (KPECID);
fibra alimentaria total, por método enzimatico gravimétrico, segun
AOAC, 1996- método 985.29. Se calculd la acidez en base seca y la
relacion entre los so6lidos solubles totales y la acidez titulable (SST/
AT o ratio).

Se analizé ademas el peso de pulpa, cascara y coco de 40 unidades
de fruto tomados aleatoriamente de las muestras cosechadas, y el
Color Pantone, por comparaciéon de escala Pantone Formula Guide/
Solid coated en muestras de pulpa del fruto fresco.

Pulpa tamizada

Se realizaron las siguientes medidas de caracterizacion de la pulpa
tamizada: s6lidos solubles totales, con refractdometro de mano ATAGO
N-1E (0-32%Brix); pH, con pHmetro portatil Jenway 350; vitamina
C, por cromatografia liquida, segiin Interlaboratorio (Brause et al.,
2003); pectina, mediante método enzimatico espectrofotométrico con
kit Megazyme para determinacion de pectina en alimentos (KPECID),
y Color Pantone, por comparacion de escala Pantone Formula Guide/
Solid coated.

El calculo de rendimiento en la produccion de pulpa tamizada se
realiz6 por medio del control del peso inicial del fruto fresco y el peso
final de pulpa obtenida.

Pulpa tamizada congelada

Para el seguimiento microbiologico de la pulpa tamizada congelada
se aplicaron las siguientes técnicas de andlisis: recuento de Hongos y
Levaduras, segin APHA, 2001a y recuento de aerobios totales, basado
en APHA, 2001b y APHA, 2001c.

Resultados

Caracterizacion del butia fresco

En la Tabla 1 se presentan los resultados de los analisis realizados
en las muestras recolectadas del fruto fresco.

En la Tabla 2 se presenta el peso promedio de cada uno de los
componentes del fruto fresco.

Caracterizacion de la pulpa tamizada y
rendimiento del proceso de elaboracion

En la Tabla 3 se expresan los resultados de analisis de cada lote de
pulpa tamizada producida en escala piloto.

En la Tabla 4 se describen los colores observados en las muestras
de fruto fresco y de pulpa tamizada.

El rendimiento del proceso de produccion de pulpa tamizada fue
del (50 = 1)% en los cuatro lotes estudiados.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de butia fresco, zafra 2010. Ensayos realizados en la pulpa (L.D. = Limite de deteccion,
8E-9 g/mol; SD = sin datos).
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Tabla 2. Composicion en gramos de céscara, pulpa y endocarpo lefoso (coco) del fruto fresco, zafra 2010.
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Tabla 3. Caracterizacion de pulpa tamizada elaborada en lotes de 60 kg, zafra 2010. (LD = Limite de deteccién, 8E-9 g/mol)
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Tabla 4. Medida del color por comparacién Pantone en la pulpa del fruto fresco y en la pulpa tamizada.
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Tabla 5. Resultados microbiolégicos de la pulpa tamizada congelada.
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Seguimiento de la pulpa tamizada conservada
por congelacion

En la Tabla 5 se describen los resultados del seguimiento
microbiolégico de la pulpa tamizada congelada.

Se realiz6 seguimiento de color de las pulpas congeladas; no se
observaron cambios en todo el periodo de almacenamiento.

Discusion

Se destaca el alto contenido de vitamina C y de fibra observado
en el fruto fresco, comparable al de otros frutos conocidos por estos
aportes nutricionales. El intervalo de valores observados de vitamina C
en la pulpa del fruto fresco fue de 65 a 100 mg Vit. C/100g, comparable
a los del kiwi (97.8 mg Vit.C/100 gr), frutilla (88.7 mg Vit. C/100g),
limén (62.6 mg Vit. C/100g), naranja (59 mg Vit. C/100g), pomelo (48
mg Vit. C/100g), anana (mg Vit. 40.3 C/100g), valores informados en
Tabla de Composicion de Alimentos del Uruguay (2002). El contenido
de fibra total en el butid result6 entre 4.3 y 4.9 g/100 gr de pulpa,
comparable al contenido de fibra de limén (4.7 g/100 gr), naranja
(2.3 g/100 gr), manzana (2.8 g/100 gr), segun valores informados en
Tabla de Composicion de Alimentos del Uruguay (2002). El fruto no
presentd valores detectables de pectina segin el método de analisis
aplicado. Los valores de solidos solubles y acidez titulable fueron
coincidentes con los reportados por Machado (2008) en pulpa de butid
del litoral medio de Rio Grande do Sul. La relacion soélidos solubles/
acidez titulable fue de SST/AT=10 + 2([C:95%), indicando frutos con
grado de madurez similares en las muestras.

La pulpa tamizada elaborada segun las condiciones descriptas
presentd valores de sélidos solubles y pH dentro del mismo rango que
los frutos frescos. El contenido de vitamina C en la pulpa tamizada,
si bien se redujo entre un 45 % y 65 %, mantuvo valores de interés
nutricional. El color de la pulpa tamizada no presenté cambios respecto
al fruto fresco, ni tampoco en su almacenamiento a temperaturas de
congelacion, en 360 dias.

El peso de las unidades de fruto fresco oscil6 entre 10 g a 8,6 g (IC
95%) y el de los cocos respectivos fue de 2,5 g a 2,1 g. El porcentaje
de pulpa en el fruto result6 entre 69 % y 61 %; estos valores se pueden
asociar al rendimiento tedrico de la elaboracion de pulpa tamizada.
El rendimiento del proceso de elaboracion de pulpa tamizada estuvo
entre el 49 % y el 51 %. Esta pérdida de rendimiento se produjo debido
a la pulpa que quedod adherida a los cocos y a la fibra del descarte del
tamizado.

No se detectaron desviaciones microbiologicas durante el
almacenamiento de la pulpa tamizada congelada.

Conclusiones

El fruto de la palmera Butia capitata cosechada en el departamento
de Rocha en zafra 2010 presenta aportes importantes de vitamina C y
de fibra dietética, comparable al de otros frutos conocidos por estos
aportes nutricionales (kiwi, frutilla, limén, naranja, pomelo y anand).

El color, contenido de solidos solubles y pH del fruto fresco son
similares a los de la pulpa tamizada elaborada en las condiciones
descriptas. La vitamina C se preserva hasta en un 55 % en la pulpa
tamizada. Se logra un rendimiento del 50 % en la produccion de pulpa
tamizada en relacion al fruto fresco.

En las condiciones de este estudio se concluye que la pulpa de
butid tamizada puede conservarse a -18 °C durante 360 dias para su
utilizacion en elaboracion de alimentos en base a butia.
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Resumen

En este trabajo se realiz6 un estudio de las propiedades emulsionantes de las proteinas de soja glicinina y B-conglicinina en
comparacion con el aislado proteico de soja. Para esto se aislaron las fracciones por precipitacion isoeléctrica, se les deter-
mind la solubilidad, hidrofobicidad superficial y comportamiento térmico. Se estudié la estabilidad frente al cremado de
las emulsiones por medio de un analizador éptico vertical y se establecieron dos constantes de desestabilizacion correspon-
dientes a los tamafios de particula observados con un analizador de particulas, mediante una ecuacién de segundo orden
bifasica (Panizzolo, 2005). Se determiné que las emulsiones preparadas con glicinina son las mas inestables en cuanto al
cremado y que las preparadas con B-conglicinina presentan un comportamiento similar al aislado proteico de soja.
Palabras Claves: Cremado, glicinina, -conglicinina, aislado proteico de soja.

Abstract

In this paper a study of emulsifying properties of soy proteins, glycinin and B-conglycinin, compared with soy protein isolate was
conducted. For this, the fractions were isolated by isoelectric precipitation and were examined for solubility, surface hydropho-
bicity and thermal behaviour. The stability against creaming of emulsions was studied by a vertical optical analyzer, determining
two constants of destabilization for the particle sizes observed with a particle analyzer, based on a biphasic second order equation
(Panizzolo, 2005). It was determined that the emulsions prepared with glycinin are the most unstable in terms of creaming. The
prepared with B-conglycinin presents a soy protein isolate-like behaviour.

Keywords: Creaming, glycinin, B-conglycinin, soy protein isolate.

Introduccion

Muchas proteinas son moléculas con actividad interfacial que
pueden ser utilizadas como emulsionantes por su habilidad de
facilitar la formacion, mejorar la estabilidad y producir propiedades
fisicoquimicas deseadas en las emulsiones de aceite en agua
(McClements, 2004).

El estudio de proteinas vegetales, como las proteinas de soja,
resulta de interés tecnologico debido a la posibilidad de emplearlas
como sustitutos de proteinas de origen animal para su uso en
emulsiones alimentarias, de mayor costo. En Uruguay, asi como en
toda la regidn, el area sembrada y la produccion de soja han tenido un
crecimiento vertiginoso. Esta soja es utilizada por la industria aceitera
y del biodiesel. Es mas, para atender el compromiso de mezcla de 2 %
de biodiesel en el gasoil establecido en el marco de la Ley 18.195 se
generaran grandes volimenes de harinas oleaginosas.

El aislado proteico de soja esta constituido principalmente por las
proteinas glicinina y B-conglicinina.

El modelo estructural mas aceptado de glicinina es un hexdmero
constituido por seis subunidades monoméricas que tienen la estructura
general AB, donde A representa un polipéptido dcido y B un polipéptido

basico. Las cadenas A y B estan unidas por un unico puente disulfuro.
La glicinina (11S) nativa se compone de seis subunidades acidas (A)
y seis subunidades basicas (B) ((AB),). Las subunidades AB estan
asociadas en dos anillos hexagonales que forman un cilindro hueco
que se mantiene unido por interacciones hidrofilicas (interacciones
electrostaticas / puentes de hidrogeno). Segtn la solubilidad, el pH y
la fuerza i6nica, la glicinina (11S) se disocia en la forma 7S ((AB),)
y/o en la forma 3S (AB). La disociacion se debe fundamentalmente
a la repulsion electrostatica. También puede ocurrir la asociacion en
la forma 15S (dimero de 118S). Diferentes cantidades de las formas
3S, 7S y 118 estan presentes a diferentes pH; a pH mayores a 6,7 la
glicinina esta principalmente bajo la forma 11S (Martin et al., 2002).

La B-conglicinina es una glicoproteina que contiene en torno al
5 % de glucidos (manosa y N-acetil-glucosamina). Estd compuesta
por 3 subunidades a, o’ y B, de caracter acido. La estructura completa
trimérica se estabiliza mediante interacciones hidrofobicas. Con
pH comprendidos entre 5 y 10, cuando la fuerza idnica es baja
(aproximadamente 0,1) se forma un dimero de 6 subunidades (9S)
(Cheftel et al., 1989).

En este trabajo se estudio las propiedades emulsionantes de estas
proteinas en comparacion con el aislado proteico de soja.
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Materiales y Métodos

El aislado proteico de soja (APS), la B-conglicinina (7S) y la
glicinina (11S) se obtuvieron a partir de harina de soja desengrasada
por precipitacion isoeléctrica (Petruccelli y Afion, 1994; Nagano et
al., 1992). Se dispersaron en medio alcalino (pH 8,0) y se secaron
por liofilizacion en un liofilizador Christ Alpha 1-4, European model
LOC-1M.

Se determind la solubilidad de las diferentes muestras
dispersandolas en solucién de fosfato de sodio 10 mM pH 8,0 al
0,1 % p/v durante 60 minutos a temperatura ambiente con agitacion
constante. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a
10.000 xg durante 10 minutos a 4 °C. El contenido de proteina en el
sobrenadante se determiné utilizando el método de Lowry (Lowry et
al., 1951).

Los valores de hidrofobicidad aromatica superficial (H,) de cada
muestra fueron determinados por medio de la sonda fluorescente
ANS (4cido 8-anilino 1 naftalen-sulfonico) de acuerdo al método de
Hayakawa y Nakai (1985). La hidrofobicidad superficial se determiné
como la pendiente inicial de la curva de intensidad de fluorescencia
relativa porcentual versus la concentracion de proteina segun Kato y
Nakai (1980).

Se realizaron ensayos de calorimetria diferencial de barrido
(DSC) con un calorimetro de barrido diferencial DSC Serie Q100 TA
Instruments con software Universal Analysis 2000; se determinaron
temperatura y entalpia de desnaturalizacion (Medrano et al., 2009).

Se estudiaron emulsiones de aceite en agua usando una proporcion
aceite:agua de 25:75 (v/v).

La fase acuosa fue una dispersion proteica de 1,0 mg/ml en buffer
fosfato de sodio 10 mM, pH 7,0, fuerza ionica 0,02. Las emulsiones se
prepararon a temperatura ambiente, con un homogenizador Ultraturrax
T25 (IKA-Labortechnik), utilizando el accesorio dispersante S25
N-10 G a una velocidad de 20.000 rpm durante un minuto. Se les
analiz6 la estabilidad frente al cremado mediante un analizador optico
vertical (Turbiscan Classic MA2000). Las emulsiones se colocaron
en una celda cilindrica de vidrio (80 mm) para registrar el perfil de
retrodispersion (RD) en funcion de la altura en la celda. Se realizaron
medidas cada un minuto durante un periodo de 60 minutos.

Los datos de RD a una altura del tubo de 10 mm se ajustaron a
una ecuacion de segundo orden bifasica desarrollada por Panizzolo
(2005) (ec. 1).

A, R,
Rikirl = . -

ROt ) HIRaE+ )

(ec.1)

Siendo k, y k, las constantes de velocidad y RD, y RD, los
porcentajes de retrodispersion a una altura de 10 mm del tubo a un
tiempo t para cada término de la ecuacion 1. k; y RD, corresponden
a las gotas de mayor tamafio que son las que creman mas répido y k,
y RD, corresponden a las gotas mas pequefias, las cuales creman mas
lentamente segun lo predicho por la ley de Stokes.

La distribucion de tamaiio de particula se determind por difraccion
de luz laser y dispersion de luz polarizada, utilizando un analizador de
particulas Coulter Counter Multisizer (Coulter Electronics Ltd.).

El tratamiento estadistico de datos se realizd mediante analisis de
la varianza (ANOVA) y prueba de minimas diferencias significativas
(LSD) con a = 0,05, por medio del programa Statgraphics plus 7.0.

Resultados y Discusién
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Tabla 1. Hidrofobicidad superficial y solubilidad proteica de las
distintas muestras, esta Ultima expresada como: g de proteina
soluble en 100g de proteina. Los valores que se encuentran en
la misma columna con la misma letra no presentan diferencias
significativas («<0,05).

EnlaFigura 1 se muestra el termograma obtenido por DSC de APS,
11S y 7S. APS presentd dos picos endotérmicos uno a (86£10) °C y
otro a (105+2) °C. El primero de ellos corresponde a la -conglicinina
y el otro a la glicinina. La fraccion 118 presentd un pico endotérmico
a (96+1) °C. La fraccion 7S presenta dos picos endotérmicos, uno
correspondiente a la B-conglicinina propiamente dicha (87+8) °C y
otro correspondiente a la impurificaciéon con glicinina (102+10) °C,
lo cual ya habia sido observado por Petruccelli y Afidén (1994, 1995).

No se encontraron diferencias significativas (0<0.05) en la
hidrofobicidad superficial y solubilidad de 7S y 118 (Tabla 1).

Las distribuciones de tamafio de particula expresadas tanto en
volumen como en superficie de las emulsiones preparadas exhibieron
un caracter bimodal con dos poblaciones de gotas bien definidas: gotas
con didmetro mayor y menor a 5 um para 11S y mayor y menor a 3 um
para 7S y APS (Figura 2). En el rango de particulas de mayor tamafio
se distribuye més del 90 % del volumen y en el rango de particulas
de menor tamaifio se tiene la mayor area y el mayor numero de gotas.
Este tipo de comportamiento bimodal fue observado con anterioridad
por Mitidieri y Wagner (2002) y Panizzolo (2005) y fue atribuido a
las condiciones de homogenizacién. Por lo tanto, al encontrarse dos
tamaifios de particula se aplica la ecuacion 1.
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Tabla 2. RD,, k,, RD,, k, y RD, para las distintas proteinas. Los valores que se encuentran en la misma columna con la

misma letra no presentan diferencias significativas (¢<0,05).

El tamafio de las gotas producidas durante la formacion de
emulsiones depende de dos procesos: 1) la generacion de gotas de
pequefio tamaflo y 2) la rapida estabilizacion de estas gotas, lo que
evita su coalescencia una vez formadas (McClements, 1999). Bajo
las mismas condiciones de homogenizacién se ha demostrado que
emulgentes que se adsorben rdpidamente producen tamafios de
gota mas pequefios que otros que se adsorben mas lentamente. La
tendencia de las gotas a coalescer durante la homogenizacion depende
ademas de la efectividad de la membrana interfacial a resistir la
coalescencia durante la colision de gotas. Esta resistencia depende de
la concentracion de moléculas de emulgente presente, asi como de su
estructura y propiedades fisicoquimicas (dimension, carga eléctrica,
empaquetado, interacciones) (Schubert y Armbruster, 1992).

En general, se puede decir que la mayoria de las moléculas de
proteinas adsorbidas son capaces de formar una red en la interfase,
propiedad que depende del tipo de proteina usada.

Al pH de trabajo (pH 7.,0) las subunidades constituyentes de 7S
estan cargadas negativamente, ya que se esta a un pH mayor que los
pl de las mismas (pla: 5,2, pla”: 5,3, pIp: 5,8-6,2). En cambio, las
subunidades A 'y B (plA: 4,5-5,4, pIB: 8,0-8,5) de 11S estan cargadas
negativa y positivamente, cada una (Cheftel et al., 1989).

Aunque tanto la proteina 7S como la 11S son capaces de formar
una red, la red de 11S es probablemente menos fuerte, ya que al pH
de trabajo, segun lo descrito por Martin et al. (2002), 11S tiene una
estructura compacta (se presenta como un hexamero). La proteina 7S al
tener alta repulsion electrostatica dentro de la molécula, y encontrarse
cargada negativamente al pH de trabajo, tendrd mas facilidad para
desplegarse durante la adsorcion y por lo tanto, mas probabilidad de
formar enlaces fisicos y covalentes intermoleculares. Esto explica que
las emulsiones preparadas con 11S presenten un mayor tamafio de
gota que las preparadas con 7S.

Ademas, la carga neta negativa de la proteina 7S que se encuentra
en la interfase evita la coalescencia de las gotas en las emulsiones
preparadas con esta proteina.

Segtin los valores de k presentados en la Tabla 2, las emulsiones
mas inestables frente al cremado son las preparadas con 118S. Esto es
debido a que tienen un mayor tamafio de gota que 7S.

A partir de los valores de entalpia de desnaturalizacion obtenidos
del termograma de APS (Figura 1) se obtiene que la proporcion
de proteina 7S en el APS es de (27+4)% y el de 11S es (73+4)%,
calculados segun las ecuaciones 1 y 2. Sin embargo, la proteina que
rige el comportamiento interfacial de APS es la 7S, dado que no se
encuentran diferencias significativas entre los valores de RD, k , RD,
y RD, de éstas (Tabla 2).

Un RD, alto implica un mayor numero de gotas presente
inicialmente y RD; =RD +RD,, por lo cual los valores de RD
concuerdan con lo visto con el analisis de tamafio de particula, las
emulsiones preparadas con 11S presentan particulas de mayor
diametro y, por ende. son las que presentan el menor RD;, ya que la
fraccion volumétrica de aceite se mantiene constante (Tabla 2).

Ninguna de las diferencias encontradas en la estabilidad de
las emulsiones puede explicarse por diferencia de solubilidad
o hidrofobicidad superficial debido a que, como se menciond
anteriormente, no existen diferencias significativas entre 11S y 7S.
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Resumen

Se sometieron cerdos con peso medio inicial de 53 kg a tres tratamientos: T1) dieta testigo conteniendo suplementos proteicos de
origen vegetal y animal, T2) dieta basada exclusivamente en suplementos proteicos de origen vegetal y T3) dieta testigo restringi-
da al 90 % de la cantidad ofrecida al T1 mas libre acceso a pasturas. Se determinaron parametros de comportamiento productivo
y caracteristicas de la canal en planta de faena. Se determinaron contenido de grasa intramuscular del Longissimus dorsi, perfil
lipidico de la grasa subcutinea e intramuscular, contenido de hierro, zinc, magnesio, sodio y vitamina E. Se determiné también
el punto de fusion de la grasa dorsal como indicador de aptitud tecnolégica para la elaboracién de productos fermentados. Con
grasa procedente de cada tratamiento se elaboraron salames que fueron evaluados sensorialmente. En los parametros de cali-
dad de canal evaluados no hubo diferencias estadisticamente significativas. El acceso a pasturas determiné un incremento en el
contenido de 4cido linolénico y una mejora de la relacién n6/n3 en la grasa subcutinea. No hubo diferencias significativas en el
punto de fusion de la grasa. Las muestras de salame resultaron ser distintas, con un nivel de confianza del 95 % para los atributos
textura e intencion de compra.

Palabras clave: Cerdos, composicion dieta, calidad carne, aptitud tecnoldgica, salames.

Abstract

Pigs with an initial average weight of 53 kg were allocated to three feeding treatments: T1) control diet containing vegetal and
animal protein supplements, T2) diet of only vegetal protein supplements and T3) control diet restricted to 90 % of the amount
offered to T1 plus free access to pasture. Productive performance parameters and carcass traits at slaughter were determined.
Intramuscular fat content of Longissimus dorsi, lipid profile of the subcutaneous and intramuscular fat, content of iron, zinc,
magnesium, sodium and vitamin E were analyzed. The melting point of the back fat was also analyzed as an indicator of the tech-
nological aptitude for the manufacturing of fermented products. Fat from each treatment was used to manufacture salamis that
were sensory evaluated. Carcass quality parameters did not show statistically significant differences. Access to pasture showed
an increase in linolenic acid content and a better relationship n6/n3 in the subcutaneous fat. There were no significant differences
in the fat melting point. Salami samples were different with a confidence level of 95 % for texture attributes and purchase intent.
Keywords: Pigs, diet composition, meat quality, technological aptitude, salami.

Introduccion

Cifras oficiales sefialan que en el periodo comprendido entre los afios
2000 y 2006 se produjo una reduccion del 54 % en el numero de

Este estudio se realizd en el marco del Programa Nacional de
Producciéon Familiar del INIA, en un proyecto de investigacion
que tiene como objetivo general valorizar productos carnicos de
la producciéon familiar por medio del desarrollo de tecnologia de
produccion y procesos de transformacion que contribuyan a su
diferenciacion.

Seglin estimaciones realizadas en base al Censo Agropecuario
del alo 2000, la produccion familiar constituye el 79 % de las
explotaciones de Uruguay. En el subsector porcino el 84 % de los
establecimientos que tienen a este rubro como principal fuente de
ingresos corresponde a pequefios productores familiares, aunque
s6lo contribuyen con un 22 % del Valor Bruto de Produccion de ese
rubro productivo (IICA, 2007). En las dos ultimas décadas se ha
verificado una drastica reduccion del numero de establecimientos
dedicados a la produccion de cerdos, a la vez que se produce un
proceso de concentracion en unidades productivas de mayor tamafio.

explotaciones dedicadas a la produccion comercial de cerdos; el cese
de la actividad se produjo principalmente en las unidades productivas
de menor tamafio, ya que un 90 % de las que abandonaron el rubro
eran explotaciones con menos de 50 porcinos (DIEA-MGAP e
INIA, 2007). Uno de los factores determinantes de la reduccion en
el namero de establecimientos dedicados al rubro y en el total de
animales faenados ha sido la competencia del producto importado. En
la actualidad se importa casi la mitad del volumen de carne y grasa
requeridos por la industria chacinera (Errea, 2010).

La demanda en el mercado interno de cortes frescos de carne
porcina presenta un crecimiento sostenido. De acuerdo a informacion
estadistica del Instituto Nacional de Carnes, el volumen comercializado
de carne porcina destinada al abasto de la ciudad de Montevideo se
increment6 un 23 % entre 2009 y 2010 (INAC, 2011). Esta evolucién
determina la necesidad de profundizar conocimientos sobre el aporte
nutritivo de la carne obtenida en condiciones prevalecientes a nivel de



-
m
(o)
2
o
4
o
al
>
>
=
=
m
=
=
=
>

12 -INNOTEC - No. 6 - 20II

REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

la produccién familiar, con el fin de promover el consumo y propender
a una mejor insercion de los pequefios productores en la cadena
comercial.

Paralelamente, la industria de los chacinados muestra preocupacion
por la baja calidad de la grasa de origen nacional, para lo cual se
entiende necesario realizar una evaluacion del comportamiento de
la materia prima obtenida en esas condiciones de produccion. Una
importante proporcion de los industriales chacineros ha identificado
como principal problema tecnoldgico, vinculado a la materia prima
de origen nacional, la calidad de la grasa (Echenique y Capra, 2007).
La problematica se relaciona al comportamiento térmico de la grasa,
determinado por su composicion quimica, que provoca efectos
negativos sobre las cualidades de embutidos fermentados (Grompone e
Irigaray, 2008). Echenique (2007) sostiene que desde el punto de vista
tecnologico altos niveles de acidos grasos poliinsaturados generan
problemas en la elaboracion de productos fermentados crudos, dada
la consistencia blanda de la grasa, la fluidizacion durante la fase de
fermentacion y los problemas de enranciamiento. En condiciones
reales de produccion de nuestro pais se ha constatado que los niveles
totales de acidos grasos poliinsaturados de la grasa porcina se ubican
en un rango muy amplio, comprendido entre 10,8 a 28,3 % (Echenique
y Capra, 2006). En condiciones experimentales, mediante cambios en
la composicion de la dieta de cerdos en engorde, se han provocado
variaciones en el contenido de 4cido linoleico comprendidas entre el
12,9 y el 18,0 % (Capra et al., 2007).

El objetivo especifico de este trabajo fue evaluar el efecto del
sistema de produccion y la composicion de la dieta sobre las cualidades
nutricionales de la carne y la aptitud tecnologica de la grasa para la
elaboracion de productos fermentados. Para esto se disefiaron dietas
para cerdos en crecimiento-terminacion representativas de aquellas a
las que normalmente acceden los productores familiares uruguayos.
Se compararon tres tratamientos alimenticios, evaludndose parametros
de comportamiento productivo, caracteristicas de la canal en planta
de faena y atributos de la carne y grasa en laboratorio. Se tomaron
muestras de carne y grasa para la determinacion del contenido de grasa
intramuscular del musculo Longissimus dorsi, perfil lipidico de la
grasa subcutanea e intramuscular, contenido de hierro, zinc, magnesio,
sodio y vitamina E. También se determind el punto de fusion de la
grasa subcutdnea, como indicador de la aptitud tecnologica para la
elaboracion de productos fermentados. Con la grasa obtenida en
cada uno de los tratamientos se fabricaron salames en una industria
chacinera, a los cuales se les realizaron analisis fisico-quimicos y
sensoriales.

Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron 36 cerdos cuyo biotipo corresponde a cruzamientos
recurrentes entre Landrace y Large White, que al inicio del estudio
pesaban en promedio 53,4 kg. Los animales fueron asignados al azar
a los tratamientos, con igual nimero de machos y hembras en cada
uno de ellos.

Alimentacion de los animales

Se compararon tres tratamientos de alimentacion consistentes en:

T1- dieta testigo conteniendo suplementos proteicos de origen
vegetal y animal (racion balanceada R1).

T2- dieta basada exclusivamente en suplementos proteicos de
origen vegetal (racion balanceada R2).

T3- dieta testigo restringida al 90 % del T1 (con racion
balanceada R1) mas acceso libre a pasturas.

Las raciones balanceadas R1 y R2 fueron formuladas en base a
tablas de requerimientos nutricionales de los cerdos en crecimiento
(NRC, 1998) y tablas de composicion de ingredientes de dietas para
cerdos (Fedna, 2003), de modo tal que cumplieran con la condicion de

ser isocaldricas (3,2 Mcal/kg) e isoproteicas (15 % proteina cruda en
base fresca). Se ajustaron a la formulacion indicada en la Tabla 1, que
resulto en la composicion quimica detallada en la Tabla 2.

Tmgradienis fen %) Hi H1
Nlaiz Tig 4.0
Afreckills do arres desgrasals - 13,0
].[muid”nji ........................................................ 1‘:._. .............. : 5..; ......
Hatsa de carne 5

Fesfptu manmnsudicg de dihsdregens -- peda]

e bamate do ealein - bl

L Lislza Q.1 1
Charnrn de silin 05 5
Huwckan vitmminkeo minerad i1 ]

Tabla 1. Férmula de las raciones utilizadas.
b H2

Materia wera 864 b=
Fredrmna crada® 16,1 16,59
H!,,“,..,“ :;. ............... ,;,_. .......
Urasas v &fofios® 54 L
Cemizay® 54 ]
Calzin® L1 1.0
Fusfure tolad* 0% o

Tabla 2. Composicién quimica de las raciones en porcentaje (* Datos
expresados en base seca).

La composicion quimica de estas raciones fue determinada previo
a este estudio, en base a los siguientes métodos analiticos: Materia
seca segun AOAC 930.15, proteinas segiin AOAC 988.05, fibra cruda
segun AOAC 962.09, aceites y grasas segin AOAC 920.39, cenizas
segun AOAC 942.09, calcio segun AOAC 927.02, fésforo segiin
AOAC 969.31.

El suministro diario de alimento balanceado se ajusté a una escala
basada en el peso vivo, de acuerdo al detalle expresado en la Tabla 3.

Pasu vivo (kg Tratassientns TEx T3 Trafamimtas T
- an 1.55 140
Al S - T
........ 5], .513, ‘.;‘._. :qu
el Tl i 2,25
T - B2y 275 2,50
A - G0 ey 260
B - D00 25 a7n
P e %10 280

Tabla 3. Asignacion diaria de alimento balanceado en kilogramos por
animal y por dia segun peso vivo (adaptado de Henry et al., 1984).
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El acceso a pastura del T3 fue libre, pero se limitaron con hilo
eléctrico franjas semanales de superficie variable, segun la evolucion
del consumo y el estado de la pastura, una pradera de segundo afio
compuesta por trébol rojo y achicoria. No se determind el consumo
de pastura.

Comportamiento productivo

Los parametros de comportamiento productivo que se determinaron
fueron la evolucion del peso vivo individual y el consumo de alimentos
¢ indice de conversion del lote.

Las caracteristicas de la canal determinadas en planta de faena
fueron:

. el peso de la canal: peso en caliente en segunda balanza de
la canal con cabeza, sin grasa peri-renal y sin rifiones,

. el largo de la canal: medido con cinta métrica sobre la media
res izquierda, desde el borde anterior de la sinfisis isquiopubiana hasta
la porcion media del borde anterior de la primera costilla,

. el espesor de la grasa dorsal (EGD): promedio del espesor
obtenido en dos puntos sobre la linea media medidos con calibre
digital, a nivel del m. Gluteus medio (EGD gm) y de la Gltima costilla
(EGD uc),

. el espesor del musculo lumbar en el punto M medido con
calibre digital (ancho M): distancia minima entre el borde craneal del
musculo Gluteus medius y el eje dorsal del canal vertebral (Daumas,
2001).

Tanto el espesor de la grasa dorsal como el del musculo lumbar
en el punto M son utilizados para tipificacion de canales porcinas en
mataderos pequeiios de algunos paises de Europa (Método ZP o Zwei-
Punkte).

Las muestras de carne para analisis de grasa intramuscular fueron
tomadas del musculo Longissimus dorsi, extraidas a nivel de la 3* y 4*
ultimas costillas.

Las muestras de grasa subcutanea se tomaron en dos puntos de la
linea media de la canal, ubicados a la misma altura donde se realiza la
determinacion del espesor de la grasa dorsal (Figura 1).

Elaboracion de los salames

Se elaboraron salames tipo Milan con el objetivo de utilizar la grasa
de los animales de este estudio en un producto que pudiera incluirla
sin ningun tratamiento previo. Para la elaboracion de los salames se
utilizo la formula de la industria que colabor6 en esta investigacion,
que contiene 30 % de grasa firme de cerdo. Se elaboraron tres lotes de
100 kg cada uno, con grasa de cada tratamiento y utilizando carne de
toro. Se embutieron en fundas de colageno de 120 mm de diametro y
fueron colocados en estufa a 20 °C y 80 a 90 % de humedad relativa
durante 2 dias. Al tercer dia se colocaron en estufa a 24 °Cy 80 a 90 %
de humedad relativa. Al cuarto dia se pasaron a secaderos con 13 °C de
temperatura y 75 % de humedad relativa, donde permanecieron hasta
el dia 12. Finalmente se analizé pH, actividad de agua y proteinas en
una muestra de cada lote, seglin la metodologia que se indica mas
adelante.

Figura 1. Puntos de la toma de muestra de grasa subcutanea y de
medida del EGD.

Determinaciones analiticas
Perfil lipidico

Se utilizaron 30 muestras de carne y 30 muestras de grasa
subcutanea (10 de cada tipo de alimentacion), de 30 gramos cada una.

Las muestras fueron trituradas y homogeneizadas en una
procesadora doméstica previo a su envasado a vacio en bolsas
termocontraibles de baja permeabilidad al oxigeno y al vapor de agua,
y luego fueron congeladas a -18 °C hasta el momento de su analisis.
Los ensayos se realizaron por duplicado.

La valoracion del porcentaje de grasa intramuscular se realizo
seglin el método de Folch, Lees y Sloane (1957).

Los acidos grasos se determinaron mediante cromatografia de
gases y espectrometria de masa, en conformidad con el método de
AOCS Oficial Method Ce 2-66, AOCS Ce 1-62, AOCS Ce 1-91.

Relaciones entre componentes del perfil lipidico

Se calcularon relaciones entre diferentes fracciones que componen
las grasas y que normalmente son utilizadas como indicadores de sus
cualidades desde el punto de vista nutricional y de sus posibles efectos
sobre la salud del consumidor. Entre estas relaciones se incluyen
el cociente entre los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) y los
saturados (AGS), asi como la relacion entre los n-6 y los n-3. También
se incluyen los indices de aterogenecidad (Al) y trombogenecidad
(TD) propuestos por Ulbricht y Southgate (1991) y el cociente h/H
entre la sumatoria de los acidos grasos hipocolesterolémicos (mono
y poliinsaturados) y los hipercolesterolémicos (miristico y palmitico)
planteados por Herranz et al. (2008) para la descripcion de salames
procedentes de diferentes paises.
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Las formulas de calculo aplicadas fueron:

AT = JOTED + 400 + CH6R]  JITAGET + {5 AG M
TLm (1D + DRG0 + CLBDE ¢ [IE54T AGMI + 00547 m-6) + (3 *Tn-3) + in-2m-6 |

hitism {TAGMEI+ TAGETH (D0 + CL6:0)

Asimismo, se estim6 la relacion entre el contenido de acido
estedrico y acido linoleico, que ha sido propuesta como indicador de
la aptitud tecnologica de la grasa (Daza y Bouxadé, 2000).

Minerales

Para el andlisis de los minerales se utilizaron 30 muestras de
carne de 5 gramos cada una, 10 de cada tipo de alimentacion. Las
muestras se trituraron en procesadora doméstica, se homogeneizaron,
se envasaron a vacio en bolsas termocontraibles de baja permeabilidad
al oxigeno y al vapor de agua, y se congelaron a -18 °C hasta realizar
el andlisis.

Se determinaron hierro, zinc, magnesio y sodio en muestras
digeridas en sistema cerrado a alta presion segin método AOAC
999.10 adaptado, por emision atomica (ICP-OES) basado en ISO
11885:1996 adaptada. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Vitamina E

El analisis de vitamina E se hizo sobre 30 muestras de 30 gramos
de carne cada una, 10 de cada tipo de alimentacion. Las muestras se
trituraron en procesadora doméstica, se homogeneizaron, se envasaron
a vacio en bolsas termocontraibles de baja permeabilidad al oxigeno
y al vapor de agua, se cubrieron con papel de aluminio para evitar la
exposicion a la luz y se congelaron a -18 °C hasta su analisis.

El andlisis de vitamina E se basé en la norma BS EN 12822, que
consta en una saponificacion y posterior extraccion con solvente
organico. La capa organica se inyectd directamente en HPLC luego
de filtrar por 0,22 micras. La separacion cromatografica se hizo en
fase normal (Phenomenex Silica) usando un detector de fluorescencia
a 290-330 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado; si en algun
caso el rango normalizado estd fuera de los graficos de control, se
realiza por quintuplicado.

Punto de fusion

El punto de fusion de determind sobre 30 muestras de grasa
subcutanea de 50 g cada una, 10 de cada tipo de alimentacion. El
analisis se realizo en base al método AOCS Ccl-25(93) sobre la
materia grasa extraida con hexano en equipo Soxtec con capilar
cerrado.

Proteinas

Se determiné el contenido en proteinas de los salames elaborados
con grasa de cada tratamiento. El método utilizado se bas6 en la norma
ISO 937:1978.

Actividad de agua

Se midi6 la actividad de agua (a ) tanto en la pasta del salame
(durante su elaboracion) como en el producto final. La determinacion
se realizd con un equipo Aqualab Series 3TE a 25 °C.

pH

Se midio6 el pH de los salames elaborados utilizando un medidor
de pH Mettler Toledo SevenMulti S47.

Evaluacion sensorial

Se evalu6 textura, agrado general e intencién de compra de los
salames elaborados con grasa de los diferentes tratamientos. Para
la evaluacion sensorial de los atributos de textura y agrado general
se utiliz6 una escala hedonica estructurada de nueve puntos (1- Me
disgusta mucho, 5- Me es indiferente, 9- Me gusta mucho). Para la
evaluacion de la intencion de compra se utilizo una escala estructurada
de siete puntos (1- Definitivamente no lo compraria, 4-Tal vez si/ Tal
vez no, 7-Definitivamente lo compraria). Finalmente se les pidio a
los consumidores que indicaran qué muestra preferian y se calcul6 el
porcentaje de preferencia de cada una.

Para la evaluacion se convocd a consumidores esporadicos y
habituales de salames.

Fueron reclutados 40 consumidores de 20 a 65 afios de edad de los
cuales 30 % eran de sexo femenino.

Las muestras fueron presentadas en fetas de 15-20 g contenidas
en placas plasticas transparentes codificadas con niimeros aleatorios
de tres digitos siguiendo un orden de presentacion balanceado para
cada participante. Los consumidores contaban con agua sin gas y
galletitas cracker sin sal como borradores. La evaluacion se realizo en
una sala normalizada segtin ISO 8589:1988 bajo luz artificial blanca y
con temperatura controlada (entre 22 y 24 °C).

Para el analisis de los resultados se hizo un analisis de varianza
para cada atributo, se calculd la diferencia minima significativa
utilizando el test de Tukey (¢=0.05) con Infostat version 2008.

Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados utilizando el procedimiento GLM del
SAS (SAS, 2003) con el tratamiento y el sexo incluidos en el modelo
como efectos fijos; en parametros vinculados a las caracteristicas de la
canal se incluyd como covariable el peso de la canal.

Resultados y Discusion

Comportamiento productivo y caracteristicas
de la canal

En este estudio no hubo diferencias significativas entre tratamientos
en cuanto a espesor de grasa dorsal y contenido de grasa intramuscular,
como se muestra en la Tabla 4, a diferencia de ensayos precedentes en
los que se ha constatado reduccion significativa del contenido de grasa
intramuscular en los cerdos con acceso a pasturas (Bauza et al., 2003;
Echenique et al., 2009). Se verificaron diferencias entre tratamientos
en la ganancia media diaria y en el peso final alcanzado.

Enfalt et al. (1997) afirman que los cerdos criados a campo
muestran ganancias de peso menores y carcasas mas magras que los
cerdos en estabulacion. En este estudio no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas ni en espesor de grasa dorsal ni en
contenido de grasa intramuscular. Las ganancias mdas bajas de los
animales con acceso a pastura podrian atribuirse a que el consumo de
forraje no lograba compensar la restriccion impuesta en la cantidad de
alimento balanceado oftrecido.
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Tabla 4. Parametros de comportamiento productivo y caracteristicas de la canal (*P - Nivel de significancia del efecto del tratamiento en el

modelo). Letras iguales dentro de una misma fila indican que no existe diferencia significativa para ese parametro.

Composicion de la grasa intramuscular y aporte de micronutrientes de la carne
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Tabla 5. Perfil lipidico de la grasa intramuscular expresado en porcentajes (*P - Nivel de significancia del efecto del tratamiento en el mode-
lo). Letras iguales dentro de una misma fila indican que no existe diferencia significativa entre las muestras para ese pardmetro.

En el tratamiento T3 se logré un aumento significativo del dcido graso n-3 a-linolénico a nivel intramuscular respecto a los tratamientos T1
y T2. A pesar de que la diferencia es significativa y tedricamente favorable para los consumidores, debe ser relativizada por su magnitud y por
el hecho de que existen otras fuentes alternativas de aporte de estos acidos grasos, aunque para nuestro pais las mismas son de bajo consumo.
El contenido de acido graso n-6 linoleico intramuscular no presentd diferencias significativas entre los tratamientos y tampoco se obtuvieron
diferencias en la relacion n-6/n-3. Dado que la grasa intramuscular es de consumo inevitable, es relevante desde el punto de vista nutricional
valorar el mayor aporte de n-3 a-linolénico sin aumentar el contenido de n-6 linoleico en la porcion de carne a recomendar, mas que evaluar
la relacion n-6/n-3. Sin embargo, el incremento del n-3 a-linolénico constituye uno de los objetivos desde el punto de vista nutricional ya que
posibilita la sintesis de eicosanoides que otorgan importantes beneficios para la salud de los consumidores, destacandose su funcionalidad

antihemostatica, antitrombdtica y de mantenimiento de la fluidez de las membranas celulares (Coronado et al., 2006).

Vautier (2005), en una amplia revision de factores que determinan variaciones en el valor nutritivo de la carne de cerdo, establece que
hay resultados contradictorios en cuanto al efecto del sistema de produccion sobre el contenido de grasa intramuscular, pero sefiala el efecto
incremental del sistema de produccion a campo sobre el contenido de XAGPI y de acido a-linolénico en comparacion con la produccion en
confinamiento. Considerando que en este estudio el tratamiento T1 es estabulado y el tratamiento T3 es a campo, s6lo se encontrd diferencia
en la cantidad de a-linolénico en la grasa intramuscular, no asi para XAGPI.
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Tabla 6. Relaciones entre componentes de la grasa intramuscular utilizadas como indicadores de cualidades nutricionales (*P - Nivel de
significancia del efecto del tratamiento en el modelo). Letras iguales dentro de una misma fila indican que no existe diferencia significativa
entre las muestras para ese parametro.

La determinacion del Al y del TI propuestos por Ulbricht y Southgate (1991) no muestra diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. Estos indices ponderan los efectos de los diferentes 4dcidos grasos relacionados a la incidencia de enfermedades coronarias, tanto
en lo que respecta a la promocion como en la proteccion de su incidencia.

La relacion h/H es otro indice utilizado para estimar las cualidades nutricionales de los alimentos (Herranz et al., 2008). En este trabajo no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos para este indicador.
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Tabla 7. Contenido en minerales y vitamina E de la carne de cerdo en cada tratamiento estudiado (*P - Nivel de significancia del efecto del
tratamiento en el modelo). Letras iguales dentro de una misma fila indican que no existe diferencia significativa entre las muestras para ese
parametro.

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas en el aporte de hierro, zinc y sodio entre los tratamientos estudiados y sus valores
se encuentran dentro de lo esperado para los alimentos carnicos segun las Guias Alimentarias Basadas en Alimentos de Uruguay (MSP, 2005).
La magnitud de las diferencias en el contenido de magnesio no es relevante desde el punto de vista nutricional, segun la misma referencia.
Los valores determinados para sodio, magnesio y zinc se encuentran dentro del rango verificado por Vautier (2006) para diferentes cortes
comerciales de carne de cerdo; en el caso del hierro los valores se ubican por encima de los obtenidos por el autor.

En cuanto a vitamina E se observaron diferencias significativas entre los tratamientos T2 y T3, con el contenido mayor en el tratamiento
T3. Este micronutriente es valorado por su comprobada capacidad antioxidante, como forma de aumentar la barrera antioxidante natural del
consumidor (Elejalde, 2001).

Hoffman et al. (2003) no constataron efecto del sistema de produccion (estabulado vs. a campo) en el contenido de minerales de la carne.
Segun Vautier (2005), no se ha podido establecer en forma consistente la existencia de un efecto de la cria a campo sobre el contenido de
vitamina E.
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Tabla 8. Perfil lipidico de la grasa subcutanea en cada tratamiento expresado en porcentaje (*P - Nivel de significancia del efecto del tra-
tamiento en el modelo). Letras iguales dentro de una misma fila indican que no existe diferencia significativa entre las muestras para ese
parametro.
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logica (*P - Nivel de significancia del efecto del tratamiento en el modelo). Letras iguales dentro de una misma fila indican que no existe

diferencia significativa entre las muestras para ese parametro.

El efecto de las pasturas en el incremento de contenido de
acido graso C18:3 n-3 a- linolénico en la grasa subcutanea, en el
tratamiento T3, es consistente con resultados obtenidos por Basso et
al. (2007) y Echenique et al. (2009) en cerdos con acceso a pasturas.
No se encontraron diferencias significativas en el contenido de n-6
linoleico entre los tres tratamientos estudiados. Dado que otras fuentes
alimenticias cubren las necesidades de este acido graso, no es de
interés nutricional aumentar su cantidad en alimentos carnicos. En
este sentido los tratamientos T1 y T3 fueron los que presentaron los
mayores contenidos de C18:3 n-3 a-linolénico, sin que se encontraran
diferencias estadisticamente significativas entre ellos, pero si entre los
tratamientos T2 y T3. La ausencia de diferencias se podria explicar
porque los tratamientos T1 y T3 comparten el 90 % de la composicién
de la racion.

De igual modo, T2 y T3 presentaron diferencias estadisticamente
significativas en la relacion n-6/n-3 de la grasa subcutanea, lo que se
explica por el aumento significativo de los 4cidos grasos de la serie
n-3, especialmente el a-linolénico. A pesar de que estos resultados son
favorables desde el punto de vista nutricional, debe considerarse que el
consumo de grasa subcutanea, salvo excepciones, se mantendra como
no recomendable por su elevado aporte de acidos grasos saturados y
concentracion energética (OMS, 2008). Las relaciones AGPI/AGS y
n-6/n-3 de la grasa subcutdnea obtenidas en los diferentes tratamientos
de este ensayo se ubican en un rango similar al determinado por Capra
et al. (2007) para dietas formuladas con ingredientes con bajo aporte
relativo de &cido linoleico. No se verificaron diferencias significativas
en los otros indices utilizados para caracterizar las cualidades
nutricionales de las grasas.

La comparacién de la composicion de las grasas subcutinea e
intramuscular confirma que la composicion de la grasa de la dieta
tiene menor efecto sobre el perfil lipidico de la grasa intramuscular
que sobre el tejido adiposo subcutaneo (Musella et al., 2009).

Aptitud tecnoldgica de la grasa para la
elaboracion de salames

En la elaboracion de salames se analiz6 la actividad de agua de la
pasta de salame, antes de su fermentacion. Los resultados analiticos
arrojaron altos valores previsibles, comprendidos entre 0,952 y
0,958. Finalizado el producto y cuando se consider6é apto para su
comercializacion, se realizaron los analisis de la actividad de agua,
proteina y pH final. La a_ se situd entre 0,931y 0,941, el pH entre 4,66
y 4,73 y el nivel de proteinas entre 17,6 y 19,8 % (=6,25).

Dalla Santa et al. (2006) establecen en su estudio que los salames
poseen mayor o menor estabilidad en funcién de su actividad de agua
y pH. En dicho estudio se analizaron 50 muestras de salame y se
presentan resultados con valores de a_ que oscilan entre 0.80 y 0,95,
valores de pH entre 4,35 y 6,92 y valores de proteinas entre 11,32
y 41,27 %. De acuerdo al criterio establecido por estos autores, los
salames obtenidos en este estudio pueden considerarse como un
producto estable.

Debido a la importancia que reviste la aptitud tecnoldgica de

la grasa para la produccion de productos cérnicos, especialmente
productos fermentados crudos sometidos a temperaturas moderadas,
se debe considerar la relacion existente entre dcidos grasos saturados
¢ insaturados. Warnants et al. (1998) afirman que el nivel maximo
recomendable de AGPI en la grasa utilizada para elaboracion de
salames se ubicaria en el entorno del 20 %, y que si el 4cido linoleico
es el AGPI predominante en la dieta del cerdo no cabe esperar efectos
sensoriales indeseables. Sin embargo, Boulard et al. (1995) y Lopez-
Bote et al. (1999) sefialan que en grasas destinadas a la elaboracion
de embutidos crudos madurados, el contenido limite de C18:2 seria
del 12 %, que en condiciones excepcionales se podria aumentar
hasta el 14 %. Vautier (2005) cita trabajos de Wood (1984) en los
que se recomienda no sobrepasar el 15 % de 4cido linoleico en la
grasa subcutdnea, y de Mourot (2001), que sugiere un maximo de
12 % de 4cido linoleico y un minimo de 12 % de é4cido esteérico.
Echenique (2007) sostiene que los acidos grasos que presentan una
alta correlacion con la consistencia de la grasa son los acidos estedrico
(C18:0) y linoleico (C18:2), y Whittington et al. (1986) hallaron que
esta relacion es la mejor forma de predecir la firmeza de la grasa y, por
lo tanto, su comportamiento tecnoldgico. Se considera que una grasa
es blanda cuando esta relacion es inferior a 1,47 (Daza y Buxadé,
2000). En este trabajo esta relacion se sitiia por debajo de ese indice y
se ubica entre 1,05 y 1,23 para T1, 1,23 y 1,41 para T2 y entre 1,04 y
1,22 para T3. El contenido de acido linoleico en los tres tratamientos
se ubico en valores proximos a 12 %, como se muestra en la Tabla 8,
lo que podria explicar el buen comportamiento térmico de la grasa a
pesar de la baja relacion entre esteérico y linoleico.

No se verificaron diferencias estadisticamente significativas en los
valores de punto de fusion. Los valores obtenidos en este estudio son
similares a los verificados por Galietta (2005) para cerdos producidos
en confinamiento o en pastoreo, con un nivel leve de restriccion
de concentrado. Este pardmetro es presentado a los industriales
nacionales como indicador de la calidad de la grasa importada. Si bien
Toldra (2002) sugiere utilizar grasa con punto de fusion elevado en
la elaboracion de productos carnicos fermentados, para evitar efectos
adversos en el flavor (rancidez), este parametro resulta insuficiente
para predecir posibles defectos derivados de la fusion parcial de la
grasa o una consistencia excesivamente oleosa en el feteado.

Los resultados del analisis sensorial de los salames se presentan
en la Tabla 10.

Tradasmientn | Tesimrs § Agredo gemeral | Indensiin de comgra
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Tabla 10. Analisis sensorial de los salames elaborados con la grasa
de cada tratamiento. Letras iguales dentro de una misma columna
indican que no existe diferencia significativa entre las muestras para
ese parametro.
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El 55,3 % de los consumidores prefirié la muestra elaborada con
grasa del tratamiento T1, mientras que un 18,4 % prefiri6 en igual
medida las muestras procedentes de los otros dos tratamientos. La
preferencia de los consumidores por el tratamiento T1 con respecto al
T3 se podria atribuir a la composicion de la grasa, fundamentalmente a
la diferencia en contenido en acido linolénico, aunque las mismas son
cuantitativamente muy estrechas. Se ha establecido que el incremento
en el contenido de 4cidos grasos poliinsaturados del grupo n-3
puede asociarse a sabores o aromas indeseables en las carnes (Wood
et al., 2004). Bryhni et al. (2002) afirman que aunque altos niveles
de AGPI pueden contribuir a una carne mas saludable, sus efectos
indeseables sobre las propiedades sensoriales pueden transformarse
en limitante. Hoz et al. (2004) asocian estos efectos indeseables en
productos fermentados crudos a la estabilidad oxidativa de los AGPI.
Sin embargo, estos efectos se manifiestan con contenidos de C18:3 n-3
mayores a los obtenidos en este estudio.

Conclusiones

Los cerdos alimentados con racion de proteinas de origen vegetal
y animal restringida al 90 % y pasturas a voluntad (T3) presentaron
un mayor contenido de acido linolénico n-3 y de vitamina E,
comparados con los animales sometidos a los otros tratamientos.
A pesar de la pequefia magnitud de la diferencia, desde el punto de
vista nutricional esto representa una oportunidad dentro del grupo de
alimentos carnicos recomendables, ya que ofrece un doble beneficio
al consumidor: mayor contenido de acido linolénico, precursor de
eicosanoides y del mantenimiento de la fluidez y permeabilidad de
las membranas celulares, y mayor contenido de vitamina E, destacada
por su efecto antioxidante. Los resultados alientan la posibilidad de
mejorar el valor nutricional de la carne de cerdo por enriquecimiento
en compuestos bioactivos a través del manejo de la dieta de los
animales. Si bien la bibliografia internacional sobre esta tematica es
abundante, el desafio es lograr resultados nutricionalmente relevantes
en base a los ingredientes disponibles en nuestras condiciones de
produccion. También es necesario considerar que en Uruguay no
hay una produccion de cerdos orientada hacia un destino especifico
(obtencion de cortes frescos o elaboracion de productos chacinados),
sino que se busca lograr cualidades de la canal y de la carne que
permitan satisfacer el doble proposito.

Desde el punto de vista tecnoldgico el comportamiento de la
grasa utilizada fue acorde a lo esperado seglin los valores analiticos
determinados. Los salames elaborados se consideran estables y con
caracteristicas técnicas y comerciales adecuadas, no presentando
indicios de defectos por fusion de la grasa. Los resultados obtenidos
sugieren que cuando se logra mantener los valores de acido linoleico
C18:2 en el entorno del 12 %, el comportamiento tecnoldgico de la
grasa es adecuado, aunque la relacion entre el contenido de los acidos
estedrico y linoleico sea inferior al valor recomendado.

Una adecuada formulacion de las dietas para cerdos en crecimiento
puede asegurar que la composicion de las grasas destinadas a la
elaboracion de productos carnicos fermentados se ajuste a las
recomendaciones establecidas en la bibliografia. Este trabajo confirma
que el objetivo puede ser logrado en las condiciones de produccion
prevalecientes en sistemas familiares tipicos de Uruguay, con
formulaciones basadas en suplementos proteicos de origen animal o
exclusivamente vegetal, tanto en sistemas de engorde en estabulacion
0 con acceso a pasturas.

La preferencia del panel de consumidores por el salame
correspondiente al T1, tanto en textura como en intencioén de compra,
sugiere la necesidad de profundizar el conocimiento sobre el efecto
del contenido de AGPI y de C18:3 n-3 en la grasa utilizada sobre las
propiedades sensoriales del producto final.
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Resumen

Por precipitacion con acetona en frio, se obtuvieron muestras de proteinas aisladas de dos sueros de soja, el suero SS proveniente
de la obtencion de aislados de soja y el suero de tofu ST. A partir del SS y del mismo suero previamente liofilizado y calentado
(SSLC) se obtuvieron las proteinas denominadas PSS y PSSLC, respectivamente; a partir de ST se preparé la muestra PST.
El objetivo del trabajo fue analizar la estabilidad de emulsiones o/w preparadas con las proteinas de sueros de soja en forma
comparativa con un aislado de soja nativo (ASN). Las emulsiones se prepararon por homogeneizacion de dispersiones proteicas
(0,1-1,0 % p/v en buffer fosfato 10 mM pH 7) y aceite de girasol (®_.. =0,33), empleando un Ultraturrax T-25. La estabilidad
fue evaluada por medida del aceite separado, distribucion de tamafio de particulas (por difraccion laser) y los grados de cre-
mado y coalescencia evaluados a través de perfiles de BackScattering. Se observo que en todas las concentraciones ensayadas
las emulsiones preparadas con proteinas aisladas (por precipitacién con acetona en frio) de suero de tofu tratado térmicamente
(PST) tenian una estabilidad comparable a la de emulsiones preparadas con ASN. Se hallé una estabilidad menor en emulsiones
con proteinas nativas de suero de soja (PSS) obtenido en laboratorio no tratado térmicamente. Las proteinas obtenidas de este
suero liofilizado y calentado (PSSLC) exhibieron una mejor capacidad emulsionante. Los resultados mostraron que las proteinas
de sueros de soja presentan buenas propiedades emulsionantes y estabilizantes dependientes del grado de desnaturalizacion y
glicosilacién alcanzado.

Palabras clave: Emulsificacion, cremado, proteinas de soja, tofu, glicosilacion, floculacion, tamafio de particula.

Abstract

Soy whey proteins were obtained by precipitation with cold acetone from two whey, the whey resulting from soy isolate preparation (SS)
and the tofu whey (ST). From the SS as such and of the same whey previously lyophilized and heated (SSLC), the samples called PSS and
PSSLC were obtained, respectively; from ST it was prepared the PST sample. The objective of this work was to analyze the stability of
emulsions prepared with whey soy proteins using native soybean isolated (ASN) as control. Emulsions were prepared by homogenization
of aqueous dispersion of samples (protein range 0.1-1.0 % w/v in 10 mM phosphate buffer) and sunflower oil (®w=0.33) using an Ul-
traturrax T-25. The stability was evaluated by oiling off, particle size distribution (laser diffraction) and creaming-coalescence degree by
analysis of Backscattering profiles. At all protein concentration assayed it was observed that emulsions prepared with isolated proteins
(precipitated with cold acetone) from a thermal treated tofu whey (PST) exhibited a similar stability as ASN emulsions. Smaller stability
was found when native soy whey proteins (PSS) were used (proteins obtained from not thermally soybean whey). An increase of emulsion
stability was observed with protein obtained from heated lyophilized soy whey. These results showed that whey soy proteins could be
used as good emulsifying and stabilizing agents, depending on denaturation and glycosilation degree reached during thermal treatments.
Keywords: Emulsifying, creaming, soy proteins, tofu, glycosilation, flocculation, particle size.

Introduccién generan cantidades elevadas de estos sueros a nivel industrial, lo que
representa, por un lado, un problema ambiental si son descartados en
forma directa y, por otro, una pérdida de componentes aprovechables
por sus propiedades nutricionales o funcionales. Las proteinas de
suero de soja cuando estan inactivadas poseen un alto valor biologico.
En el caso del ST, los factores antitripticos se encuentran casi
totalmente inactivados debido a los tratamientos térmicos aplicados en
la elaboracion de la leche de soja y en la coagulacion proteica (Sobral
y Wagner, 2009).

El objetivo del trabajo fue estudiar la capacidad emulsionante
de las proteinas aisladas obtenidas a partir de ST, SS, de este Gltimo
secado e inactivado, en forma comparativa con el aislado nativo de
soja obtenido en el laboratorio.

Dos de los productos de soja con mayor contenido de proteinas
son los aislados y el tofu. En los procesos para su obtencion se busca
un alto rendimiento en proteinas y la eliminacion o inactivacion de
componentes indeseables. Los aislados se preparan a partir de un
extracto alcalino de harina de soja, por precipitacion acida (pH 4,5) de
las proteinas de reserva (7S y 11S) y separacion del suero de soja, SS
(Sorgentini y Wagner, 1999). En la obtencion del tofu a partir de leche
de soja, las proteinas de reserva se coagulan con sales de calcio y/o
magnesio y calentamiento (10-30 min a 70-85 °C) y se crea también
un suero (suero de tofu, ST). SS y ST contienen mayoritariamente
hidratos de carbono y los factores antitripticos de Kunitz (FAK, 20 kDa)
y de Bowman-Birk (FABB, 7 kDa) (Pearson, 1983; Cheftel, 1989). Se
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Materiales y Métodos

Obtencion del aislado y de los sueros

El suero de soja (SS) y el aislado de soja nativo (ASN) fueron
obtenidos, segin los procedimientos descritos por Sorgentini y
Wagner (1999), a partir de un extracto acuoso (pH==8,0) de harina de
soja desgrasada no tratada térmicamente (Prosam™ R; Brasil). Por
precipitacion isoeléctrica (pH=4,5) de este extracto se separaron las
globulinas de reserva y se obtuvo el SS. El precipitado resuspendido
en agua (40 mg/ml, pH=8,0) y el suero fueron liofilizados, de donde
resultaron las muestras ASN y SSL, respectivamente. El suero de tofu
(ST) fue cedido por una industria local (Soyana S.H.). El suero de soja
liofilizado calentado (SSLC) fue obtenido tratando térmicamente el
SSL en condiciones anhidras a 5 °C/min hasta 150 °C para inactivar el
FAK y desnaturalizar la lectina, L (Sobral y Wagner, 2007). A partir
del SS y ST, se precipitaron las proteinas con acetona (0 °C, suero:
acetona 1: 1 v/v), se separaron por centrifugacion (10500g, 20 min,
4 °C) y se secaron por liofilizacion (PSS y PST, respectivamente).
PSS contiene las proteinas FAK y L nativas en tanto que en PST estan
desnaturalizadas (Sobral y Wagner, 2009). De soluciones acuosas de
SSLC (1: 10 p/v) se aislaron las proteinas con acetona en frio (PSSLC).
En todas las muestras se determind el contenido de proteina (Kjeldahl,
Nx6,25) para preparar las emulsiones con contenidos comparables de
proteina en la fase acuosa. Se estimo el grado de glicosilacion (GG:
g HC/100 g proteina) con el contenido de hidratos de carbono (HC)
determinado por el método colorimétrico de fenol-sulfurico.

Preparacion, caracterizacion
y estudio de emulsiones

Las emulsiones o/w se prepararon homogeneizando 10 g de
dispersion (1, 5 y 10 mg de proteina/ml buffer fosfato 10 mM pH
7) con 5 g de aceite refinado de girasol a 20.000 rpm (Ultraturrax
T-25, rotor S25N-10G, 1 min, 20 + 2 °C). Los didmetros de particula
D, ,(didmetro medio, 3 nd/3 n) y D, (didmetro de De Brouckere,
>, nd#Y nd?), ambos expresados en um, se determinaron con un
equipo Malvern Mastersizer 2000E inmediatamente después de
preparadas las emulsiones. El valor D, ; da cuenta de la efectividad
del proceso de homogeneizacion, en tanto que el D4,3 permite
evaluar la existencia de particulas de gran tamafio. La cinética de
separacion gravitacional (cremado) de las emulsiones se estudié con
un analizador 6ptico vertical (Quick Scan, Beckman), registrando los
perfiles de backscattering (BS%) y transmitancia (T%) en funcion de
la altura del tubo de medida (cada minuto durante 1 hora) y midiendo
los valores promedio de BS% y T% en la base del tubo (8-10 mm).
La constante cinética de separacion gravitacional (K, min™) se calculd
como: K=[10% (BS, prom = G »)] donde BS, — el valor promedio
inicial de BS% y t,, el tiempo (min) para el cual BS prom = 0,5xBS,
prom’ El porcentaje de fase crema (FC%) se determiné a las 24 h a un
BS% =30% como (A /A )x100, donde A = Altura cremay A = Altura
inicial de la emulsioén, ambos en mm. El aceite separado (AS%) de las
emulsiones se determind segin Palanuwech et al. (2003), con leves
modificaciones (Palazolo y Wagner, 2007).

Analisis estadistico

Todas las emulsiones ensayadas fueron realizadas por duplicado
y las determinaciones de tamafio de particula y estabilidad se
realizaron al menos por triplicado. Los valores medios obtenidos son
expresados con su desviacion estandar. Los resultados se analizaron
mediante analisis de la varianza (ANOVA) y las diferencias entre
medias mediante el Test de Fisher a un nivel de significacion a = 0.05.
(Statgraphics Plus version 2.1, Statistical Graphics Corp., Princeton,
USA).

Resultados y Discusion

En la Figura 1 se muestran las cinéticas de cremado de las
emulsiones. A la menor concentracién de muestra, la emulsion ASN
(muestra referencia) tiene una estabilidad mayor, con valores de K
mas bajos (Tabla 1), en tanto que las demas emulsiones siguen un
orden de estabilidad PST>PSS>PSSLC. A concentraciones medias,
la estabilidad sigue el orden ASN>PSS~PST=PSSLC. Al aumentar la
concentracion, todas las muestras dan valores de K significativamente
similares. El D, , fue similar (entre 0,63-0,66 pm) para todas las
muestras, que exhibieron un comportamiento bimodal y valores altos
de D“: 42,86; 40,26; 39,64 y 37,11 um para PSSLC, ASN, PSS y
PST, respectivamente. La clarificacion en la zona inferior del tubo,
cuantificada como T% a los 60 minutos (Tabla 1) da cuenta de la
floculaciéon de gotas pequeiias y el aumento de su velocidad de
migracion. Las emulsiones con PSS muestran la mayor tendencia a
la floculacién; a 10 mg/ml presentan la mayor clarificacion, lo que
explica la falsa sefial de BS a partir de los 10 minutos (Figura 1).
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Figura 1. Separacion gravitacional (cremado) de emulsiones o/w
con 1, 5y 10 mg de proteina/ml de fase acuosa. Se graficaron
los valores medios de Backscattering (BS%) en la zona baja de
la emulsién (8-10 mm) en funcién del tiempo de almacenamiento
estacionario.
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Tabla 1. Constante cinética de separacién gravitacional (K) y va-
lores de Transmitancia (T%) en la zona inferior de emulsiones con
1 hora de almacenamiento. Las emulsiones se prepararon con 1, 5
y 10 mg de proteina/ml de fase acuosa.
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En las emulsiones PSSLC, T% disminuye significativamente con
el incremento de la concentracion, resultado opuesto a lo observado en
PSS. T% en PST es menor en todas las concentraciones que en PSS. En
la emulsion control y en PST el efecto de la concentracion sobre T%
no es significativo. Los resultados indican que las emulsiones PSSLC
a 5y 10 mg/ml (comparable con ASN a las mismas concentraciones)
exhiben la menor clarificacion, lo que indicaria una menor tendencia
a la floculacién o a la formacion de floculos hidratados. Estos tltimos
formarian una estructura tipo red, con mayor capacidad de retencion de
agua, propiedad en la que contribuirian las proteinas desnaturalizadas
con un mayor grado de glicosilacion. El GG fue: 12,21; 22,44; 21,16
y 46,63 % para ASN, PSS, PST y PSSLC, respectivamente. En las
muestras PSS y PST, si bien tienen un valor GG similar, la presencia
de proteinas desnaturalizadas en PST explica su diferente tendencia a
la floculacion.

La cantidad de aceite separado (AS%) fue bajo en todas las
emulsiones (<5%), disminuyendo con el incrementd de la cantidad
de muestra (Tabla 2). A 10 mg/ml, la emulsion con el valor mas bajo
de AS% fue ASN; en el resto de las emulsiones el valor AS% fue
significativamente similar. Dado que el @ .. ~es el mismo en todas
las emulsiones, el volumen que ocupan las gotas de aceite en las fases
crema de todas las emulsiones es también el mismo. Por lo tanto, el
volumen relativo que ocupa la fase crema a las 24 h (FC%) depende
directamente de la cantidad de agua que se retiene entre gotas de aceite,
o sea, del grado de hidratacion de dicha fase. La fase crema de ASN
resulto la menos hidratada a 5 y 10 mg/ml (Tabla 2). Las cremas de
PST tuvieron un grado de hidratacion intermedio, en tanto que las de
PSSLC incrementaron significativamente su grado de hidratacion con
el aumento de la concentracion utilizada, lo cual puede ser relacionado
con la existencia de floculos hidratados.
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Tabla 2. Porcentajes de Aceite separado (AS%) en emulsiones
iniciales y de Fase crema (FC%) en emulsiones luego de 24 h de
almacenamiento.

Conclusiones

Los resultados muestran que las proteinas aisladas de sueros de
soja tienen buenas propiedades emulsionantes y estabilizantes segiin
sea el grado de desnaturalizacion y glicosilacion alcanzado. Las dis-
persiones con 10 mg/ml de proteinas desnaturalizadas de suero de soja
y de tofu tienen capacidad de formar y estabilizar emulsiones o/w de
manera similar al aislado nativo de soja, con la caracteristica diferen-
cial de formar cremas mas hidratadas.
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Resumen

La determinacién de nitrogeno soluble a pH 4,6 (NNC), nitrogeno soluble en acido tricloroacético (12 %) (NTCA) y nitrégeno
soluble en acido fosfotingstico (5 %) (NPTA) se utiliza como indice de maduracién de quesos, ya que proporciona informacién
adecuada de la extension global de la proteélisis. La formacién de péptidos y aminoacidos durante la maduracion del queso con-
tribuye directamente al desarrollo del sabor y textura del queso, de alli la importancia de conocer si el uso de distintos cultivos
iniciadores genera diferencias en el desarrollo de la proteélisis. En este trabajo se estudiaron los cambios proteoliticos durante la
maduracion de quesos Danbo elaborados con cultivos iniciadores que difieren en la proporcion de sus microorganismos compo-
nentes: Lote A con: 60 % Streptococcus thermophilus subsp. thermophilus — 40 % (Lactococcus lactis subsp. lactis + Lactococcus
lactis subsp. cremoris) y Lote B con: 50 % Streptococcus thermophilus subsp. thermophilus — 50 % (Lactococcus lactis subsp.
lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris). Se analizaron quesos con 0, 15, 30 y 45 dias de maduracién y se determiné contenido
de humedad, pH, contenido de nitrégeno en queso y contenido de nitrégeno de las distintas fracciones nitrogenadas. El lote elabo-
rado con un mayor porcentaje de cultivo mesoéfilo (Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris), lote B,
fue el que presenté mayor protedlisis primaria y mayor formacion de oligopéptidos y aminoacidos libres.

Palabras clave: Queso, Danbo, protedlisis, fracciones nitrogenadas.

Abstract

The determination of soluble nitrogen at pH 4.6 (NNC), nitrogen soluble in trichloroacetic acid (12 %) (NTCA) and nitrogen
soluble in phosphotungstic acid (5 %) (NPTA) is used as an index of cheese ripening because it provides tailored information to
the global extent of proteolysis. The formation of peptides and amino acids during cheese ripening contributes directly to the
development of cheese flavor and texture, hence the importance of knowing whether the use of different starter cultures generate
differences in the development of proteolysis. The aim of this paper is to study the proteolytics changes during ripening of Danbo
cheeses which were manufactured with starter cultures that differ in the ratio of their microorganisms components: batch A, 60
% Streptococcus thermophilus subsp. thermophilus — 40 % (Lactococcus lactis subsp. lactis + Lactococcus lactis subsp. cremo-
ris) and batch B, 50 % Streptococcus thermophilus subsp. thermophilus — 50 % (Lactococcus lactis subsp. lactis + Lactococcus
lactis subsp. cremoris). Cheeses were analyzed at 0, 15, 30 and 45 days of ripening by determination of moisture content, pH, ni-
trogen content in cheese and nitrogen content of nitrogenous fractions. The batch made with a higher ratio of mesophilic cultures
(Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris), batch B, presented the highest primary proteolysis and
highest formation of oligopeptides and free amino acids.

Keywords: Cheese, Danbo, proteolysis, nitrogenous fractions.

iniciar la fermentacion. Su funcion principal es la produccion de
acido lactico y, en algunos casos, la produccion de compuestos
secundarios responsables del sabor y aroma del queso, como acido

Introduccion

El queso Danbo es un queso de mediana humedad, graso,
elaborado por coagulacion de la leche por medio de cuajo y/u otras
enzimas coagulantes apropiadas. Para su fabricacion pueden utilizarse
fermentos de bacterias lacticas especificas (Reglamento MERCOSUR,
1996).

En la fabricacion de la mayoria de las variedades de quesos se
afiaden a la leche, previo a la coagulacion, cepas de una o mas especies
de bacterias lacticas cuidadosamente seleccionadas, denominadas
cultivos iniciadores o starters, con el objetivo fundamental de

acético, acetaldehido y diacetilo. La produccion de acido tiene tres
funciones importantes: favorece la actividad del cuajo, ayuda al
desuerado de la cuajada, reduciendo asi el contenido en humedad
del queso, y ayuda a prevenir el crecimiento de bacterias indeseables
en el queso (Poveda, 2001). Las enzimas proteoliticas presentes en
los fermentos completan la accion del cuajo, liberando péptidos de
pequefio tamafio y aminoacidos libres (Desmazeaud y Gripon, 1977);
las peptidasas son las responsables de la degradacion de los péptidos
hidrofébicos amargos, influyendo positivamente en la calidad
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organoléptica del queso. Los compuestos asi formados son, ademas,
el origen de compuestos que intervienen directamente en el sabor de
los quesos o constituyen precursores de los compuestos aromaticos
(Law et al., 1993; Monnet et al., 1993). En particular los lactococos
estan dotados de un sistema proteolitico complejo y por ello son los
principales agentes proteoliticos en los quesos de pasta prensada tipo
Gouda o Saint-Paulin. Debido a esto los lactococos intervienen en la
degradacion de las caseinas, principalmente por sus proteasas de pared
y por sus diferentes peptidasas intracelulares o unidas a la envoltura
(Monnet et. al., 1993; Pritchard y Coolbear, 1993).

La maduracion es la etapa del proceso de elaboracion del queso
durante la cual la cuajada fresca se transforma en una masa homogénea
y se desarrollan las caracteristicas organolépticas tipicas del queso:
aspecto, textura, sabores, aroma. Esto se debe a una serie de cambios
bioquimicos, de reacciones glicoliticas, lipoliticas y proteoliticas,
estas ultimas como las principales causantes de los cambios de textura
durante la maduracioén del queso (Desmazeau y Gripon, 1977; Fox,
1999). La protedlisis en el queso se produce por la accion de las
enzimas presentes: las proteinasas de la leche, las enzimas coagulantes,
los cultivos iniciadores y otros microorganismos que se desarrollan
en el queso (Sanchez-Ponte, 2003). Dentro de la protedlisis se
distinguen la proteolisis primaria, que es la responsable de la textura
blanda caracteristica al principio de la obtencion de la cuajada, y
la proteodlisis secundaria, en la que se generan péptidos de pequeiio
tamafio y alta hidrofobicidad que detectados por los receptores del
sabor producen la sensacion de amargor. Estos péptidos sirven como
substratos precursores para las proteinasas y peptidasas bacterianas
que los transforman en péptidos mas pequefios y aminoacidos libres
(Ferrandini Banchero, 2006) como se mencioné anteriormente. Los
aminoacidos, provenientes de la degradacion de las proteinas durante
la maduracion del queso, pueden variar en cantidad e incluso en los
tipos de aminoacido debido al catabolismo de aminoacidos. Por estas
transformaciones pueden encontrarse aminoacidos ausentes en las
proteinas de la leche, como es el caso de la ornitina por degradacion
del acido glutamico (Hemme et al., 1982). En el esquema general del
catabolismo microbiano de los aminoacidos en la maduracion de los
quesos propuesto por Hemme et al. (1982) se encuentra que en una
primera etapa los aminodcidos podrian ser degradados por cuatro
grupos de enzimas: descarboxilasas, transaminasas, desaminasas
y liasas. Estos productos podrian continuar degradandose hasta la
formacion de compuestos volatiles tales como el amoniaco, cetonas,
aldehidos, acidos, o compuestos azufrados que forman parte del
aroma de la mayoria de los quesos (Dumont y Adda, 1978; Curtin y
McSweeney, 2004).

Para el estudio quimico de la maduracion de quesos son utilizados
como indices de maduracion la determinacion de fracciones de
nitrogeno soluble (NNC, NTCA y NPTA), que proporcionan
informacion de la extension global de la protedlisis. El NNC
corresponde a los compuestos de nitrogeno solubles a pH 4.6, y se
define como nitrégeno no caseinico, ya que las caseinas son insolubles
a ese pH, éstos son producidos fundamentalmente por el cuajo y
aumentan durante la maduracion. Dentro de los NNC también entran
las proteinas del suero y las peptonas proteosas, solubles a pH 4.6,
aunque su contribucion es relativamente menor. Por otro lado, las
v-caseinas son insolubles a pH 4.6. El acido tricloroacético (TCA) es
un precipitante de proteinas que ha sido ampliamente utilizado como
indice de maduracion en quesos. Yvon et al. (1989) hallaron que todos
los péptidos con menos de siete residuos de aminoacidos eran solubles
en TCA al 12 %. La renina es responsable de la produccion de parte
del nitrogeno soluble en TCA 12 %, pero las proteinasas y peptidasas
del cultivo iniciador también contribuyen considerablemente a la
formacion del nitrogeno soluble en TCA 12%. El 4cido fosfotiingstico
(PTA) es un precipitante de proteinas muy selectivo. El nitrogeno
solubleen PTA (1.0;2.5;5.0; 6.0y 6.5 %) ha sido ampliamente utilizado
como indice de aminoacidos libres en queso, s6lo aminoacidos libres
y péptidos menores son solubles en PTA 5 % (Sanchez-Ponte, 2003).

El objetivo de esta investigacion fue estudiar, por medio del
analisis de las diferentes fracciones nitrogenadas, los cambios
proteoliticos durante la maduracion de dos quesos Danbo elaborados

con diferentes cultivos iniciadores que difieren en la proporcion de sus
microorganismos componentes.

Materiales y Métodos

Para el estudio de la protedlisis segliin el cultivo iniciador se
utilizaron quesos Danbo, un lote elaborado con 60 % Streptococcus
thermophilus sub thermophilus - 40% (Lactococcus lactis subsp. lactis
+ Lactococcus lactis subsp. cremoris) como cultivo iniciador (lote
A) y el otro elaborado con 50 % Streptococcus thermophilus subsp.
thermophilus — 50 % (Lactococcus lactis subsp. lactis + Lactococcus
lactis subsp. cremoris) como cultivo iniciador (lote B). De cada lote se
analizaron muestras con 0, 15, 30 y 45 dias de maduracion.

Se elaboraron ambos lotes de queso Danbo mediante tecnologia
tradicional en la planta de Jucar Ltda. Para ello se utiliz6 una tina
de 120 litros, leche tipificada al 3 % de materia grasa, agregado del
fermento correspondiente a 35 °C y maduracion por 30 minutos,
cuajado con cuajo Genético a 35 °C, corte, desuerado en tina del 20 %
y agregado de un 15 % de agua caliente a 70 °C, coccién a 42 °C por
20 minutos. Pescado en tela y moldeado en moldes de 22x14x14 cm
para hormas de 4 kg aproximadamente, prensado. Salazon en salmuera
a 21° Baumé por 24 hs. Oreo, y maduracion en camara de maduracion
all°C.

Se tomaron 2 quesos de cada lote para el estudio. La toma de
muestra del queso se realiza por calado. El contenido de humedad
se determind por el método de secado convencional en estufa a
105°C en céapsulas con arena segiin la Norma FIL-IDF 4: 1958. La
determinacion de pH se realiz6é con un pH-metro ORION RESERCH
digital ionalyzer/501, segin Ferrandini Banchero (2006). Para evaluar
la proteodlisis de los quesos durante el periodo de maduracion, se
utilizaron como indices:

- el Nitrogeno soluble a pH 4.4 — 4.6, también llamado Nitrégeno
No Caseinico (NNC).

- el Nitrogeno soluble en acido tricloroacético al 12 %, también
llamado Nitrégeno No Proteico (NTCA).

- el Nitrogeno soluble en acido fosfotungstico 5 % (NPTA).

Los métodos utilizados para el fraccionamiento y la determinacion
de las fracciones nitrogenadas fueron los descriptos por Ardo y
Polychroniadou (1999) y Biitikofer, Riiegg y Ardo (1993). La
determinacion de Nitrogeno tanto en las muestras de queso como
en las distintas fracciones nitrogenadas se realizé por el método de
Kjeldahl utilizando la Norma FIL-IDF25:1964. Los resultados se
expresaron como % del Nitrogeno total para cada queso.

Todos los analisis se realizaron por duplicado.

El analisis estadistico de los datos se hizo mediante analisis de
varianza (ANOVA) y test de minima diferencia significativa (LSD)
con un a=0.5 para comparacion de las medias, utilizando el programa
estadistico Statgraphics Plus 7.0.

Resultados y Discusion

Se observd que los valores de pH entre ambos lotes fueron
significativamente diferentes para todos los tiempos de maduracion,
menos para los 30 dias (Figura 1). La mayor diferencia se encontrd a
los 45 dias. El pH del lote B fue mayor al del lote A para los tiempos
de maduracion 0, 15 y 45 dias. Dicha diferencia puede atribuirse a
la variacion en el cultivo iniciador que afecta al pH final el dia de
claboracion: el lote A se elabord con fermento con una diferencia
del 10 % adicional en la cantidad de cultivo Terméfilo, y los cultivos
termofilos poseen poder acidificante de moderado a alto dependiendo
de la cepa (Guerrero et al., 1997).
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Figura 1. Variacion del pH en queso con el tiempo de maduracion.

El contenido de humedad disminuyd con el transcurso de la
maduracion de los quesos tanto en el lote A como en el B (Figura
2). Los valores de contenido de humedad del lote B fueron
significativamente mayores a los del lote A en todos los tiempos de
maduracion estudiados (15, 30 y 45 dias). Como en el caso del pH,
esto podria explicarse por la diferencia en los cultivos iniciadores, ya
que cuando ocurre una acidificacion mas lenta con reducida expulsion
de suero se obtienen quesos de mayor humedad (Gomez et al., 1998).
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Figura 2. Variacion de humedad en queso con el tiempo de
maduracion.

En el estudio de la protedlisis se observd que la fraccion de
nitrégeno insoluble a pH 4,6 (NNC) aumentd con el tiempo de
maduracion para ambos lotes A y B (Figura 3). Esto concuerda con
lo observado por Spadoti et al. (2005) en estudios con queso Prato,
similar al Danbo, pero que difiere en su elaboracion en no ser de masa
lavada. Al comparar entre los lotes A y B, se constatdé que con 0y 15
dias de maduracion no existieron diferencias significativas de NNC
entre ambos, pero con mayor tiempo de maduracion comenzaron a
aparecer diferencias significativas: a los 30 dias de maduracion el
NNC del lote A fue mayor al NNC del lote B, mientras que a los 45
dias de maduracion el NNC del lote B fue mayor al NNC del lote A.

Poveda (2001) en su estudio de la fraccion insoluble a pH 4,6
(NNC) en quesos Manchego elaborados con diferentes cultivos
iniciadores (Streptococcus thermophilus y Lactococcus lactis, entre
otros), no encontrd diferencias entre los lotes para cada tiempo de
maduracion e indicd que ello podria ser debido a que los agentes
responsables de la proteolisis a este nivel (protedlisis primaria) son
el cuajo y la plasmina, mientras que las peptidasas del starter actian
sobre los péptidos liberados en la protedlisis primaria, produciéndose
asi la proteolisis secundaria.
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Figura 3. Evolucién de la fraccién nitrogenada NNC en el queso con
el tiempo de maduracién.

El hecho de que el NNC del lote B fuese mayor, finalizado
el periodo de maduracion de 45 dias, podria deberse a la riqueza
en enzimas proteoliticas de los lactococos, como fue mencionado
anteriormente, pero también a la influencia de un mayor contenido de
humedad si ambos lotes contuvieran el mismo contenido de sal, como
explican Sorensen y Benfeldt (2001). Los valores de NNC obtenidos a
los 45 dias fueron similares a los obtenidos por Gorostiza et al. (2004)
y los expuestos por Spadoti et al. (2005) para el queso Prato.

En cuanto a las fracciones nitrogenadas solubles en TCA 12
% (NTCA) se puede observar que aumentaron con el tiempo de
maduracion para ambos lotes (Figura 4). Este aumento de NTCA
en el tiempo concuerda con lo informado por otros investigadores,
Gorostiza et al. (2004) y Sanchez-Ponte (2003), en estudios en queso
Prato y Danbo, respectivamente. Al comparar entre lotes se observo
que al inicio la fraccion NTCA es significativamente diferente para
ambos: el NTCA del lote B fue mayor al NTCA del lote A, pero
para los demas tiempos de maduracion no se detectd la existencia de
diferencias significativas.
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Figura 4. Evolucién de la fraccién nitrogenada NTCA con el tiempo
de maduracion.

Los valores de NTCA obtenidos a los 45 dias fueron
significativamente menores a los obtenidos por Gorostiza et al. (2004)
para el queso Prato. Cabe destacar que el queso Prato al no ser de masa
lavada no tiene las pérdidas de enzimas como el Danbo (Gorostiza
et al., 2004); en conjunto con los diferentes origenes y calidades de
leche, de cuajo, fermentos y variaciones de tecnologia, esto podria
explicar la diferencia entre los investigadores.

La fraccion nitrogenada soluble en acido fosfotingstico (NPTA)
presentd un aumento continuo durante el tiempo de maduracion para
ambos lotes (Figura 5). Poveda (2001) inform6 un aumento de NPTA
durante la maduracion de Queso manchego elaborado con diferentes
cultivos iniciadores y Gorostiza et al. (2004) también consignaron un
aumento de aminoacidos totales durante el tiempo de maduracion de
queso Prato.
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Figura 5. Evolucién de la fraccion nitrogenada NPTA con el tiempo
de maduracion.

Al inicio del estudio el NPTA del lote A fue significativamente
mayor al del lote B, a los 15 dias ya no se presentaron diferencias
significativas, mientras que a los 30 y 45 dias el NPTA del lote B fue
significativamente mayor al NPTA del lote A.

Que el lote B haya presentado un mayor valor de NPTA podria
atribuirse a que las proteinasas del lactococos, microorganismo
que estaba en mayor proporcién en el lote B, presentan un sistema
peptidésico capaz de degradar un amplio rango de péptidos de medio
y pequefio tamafio a aminoécidos (Lane y Fox, 1996), contribuyendo
asi a la produccion de péptidos pequefios u oligopéptidos y
aminoécidos libres.

Conclusiones

Se encontraron diferencias en la protedlisis de los lotes de
queso Danbo elaborados con diferentes proporciones en los cultivos
iniciadores, mediante la determinacion de las fracciones de nitrogeno
soluble NNC, NTCA y NPTA.

El lote de queso Danbo elaborado con un mayor porcentaje de
cultivo mesofilo (Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus
cremoris subsp. cremoris), lote B, fue el que presentd mayor protedlisis
primaria y mayor formacion de oligopéptidos y aminoacidos libres.
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Influencia del pH en la estabilidad de emulsiones
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Resumen

Si bien las proteinas de origen animal en muchas instancias pueden tener mejores caracteristicas funcionales que las proteinas de
origen vegetal, el incremento de su costo puede favorecer al uso expansivo de las fitoproteinas como reemplazo. Una de las fuentes
de proteinas de origen vegetal es el salvado de arroz, que se obtiene como subproducto en el proceso de pulido del arroz integral
(Oryza santiva L) para producir el arroz blanco. Se estudi6 los procesos de cremado, floculacion y coalescencia de emulsiones
preparadas con proteinas del salvado de arroz a pH 6,0 y 8,0. La obtencion de las proteinas del salvado de arroz se realizé en un
medio alcalino, partiendo de salvado de arroz desengrasado. El proceso de desestabilizacion de las emulsiones se analizé a partir
de los datos obtenidos por el método de retrodispersion de luz mediante un equipo Turbiscan 2000; en el caso del cremado los
datos fueron ajustados a una cinética bifasica con una componente de segundo orden (hiperbélica) y otra con un comportamiento
sigmoidal. Las emulsiones preparadas a pH 8 presentaron una mayor estabilidad frente al cremado, mientras que los procesos
de floculacion y coalescencia no fueron influenciados por los distintos valores de pH.

Palabras clave: Cinética, desestabilizacion, cremado, floculacion, coalescencia.

Abstract

While animal protein in many instances may have better functional characteristics than vegetable proteins, their increasing cost
may favour the expansive use of plant proteins as a replacement. One of the sources of plant protein is rice bran, which is ob-
tained as a byproduct in the polishing process of integral rice (Oryza Santivan L) to produce white rice. The processes of cream-
ing, flocculation and coalescence of emulsions prepared with rice bran protein at pH 6,0 and 8,0, were studied. The obtaining
of proteins from defatted rice bran was carried out in an alkaline environment. The process of destabilization of the emulsions
was analyzed from data obtained by the method of backscattering of light by a Turbiscan 2000 equipment, in the case of cream-
ing process the data fitted to a biphasic kinetics with a second order component (hyperbolic) and the other component with a
sigmoidal behaviour. Emulsions prepared at pH 8 showed a higher stability against creaming while flocculation and coalescence
processes were not influenced by different pH values.

Keywords: Kinetics, Destabilization, Creaming, Size particle, Flocculation, Coalescence.

soja, considerando los requerimientos de aminoacidos de nifios de 2-5
afios (Wang et al., 1999). Por otra parte, presenta baja alergenicidad,
por lo que podria ser muy util en formulaciones infantiles (Burks

Introduccion

La demanda de fuentes proteicas relativamente baratas que se
puedan incorporar a los productos alimenticios incrementando asi su
valor agregado va mundialmente en aumento. Mucha de la reciente
investigacion en el tema ha estado dirigida al estudio de diferentes
fuentes de fitoproteinas que puedan contribuir al aumento del valor
nutricional de los productos alimenticios a un bajo costo (Gorinstein et
al., 2002; Rangel et al., 2003; Sogi et al., 2002; Tomotake et al., 2002).

El salvado de arroz es una muy buena fuente alimentaria con un 13
% de proteina de buena calidad bioldgica, un alto contenido de fibras
(20 %) y 12-15 % de lipidos, un perfil de acidos grasos balanceado
y un importante aporte de antioxidantes (Carroll, 1990). Uno de los
principales aprovechamientos del salvado de arroz es la obtencion
de aceite. Este proceso es denominado desgrasado, por el cual se le
extraen sus componentes lipidicos mediante extracciéon con solvente
y posterior refinado. Debido a la presencia de enzimas como la lipasa
y la lipooxigenasa es necesario, previo a la extraccion de aceite, la
inactivacion de ellas por medio de un tratamiento térmico (Tang et
al., 2002). La harina residual de la extraccion del aceite del salvado
asi tratado constituye también un producto de gran valor nutritivo. El
salvado de arroz contiene 12-20 % de proteina, de buen valor biolégico
y propiedades nutracéuticas (Saunders, 1990). La proteina del salvado
de arroz es de alta calidad (Juliano, 1985), el perfil de aminoacidos de la
proteina del arroz es mejor que el de la caseina y el aislado proteico de

y Helm, 1994; Helm, 1996). Asimismo, la proteina del salvado de
arroz ha trascendido por tener actividad anticancerigena (Kawamura
y Muramoto, 1993).

La tendencia al consumo de productos naturales ha alcanzado
ingredientes menores como los emulsificantes usados en la elaboracion
de emulsiones alimentarias. Desafortunadamente, y a excepcion de la
lecitina vegetal y animal, la mayoria de los emulsificantes usados en
la industria alimentaria son sintéticos, por ejemplo, Tweens, Spans,
monoglicéridos, etcetéra, a pesar de los esfuerzos realizados para
encontrar alternativas a éstos (Yun et al., 2007).

El objetivo de este trabajo fue determinar la influencia del pH en
las propiedades emulsificantes de las proteinas del salvado de arroz.

Materiales y Métodos

Obtencion del concentrado proteico de salvado
de arroz

Se parti6 de salvado de arroz (SA) desengrasado. Se determind
el contenido de proteinas en el SA por método de Kjeldahl. El
concentrado proteico de salvado de arroz se obtuvo por solubilizacion
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de las proteinas en medio alcalino, pH 12,0, el pH se ajusté con NaOH
2N, la relacion salvado:solvente fue 1:10, el tiempo de extraccion
7 horas, luego se centrifugd a 10.000 rpm, 20 °C, 30 min. Sobre el
sobrenadante se realizd precipitacion isoeléctrica, llevando a pH 4,5
con HC1 6N, dejandolo a 4 °C durante la noche. Se separd el precipitado
por centrifugacion a 10.000 rpm, 4 °C, 30 min. Se resuspendi6 el
precipitado en el minimo volumen de agua destilada y se ajust6 el
pH a 12 con NaOH 2N. Se liofilizé 24 hs, segiin método de Chandi
y Sogi (2007) modificado. Se determind el contenido de proteina del
concentrado obtenido por método de Lowry (1951).

Solubilidad

Se determiné la solubilidad del concentrado obtenido
dispersandolo en solucion de fosfato de sodio 10 mM a pH 6,0 y 8,0 al
0,1 % p/v durante 1 hora a temperatura ambiente y velocidad constante.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 10.000 g durante
10 minutos a 4 °C. El contenido de proteina en el sobrenadante se
determiné utilizando el método de Lowry (1951).

Preparacion de las emulsiones en estudio

Se prepararon emulsiones aceite en agua, ®=0,25 (v/v), con
una concentracion de proteina de 1,0 mg/ml en disolucion de buffer
fosfato 0,01 M, a pH 6,0 y 8,0, manteniendo constante la fuerza idnica
en 0,03 M con NaCl. Las emulsiones fueron preparadas a temperatura
ambiente con un homogenizador de alta velocidad Ultra-turrax T25
(IKA-Labortechnik, GmbH & Co., Staufen, Alemania), utilizando el
rotor S25 N-10 G a una velocidad de 20.000 rpm durante un minuto a
temperatura ambiente.

Determinacion de tamafio de particula

El analisis de tamafio de gota se realizé en emulsiones preparadas
a pH 6,0 y 8,0, con y sin tratamiento con solucion Tris/HCI 0,05
M, pH 8,0 SDS 1 % en proporcion 1:1, utilizando el analizador de
tamafio de particulas Beckman Coulter LS 230. Beckman Coulter,
Inc. Se determin6 el didmetro promedio de gota D, ,. La diferencia de
valores de diametro promedio obtenidos en ausencia y presencia de la
solucion que contiene SDS se tomé como una medida de formacion de
floculos o agregados en la emulsion (Anton et al., 2002). El grado de
floculacion se determiné segun la ec. 1.

T ™ y

) Wy~ gt

GF{3] an  coseosesesseensssernsiers, 10K (ec. 1)
L

Donde: D,,: diametro medio de Sauter para las emulsiones

formadas; D, , ot D, , en presencia de SDS; GF: grado de floculacion.

Analisis de estabilidad de emulsiones
aceite-agua

La estabilidad global de las emulsiones se analizb6 con un
analizador 6ptico vertical (Turbiscan Classic MA2000, Formulaction,
Toulouse, France). Se registro la retrodispersion (RD %) en funcion de
la altura en la celda cada un minuto durante un periodo de 60 minutos
y una unica medida a las 24 horas. Los datos se tomaron a una altura
de tubo de 10 mm desde la base. La cinética de desestabilizacion por
cremado se estudié mediante los parametros k y RD que surgen de la
aplicacion del modelo cinético propuesto por Panizzolo (2005), ec. 2.

- R, P D,
.=-\.:.-'5\,"" w + - (€C. 2)
BRI, Eyt +1 P HRELF ¢

Donde: RD (t): valor de RD a tiempo t a una altura de 10 mm
desde la base del tubo; k; y k_: constantes de velocidad de variacion
de RD en funcion del tiempo para una cinética hiperbolica y
sigmoidea, correspondientemente; RD, y RD : pardmetros de amplitud
correspondientes a cinéticas hiperbdlica y sigmoidea, respectivamente,
tal que RD, + RD_ = RDi; RDi es el valor de RD a t=0. Los valores de
k,, k, RD, y RD_ fueron estimados mediante regresion por minimos
cuadrados.

La desestabilizacion global de las emulsiones por floculacion
y coalescencia en la fase crema se estudid6 en un periodo de
almacenamiento de 24 hs mediante el cambio de los valores promedio
de retrodispersion en el intervalo de altura de celda 54-56 mm (RDp54-
56) en funcidén del tiempo. Se calculd el grado de desestabilizacion
global segtin la ec. 3 (Palazolo et al., 2005).

e

[-?"E".':tr- '?E".':-hl!'
O] 100

R e P S (-G
ET._.,

Donde D(%): grado de desestabilizacion global; RDpmax:
promedio del maximo valor de retrodispersion en el tiempo en el
intervalo 54-56 mm, y RDp24: promedio del valor de retrodispersion
a las 24 horas en el intervalo 54-56 mm.

Isoelectroenfoque

Se realiz6 la determinacion del pl de las proteinas del concentrado
proteico por el método de Isoelectroenfoque. El concentrado de SA se
dispersé en agua destilada, Img/ml. Se dializ6 la dispersion durante la
noche y se procedio a la determinacién usando un equipo PhastSystem
(Pharmacia, Uppsala, Suecia). El pl de las muestras se determind
usando un kit de calibracion en el rango de pH 3-9 (PhastGel IEF
3-9). El patron fue reconstituido en 35 plL de agua destilada. Se
realizo tincidn del gel con plata de acuerdo a las especificaciones del
fabricante.

Capacidad emulsionante

Se evalu¢ la capacidad emulsionante (CE), cantidad de aceite que
puede emulsionar una solucién de proteina a una concentracion dada,
al momento en que se produce la inversion de la emulsion (Wagner,
2000) por método conductimétrico. Se agregd aceite a una solucion de
proteina de 1,0 mg/ml en disolucion de fosfato de sodio 0,01 M, a pH
6,0 y 8,0, fuerza idnica 0,03. Se agit6 luego de cada agregado con un
homogenizador Ultra-turrax T25 (IKA-Labortechnik, GmbH & Co.,
Staufen, Alemania), utilizando el rotor S25 N-10G a una velocidad
de 20.000 rpm durante un minuto, y se registré la conductividad
(conductimetro Oakton). La inversion se determiné como el volumen
de aceite agregado al cual la conductividad disminuye a valores
cercanos a cero. Se calculdé CE(%)=(Volumen aceite/ Volumen
total)*100.

Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de datos se realizé en todos los casos
mediante analisis de varianza (ANOVA) con a = 0,05 y la comparacion
de medias por la prueba de minimas diferencias significativas (LSD)
con a = 0,05.

Resultados y Discusion

El contenido de proteinas del SA desgrasado por método de
Kjeldahl fue de 40,2 %. El mayor rendimiento de extraccion se obtuvo
a pH 12,0 en una relacion salvado:solvente de 1:10 durante un tiempo
de extraccion de 7 horas, posterior precipitacion isoeléctrica a pH 4,5.

El contenido proteico del concentrado fue 66.9 + 2.9 %, por lo
que el rendimiento de extraccion resultdé en 10.14+0.59 %, lo cual
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es bajo comparado con el informado por otros autores (Connor et
al., 1976), quienes obtuvieron concentrados de hasta el 82 %. El
rendimiento de extraccion pudo verse afectado por el tratamiento
térmico recibido por el SA. Cabe destacar que un mayor contenido
proteico en el concentrado obtenido respecto al salvado de arroz se
debe a la forma de extraccion de las proteinas. Luego de colocar el SA
en un medio alcalino en el cual se solubilizan las proteinas, se liofilizo
el extracto acuoso y se obtuvo un polvo amarillento, con un contenido
de proteinas del 66.9 %, siendo ésta una forma de concentracion de
las mismas.

La solubilidad del concentrado fue 19,8 £ 0,2 % y 60 £ 1 % a pH
6,0 y 8,0, respectivamente. El resultado es significativamente mayor
apH 8,0.

En la Figura 1 se muestran las curvas de distribucion de tamafio
de particula a pH 6,0 y 8,0. Tanto a pH 6,0 como 8,0 se observo una
distribucion bimodal, correspondiente a dos poblaciones de particulas
claramente definidas. Los valores obtenidos de D, para pH 6,0 y
8,0 fueron 62,7+0,6 pum y 36,9+£1,9 um, respectivamente, lo cual fue
significativamente menor a pH 8,0.

——a
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Figura 1. Distribuciéon de tamano de particula para emulsiones
formadas a pH 6,0 y 8,0 (Volumen vs Diametro de particula).

El analisis de didmetro de particula con SDS reveld que la
desestabilizacion inicial por floculacion y coalescencia no fue
apreciable.

En la Figura 2 se muestran los perfiles de RD en funcién de la
altura del tubo, que surgen del estudio de estabilidad de las emulsiones
formadas. En la zona inferior del tubo de muestra, zona I (altura
10 mm), se observo una disminucién de los valores de RD con el
transcurso de tiempo, lo que evidencia el desarrollo de un proceso
de cremado, mientras que en la zona II RD aument6, producto de la
acumulacion gotas de aceite en la parte superior del tubo (fase crema).

o
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Figura 2. Perfil de retrodispersion (RD%) en funcion de la altura
de la celda (mm) para una emulsién formada a pH 8,0. Las flechas
indican el sentido de aumento del tiempo. I: zona inferior del tubo

(altura 10 mm), II: zona superior del tubo en la que se observa la
fase crema
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Las curvas de variacion de los valores promedio de RD (RDp)
a una altura de 10mm, para emulsiones formadas a pH 6,0 y 8,0 se
muestran en la Figura 3. Es posible constatar que las curvas presentan
un perfil sigmoideo.

70
&0 '-_* - pHED
501 .
J* “"
= q0 1 4 Vi
E- * ""H-..__'_
2 a0 s
fay ., b,
(i ', “"""“‘"h—r-.......“ i
20 1 ay,
h“hﬂm
10 4
ﬂ T T T L} L T T T 1 T T 1
0 &5 1015 20 25 30 35 40 45 50 55 B0

1 (min)

Figura 3. Curvas de RD_ versus tiempo para emulsiones formadas
con el concentrado pro’feico de SA apH 6,0 (#) y 8,0 (#). El analisis
de datos se realiz6 a 10 mm desde la base del tubo.

Segtn Panizzolo (2005), las emulsiones que presentan un perfil
de RD_de forma sigmoidea, se describen adecuadamente mediante
la ec. 2. El modelo cinético describe la desestabilizacion por cremado
e implica la existencia de dos poblaciones de particulas. El término
sigmoideo se vincula a las particulas de mayor tamafio, mientras que
el hiperbdlico se asocia a las particulas mas pequeias. En la Figura 4
se muestra la contribucion de cada término de la ec. 2 a la cinética de
desestabilizacion. Alli se evidencia que esta es la suma de una cinética
hiperbdlica y otra sigmoidea. El término sigmoideo contribuye solo
al principio, mientras que a tiempos mayores a 20 min es el término
hiperbdlico el que mas contribuye a la cinética de desestabilizacion.

3
(=]
E

o

0 zs

u.'“‘
-
. """J--ua.u i TP ETT
] 10 om 1 . 5 =

t jmin

Figura 4. (o) Valores de RDp experimentales en funcién del

tiempo para una emulsién formada a pH 8,0. (m) Variacién de RDp
ajustando los datos a una cinética hiperbdlica. (a) Variaciéon de RDp
ajustando los datos a una cinética sigmoidea. () Valores de RDp
para la suma de las cinéticas hiperbolica y sigmoidea (sig+hip),

ec. 2.

En laTabla 1 se muestran los valores obtenidos para los parametros
k yk, delaec.2ylos valores de RD,. Se puede observar que RD, a pH
8 es considerablemente mayor; los valores de RD, estan vinculados con
¢ y el tamafio medio de las gotas de la emulsion en funcion de la altura
del dispositivo de medida (Abismail et al., 2000), por tanto implica
que a pH 8 el tamafio de gota seria mucho menor. Este resultado se
correlaciona muy bien con el obtenido en las curvas de distribucion
de tamafio de particula. A pH 6,0 los valores de k, fueron mayores,
mientras que no existieron diferencias significativas en los valores de
k, lo que implica una desestabilizacion mas rapida a este pH.
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Tabla 1. Parametros cinéticos de desestabilizacién de emulsiones
f_ormadas con prot'einas deSAa ij| 6,0y 8,0. RI_31=RDS+RIZ§h a
tiempo 0. Letras diferentes en la misma fila significa que existen
diferencias significativas entre las muestras con un a<0,5.

La desestabilizacion por floculacion o coalescencia en la fase cre-
ma fue despreciable durante las 24 hs de almacenamiento de las emul-
siones. Los valores de D (%) fueron 0,7+1,3 % y 1.0+1.5 % a pH 6,0
y 8,0, respectivamente.

Por método de isoelectroenfoque se observaron bandas a pH 6,4
(imagen no mostrada) correspondientes al punto isoeléctrico de una o
mas proteinas del concentrado, indicando un mayor grado de agrega-
cion a este pH.

La capacidad emulsionante del concentrado fue de 66 =1 % y 64
+ 2 % para pH 8,0 y 6,0, respectivamente, sin que existan diferencias
significativas entre ambos pH.

Con el fin de proveer buenas propiedades emulsificantes, las pro-
teinas usadas como ingredientes en alimentos deben poseer una alta
solubilidad. La solubilidad obtenida a pH 8,0 explica la mayor estabi-
lidad de las emulsiones a este pH, ya que la proteina debe estar soluble
para migrar a la interfase y ubicarse en ella. La solubilidad se ve mo-
dificada por varios factores como el pH, la fuerza idnica, temperatura,
etcétera. La variacion de alguna de estas condiciones promueve cam-
bios en las interacciones electrostaticas e hidrofobicas en la estructura
de las proteinas, llevando a diferentes conformaciones, lo cual afecta
las propiedades funcionales. Un aumento en las interacciones hidro-
fobicas resulta en una tendencia de las proteinas a formar agregados
insolubles, disminuyendo por tanto la solubilidad, lo que sucede en
rangos de pH cercanos al pl.

Conclusiones

El andlisis de los resultados obtenidos permite concluir que el con-
centrado de salvado de arroz es un mejor agente emulsificante a pH
8,0. Las emulsiones presentan menor tamafio de particula y por tanto
mayor estabilidad, ligado a una mayor solubilidad del concentrado a
este pH. El mecanismo de desestabilizacion que prim¢ fue el cremado.
No existieron diferencias significativas entre pH 6,0 y 8,0 en cuanto a
la capacidad emulsionante.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la potencialidad de dos preparados enzimaticos, proteasas de Streptomyces griseus (PSG)
y de Aspergillus oryzae (Flavourzyme), en la obtencion de péptidos antioxidantes de glicinina de soja. La reaccion de hidrdlisis
se realizo bajo condiciones controladas de pH, temperatura y tiempo. El grado de hidrdlisis (GH%) se estim6 mediante deter-
minacion de grupos amino libres. Los hidrolizados obtenidos se caracterizaron por SDS-PAGE y analisis de sus propiedades
antioxidantes por ABTS, ORAC y oxidacion de desoxirribosa. Los compuestos fendlicos se determinaron por reaccion con
Folin-Ciocalteu. E1 GH% dependio del tiempo de reaccion y de la naturaleza del preparado enzimatico, con Flavourzyme mas
activa que PSG (p < 0.05). Se observé una correlacion directa entre GH% de Flavourzyme y la accion frente a radicales ABTS e
hidroxilos (p < 0.05) de sus hidrolizados. Los hidrolizados de PSG resultaron significativamente mas efectivos (p < 0.05) frente a
radicales alquilperoxilicos que los de Flavourzyme. No se detectaron diferencias significativas (p>0,05) en las concentraciones de
compuestos fenolicos de las muestras, por lo que las diferencias en capacidad antioxidante de los hidrolizados proteicos se pueden
asociar a su composicion peptidica. Las investigaciones de este equipo remarcan el interés del analisis de fenoles en hidrolizados
proteicos con propiedades antioxidantes.

Palabras clave: glicinina de soja, péptidos antioxidantes, hidrdlisis enzimatica, proteasas de Streptomyces griseus (PSG), protea-
sas de Aspergillus oryzae (Flavourzyme).

Abstract

The aim of this study was to evaluate the potential of two enzymatic preparations, proteases from either Streptomyces-griseus
(PSG) or Aspergillus oryzae (Flavourzyme), for the obtaining of antioxidant peptides from soybean glycinin. The hydrolysis
was performed under controlled conditions of pH, temperature and time. The degree of hydrolysis (GH%) was estimated by
analysis of free amino groups. Hydrolysates were characterized by SDS-PAGE and analysis of their antioxidant properties by
ABTS, ORAC and oxidation of deoxyribose assays. Phenols were determined by Folin-Ciocalteu method. DH% depended on
the hydrolysis time and the nature of the enzymes being Flavourzyme more effective than PSG (p < 0.05). A direct correlation
between the DH% of Flavourzyme and the activity of its hydrolysates against ABTS and hydroxyl radicals (p < 0.05) was found.
PSG’s hydrolysates resulted significantly (p < 0.05) more active against alkyl peroxyl radicals than those of Flavourzyme. The
concentration of phenols was not significant different (p>0.05) among the samples. Differences in antioxidant capacity among
the samples may be associated to their peptides. Our research underlines the interest for the analysis of phenol in protein
hydrolysates with antioxidant properties.

Keywords: soybean glycinin, antioxidant peptides, enzymatic hydrolysis, proteases from Streptomyces griseus (PSG), proteases
from Aspergillus oryzae (Flavourzyme).

al., 2007; Gémez et al., 2008), proteina de soja (Moure et al., 2006;
Chen et al., 1995) y proteinas de huevo (Sakanaka, 2004, 2006) han
presentado propiedades antioxidantes, atribuidas a ciertas secuencias

Introduccion

Soja (Glycine max) es un cultivo oriundo de Asia oriental. La

proteina de soja puede ser fraccionada en cuatro grupos principales
sobre la base de la velocidad de sedimentacion (2S, 7S, 11Sy 15S). Las
proteinas de soja mas abundantes (70 %) son las globulinas, glicinina
(11S) y conglicinina (7S). La glicinina es una proteina hexamérica
con un peso molecular (PM) de alrededor de 350 kDa, que consta
de cinco subunidades (AlaB2, A1bB1b, A2Bla, A3B4 y A5A4B3),
cada sub-unidad compuesta de un polipéptido acido de 37 a 42 kDa y
uno basico de 20 kDa unidos por un puente disulfuro (Staswick et al.,
1984; Nielsen, 1985).

El uso de proteina de soja como ingrediente funcional en los
alimentos continia generando aceptacion debido a los beneficios
para la salud y a su bajo costo, al ser un subproducto de la industria
del aceite y el biodisel. Estudios sugieren que las proteinas de los
alimentos, como proteinas de la leche (Hogan et al., 2009; Liu et

especificas (péptidos) de las proteinas. Un antioxidante se define como
“cualquier sustancia que, estando presente en baja concentracion
en comparacion con las de un sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacion de ese sustrato”. La actividad
antioxidante es especialmente importante, ya que la oxidacion es
una reaccion inevitable en todos los organismos vivos (Halliwell,
1996a, 1996b). Los radicales libres y especies reactivas del oxigeno
(ROS), nitrogeno y las especies de cloro contribuyen al desarrollo de
varias enfermedades relacionadas con la edad, mediante la induccion
de estrés oxidativo y el dafio oxidativo. Debido a las consecuencias
negativas de los procesos oxidativos, su inhibicion es importante, por
lo que la busqueda de compuestos con actividad antioxidante es un
area de intensa investigacion.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la potencialidad de los
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preparados enzimaticos PSG y Flavourzyme en la obtencion de
péptidos con propiedades antioxidantes a partir de un aislado de
glicinina de soja.

Materiales y Métodos

La obtencion del aislado de glicinina se realizd a partir de
porotos de soja desgrasados con hexano durante 6 horas, segun el
procedimiento estandar AOAC 920.85 (AOAC, 1990) y de acuerdo
al procedimiento propuesto por Nagano et al. (1992), seguido por
la dispersion del precipitado en medio alcalino (pH 8,0) y posterior
liofilizacion. El contenido de proteina se determiné por el método de
Lowry et al. (1951) y Kjeldahl (AOAC, 1975). El estudio térmico de
la proteina se realizo con calorimetro diferencial de barrido Shimadzu
DSC 50. El software utilizado fue el thermal analysis system TA-
50 WSI. Todas las sustancias quimicas utilizadas fueron de grado
analitico.

Preparacion de hidrolizados de glicinina

La glicinina se hidrolizé con PSG y Flavourzyme, ambas Sigma
Chemical Co. (St. Louis, USA). En primer lugar, la glicinina se
disolvid en agua destilada 5 % (w / v), la suspension se ajust6 a 50°C
y pH 8.0. La reaccién se inicid mediante la adicion de las enzimas
con una relacién molar enzima:sustrato 1:50 y continu6 durante 4
horas manteniendo el pH constante con la adicion de NaOH.0,1 M.
Después de la reaccion, la mezcla se calienta a 85 °C durante 10 min
para inactivar la enzima y se centrifuga a 3500g durante 10 min a 4 °C.
El sobrenadante fue liofilizado y almacenado a -20 °C.

Caracterizacion de los hidrolizados

El grado de hidrolisis (GH%) se establecid mediante la
determinacion de los grupos amino libre por el método del
oftaldehido (OPA), de acuerdo a lo descrito por Goodno (1981). Las
determinaciones fueron realizadas por triplicado utilizando una curva
patron de N-a-Acetil-L-Lisina L-leucina y medida de absorbancia a
420 nm.

EFamero do endaces poptidices hidroheador

AL =

Hiaers totad de end aces peplidices

La determinacion de fenoles totales se realizé mediante el método
de Folin-Ciocalteu, utilizando 4cido galico como patrén (Kosar et al.,
2005).

El grado de pureza de la glicinina y la reaccion de hidrdlisis
se siguid utilizando geles comerciales de Bis-Tris NuPAGE 12%
(Invitrogen, Carlsbad, CA), empleando tampoén de separacion
NuPAGE® MES-SDS (NP0002). La corrida se realizd durante
50 minutos con una corriente inicial de 120 mA / gel y una tensién
constante de 200 V. Las bandas correspondientes a las subunidades
individuales que conforman la estructura de la glicinina de soja y los
hidrolizados se detectaron por tincién con plata (Blum et al., 1987) y
para determinar el peso molecular se utiliz6 como marcador de peso
molecular (Mark 12 Unstained standard).

Actividad antioxidante

La Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno (ORACFL)
se llevo a cabo de acuerdo con el método propuesto por Del Castillo et
al. (2005), utilizando como antioxidante de referencia trolox.

La capacidad de atrapamiento de los radicales cationicos se
determind usando el método de decoloracion del radical ABTS
descrito por Re et al. (1999), modificado por Plaza et al. (2010), en el

que se utiliza como antioxidante de referencia trolox.

El Analisis de las Propiedades Antioxidantes de los hidrolizados
Frente a Radicales hidroxilos se realiz6 siguiendo la técnica de
degradacion de la desoxirribosa, segin el método propuesto por
Halliwell et al. (1987), utilizando manitol como referencia.

Todas las determinaciones se realizaron al menos por triplicado.

El analisis estadistico de los datos se realizd mediante analisis
de varianza (ANOVA) y test de minima diferencia significativa
(LSD) con un (p < 0.05) para comparacion de las medias mediante el
programa estadistico Statgraphics Plus 7.0.

Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos por analisis de proteinas totales mediante
el método de Kjeldhal indican un (40.1 £0.4)% de proteina en los
porotos de soja iniciales. Siguiendo el proceso de extraccion se obtuvo
a partir de éstos la fraccion glicinina con (95 +1) % de proteina total.

En la Figura 1 (electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones reductoras y desnaturalizantes) se observa las bandas
correspondientes a las distintas subunidades de las proteinas de
soja. En la glicinina los enlaces que estabilizan la estructura de
la proteina se rompen por las condiciones del ensayo y permiten
separar las subunidades acidas con una masa molecular media de 36
kDa y las subunidades bésicas con una masa molecular media de 22
kDa (calle 3). En la calle 2, correspondiente a la harina desgrasada
obtenida a partir de los porotos de soja, se constata ademas de las 2
bandas correspondientes a la glicinina las bandas correspondientes a
fracciones mayoritarias de la soja, como las subunidades a (63 kDa),
o’ (58 kDa) y B (42 kDa) de la B-conglicinina (Bittencourt et al., 2005,
2007), proteina P34 (30 kDa) (Ogawa et al., 1991) y los inhibidores
de proteasas de Kunitz (21 kDa) y de Bowman Birk (8 kDa) (Kato y
Matsuda, 1997).

El termograma de glicinina obtenido por calorimetria diferencial
de barrido presenta una endoterma alrededor de 92 °C (Figura 2). Este
resultado concuerda con Hermansson (1978, 1986) y Wagner y Afidon
(1990), quienes informan que en la proteina de soja se observan dos
endotermas, una a temperatura de 95 °C correspondiente a la glicinina
y otra a temperaturas de 80 °C, perteneciente a la B-conglicinina.
Ambos resultados, la electroforesis y el DSC, reflejaron el alto grado
de pureza presentado por el aislado de glicinina.
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Subumidad B (22 KiDa)

21.3Da -—

14 ékDa

LA

wall "

Figura 1. Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE (12 %)
en condiciones reductoras y tincién de plata. Muestras: Marcador de
peso molecular (calle 1), harina de soja desgrasada (calle 2), aislado
de glicinina de soja (calle 3).
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Figura 2. Termograma de Glicinina de soja aislada.

Una vez caracterizado el aislado se realizo la hidrdlisis; los
resultados indican que el grado de hidrdlisis dependi6 del tiempo de
reaccion y de la naturaleza del preparado enzimatico, con el resultado
de que Flavourzyme es mas activo que PSG(p < 0.05) y alcanzé un
grado de hidrdlisis mayor al 50 % a las 2 horas, mientras que con PSG
se superd el 50 % del GH a las 4 horas (Figura 3). Estos resultados
correlacionaron con los presentados en la Figura 4 (electroforesis en
geles de poliacrilamida), en el caso de la Flavourzyme calles 6 a 8 a las
2 horas de reaccion (calle 7) desaparece la banda correspondiente a las
subunidades 4acida y basica de la glicinina y aparece un gran numero
de bandas con PM alrededor de 6Kda. Por otro lado, los hidrolizados
obtenidos luego de 4 horas de reaccion con PSG calle 4 presentaron
PM menores a 14 KDa.

BPSG  mFlavourzyme

80 1

70 4 :

60 1
Esn
£
£40
ésu
Eﬂ

0 1 2 3 4

tiempo (horas)

Figura 3. Grado de hidrolisis.

La accion de estas enzimas endo-exo peptidasas en las condiciones
utilizadas resultaron ser eficientes para la obtencion de péptidos con
PM alrededor de 6 KDa. Estos resultados son similares a los descritos
por otros autores para estas enzimas, con proteinas alimentarias tales
como colageno (Rosmus et al.,
al., 2008).

Los hidrolizados obtenidos con ambas enzimas presentaron
propiedades antioxidantes frente a ABTS, ORAC y desoxirribosa.

1967) y ovomucina (Hammershej et

A0 KDa
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31 KDa
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Figura 4. Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE (12 %)
en condiciones reductoras y tincion de plata. Muestras hidrolizadas
con PSG (calle 1), 1 hora ( (calle 2), 2 hora (calle 3), 3 hora (calle 4),
4 hora (calle 5), libre Hidrolizados con flavourzyme (calle 6), 3 hora
(calle 7), 2 hora (calle 8),1 hora patrén de PM (calle 9)
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Los hidrolizados obtenidos a partir de Flavourzyme presentaron
mayor capacidad de actuar frente a radicales ABTS e hidroxilos (a
< 0.05) que los hidrolizados con PSG (Figura 5). Estos resultados
correlacionan con los descritos previamente por Moure et al. (2006),
quienes encontraron valores de entre 820 y 3280 umoles TE/g de
proteina para la actividad frente a los radicales ABTS; la fraccién mas
activa fue la de masa molecular inferior a los 10 kDa.

los hidrolizados obtenidos por actividad de
PSG presentaron mayor capacidad de actuar frente a radicales
alquilperoxilicos (p < 0.05), como se ve en la Figura 5. El grado
de capacidad antioxidante parece estar relacionado con el grado de
hidrdlisis de las proteinas, a menor PM mayor actividad frente a
radicales ABTS e hidroxilos.

Los compuestos fendlicos, como es el caso de isoflavonas
(daidzeina y genisteina) presentes en la semilla de soja, son capaces
de atrapar radicales libres (Arora et al., 1998; Setchell y Cole,
2003), presentando propiedades antioxidantes. Para confirmar que
las propiedades antioxidantes encontradas se deben a los péptidos
presentes y no a estos compuestos fenodlicos —que podrian quedar
durante el proceso de extraccion de las proteinas— se realizé su
determinacion. Los resultados indicaron que no existen diferencias
significativas (p>0,05) para las muestras estudiadas, lo que sugiere
que las diferencias en capacidad antioxidante de los hidrolizados
pueden asociarse a los péptidos presentes.

En cambio,



REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

No. 6 - 20Il - INNOTEC - 35

A

[ P

= on

(= =
I I

150 4

100 4

umoles TE/g proteina

[4)]
o=
i

2 3 4

|

tiempo (h)

]
)

2
tiempo (h)

B

mmaol manitol/g proteina

B0
70 A
&0

50 4
40
30

20
10

umaol TElg proteina

Figura 5. Determinacion de la actividad antioxidante de los hidroliza-
dos obtenidos por actividad de flavourzyme By PSG [ a distintos
tiempos de reaccion por los métodos (A) ABTS (B) desoxirribosa (C)
ORACFL.

Conclusion

Se concluyo que ambos preparados enzimaticos son efectivos para
la obtencion de péptidos antioxidantes de glicinina de soja. Resultan
mas efectivos frente a radicales ABTS e hidroxilos los hidrolizados de
mayor %GH obtenidos por accion de flavourzyme.

Dado que no existen diferencias significativas (p>0,05) en
las concentraciones de compuestos fendlicos de las muestras, las
diferencias en capacidad antioxidante de los hidrolizados proteicos se
puede asociar a su composicion peptidica.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue desarrollar, caracterizar y comparar nano y microemulsiones estables incorporando quer-
cetina como compuesto bioactivo. Se estudiaron emulsiones aceite:agua con beta-lactoglobulina, utilizando dos procesos
de elaboracion: homogeneizador de alta velocidad (Ultra-turrax) y homogeneizador de alta presion (HPH, Emulsiflex-C5,
500-1200bar). Se evalué la variacion en la concentracion de emulsionante, fraccion volumétrica de aceite e incorporacion
de hidrocoloides. La formacién y la estabilidad de las emulsiones se analizaron por su perfil de tamaiio de gota (Malvern-
Zetasizer Nano ZS) y constantes cinéticas de desestabilizacion obtenidas a partir del estudio de la retro dispersion de la
luz en el tiempo (Turbiscan-Classic). Se determiné que utilizando el Ultra-turrax se logra formar nanoemulsiones con
mayor estabilidad a una concentracion de 2.2 % (m/v) de proteina y 0.2 % (m/v) de goma guar, mientras que utilizando
HPH con una concentracion de 1.5 % (m/v) de beta-lactoglobulina y sin necesidad de hidrocoloides se logra una emulsién
de adecuado tamaiio de gota (d<500nm) y mayor estabilidad (¢<0.05). Las nanoemulsiones elaboradas con HPH presen-
taron mayor porcentaje de encapsulacion de quercetina.

Palabras clave: Antioxidante, beta lactoglobulina, vehiculo alimentario.

Abstract

The objective of this study was to develop, characterize and compare quercitin loaded nano and microemulsions systems. Oil
in water emulsions were prepared using a high speed homogenizer (Ultra Turrax) and a high pressure homogenizer (HPH,
Emulsiflex-CS, 500-1200bar). Hydrocolloids incorporation, Beta-lactoglobulin concentration and volumetric fraction varia-
tion were evaluated. Emulsifyng capacity and stability were analyzed by light backscattering (Turbiscan Classic) and droplet
profile analysis (Malvern Zetasizer Nano). Using the Ultra Turrax optimum conditions for stability with a suitable particle size
(d<500nm) were achieved with a concentration of 2.2 % (m/v) protein and between 0.1-0.2 % (m/v) of guar gum, while using
HPH emulsions showed higher stability (a <0.05) achieved at a concentration of 1.5 % of Beta-lactoglobulin (m/v) and without
using hydrocolloids. Emulsions made with high pressure achieved greater percentage of quercetin encapsulation.

Keywords: Antioxidants, Beta-Lactoglobulin, food vehicles.

Introduccion

del alimento sin otorgarle propiedades sensoriales indeseables
(Augustin, 2003). Si bien la nanotecnologia se encuentra actualmente

Existen ciertas caracteristicas en los alimentos que le confieren
valor agregado y que son valoradas positivamente por los
consumidores, tales como la escasa manipulacion, la ausencia de
aditivos o el empleo de aditivos naturales, la conservacion de las
propiedades nutricionales y de las cualidades beneficiosas para la
salud, entre otras. La incorporaciéon de compuestos bioactivos en
sistemas alimentarios puede proporcionar un método simple para
desarrollar alimentos funcionales innovadores, que pueden aportar
beneficios fisiologicos o reducir la disposicion a la enfermedad.

La problematica que existe en algunos casos es que los compuestos
activos contenidos en los productos no llegan a aportar el debido
beneficio al organismo por su degradacion durante la elaboracion,
almacenamiento y/o transporte del producto, o porque el cuerpo
humano los destruye antes de que puedan ejercer su efecto. Las
nanotecnologias pueden ayudar a mejorar la liberacion, absorcion y/o
proteccion de estos ingredientes, permitiendo al compuesto realizar su
beneficio en el lugar adecuado, aumentando asi la calidad nutricional

implantada en la industria farmacéutica y cosmética mundial, su
aplicacion al dominio alimentario ha sido mas lenta, ya que la variedad
de compuestos a utilizar se ve reducida y es necesario desarrollar
nuevos polimeros y/o ingredientes de calidad alimentaria seguros para
su ingesta en la dieta.

Dicha tecnologia permite lograr, por ejemplo, nanoemulsiones,
emulsiones de tamafio de gota muy pequeiio (20-500 nm) (Solans
et al., 2003), que pueden ser contenedores y transportadores de
moléculas con principios activos (Tadros et al., 2004) y presentan
mayor estabilidad que las emulsiones de tamafio de gota mayor
(Lizarraga et al., 2008). Para lograr los nanovehiculos mencionados
se cuenta, entre otros métodos, con la alta presion de homogeinizacion
(HPH), una tecnologia basada en los principios de la homogeinizacion
convencional (18-20MPa), pero que permite alcanzar presiones muy
superiores de hasta 200-220MPa.

Resulta de incorporar en los
consumidos habitualmente por la poblacion, como es el caso de

suma utilidad alimentos
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los productos lacteos, compuestos bioactivos que no se encuentren
o se degraden antes de ejercer su beneficio. La quercetina (Q)
(3,3°4",5,7-pentahidroxiflavona) es un flavonoide presente en frutas y
verduras con fuerte caracter antioxidante. La capacidad antioxidante
total de la Q medida como actividad antioxidante equivalente en
Trolox (TEAC) es de 4,7 mM, lo que representa un valor cinco veces
superior a los cuantificados para las vitaminas E y C (Rice-Evans y
Miller, 1998; Martinez-Florez et al., 2002).

Los flavonoides ingeridos a través de la dieta se encuentran
abundantemente en forma 3-O-glicosilada. El glic6sido mas abundante
de la Q es la rutina, quercitina unida mediante enlace O-glicésidico
a un disacarido glucosa-ramnosa. Dicha glicosilacion aumenta su
hidrosolubilidad, pero disminuye su poder antioxidante (Heim et al.,
2002), por lo que seria provechoso poder hacer llegar al organismo
la forma aglicona (quercetina) de este flavonoide. Los procesos de
inclusion o encapsulacion de estos compuestos bioactivos dentro de
matrices deben ser estudiados, caracterizados y puestos a punto.

El objetivo del trabajo se orienta a la produccion y comparacion
de nano y microemulsiones que puedan reintroducirse posteriormente
en matrices alimentarias, con la incorporaciéon de quercetina
como compuesto bioactivo y utilizando proteinas lacteas para su
estabilizacion. Este desarrollo podra contribuir a la creacion de
alimentos de alto valor agregado.

Figura 1. Estructura quimica de la quercetina.

Materiales y Métodos

1. Preparacion de las emulsiones

Preparacion de emulsiones con homogeneizador
de alta velocidad

Se prepararon emulsiones aceite en agua variando la fraccion
volumétrica (p=volumen aceite/volumen emulsion) y la concentracion
de Beta-lactoglobulina (Blg). Se utilizaron valores de ¢ de 0,05; 0,25;
0,4;0,5y0,75ydeBlgde1,3,5,7, 8y 10 mg/ml en disolucion de
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4. Algunas de las emulsiones contaron
con el agregado de pectina (de alto y bajo metoxilo) y otras de goma
guar disueltas en igual solucién que la proteina, en concentraciones
de 0,5; 0,7 y de 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 mg/mL, respectivamente. Las
emulsiones fueron preparadas a temperatura ambiente con un
homogeneizador Ultra-turrax T25 (IKA-Labortechnik, GmbH & Co.,
Staufen, Alemania) (UT), utilizando el accesorio dispersante S 25
N-10G auna velocidad de 20.000 rpm durante un minuto. Previamente
a la homogeinizacion se incorporaron a la fase oleosa 300uL de una
solucion de Q en etanol de concentracion Smg/mL cada 100mL de
dicha fase.

Preparacion de emulsiones por alta presion
de homogeinizacion

Se prepararon emulsiones aceite:agua 50:50 con Blg como
emulsionante en concentraciones 0,5; 1,5; 2,5 y 3,5 % m/v. La
proteina fue dispersada en solucion de fosfato de sodio 0,1 M pH 7.,4.
La preparacion aceite-agua fue premezclada en un agitador de paleta
durante 1 minuto previo a su pasaje por el equipo de HPH (Emulsiflex
CS, Avestin). Se experimentaron dos rangos de presion (500-800bar)
y (800-1200bar) y cada emulsion fue reciclada cinco veces. De cada
uno de los rangos se analizaron muestras de los ciclos 1, 3 y 5. Las
emulsiones ingresaron al equipo a 25 °C (temperatura de entrada del
primer ciclo) y en los siguientes ciclos se determinaron la temperatura
de entrada y salida.

Previo a la homogeinizacion se incorporaron a la fase oleosa
300uL de una solucion de Q en etanol de concentracion Smg/mL cada
100mL de la fase.

2. Analisis de la capacidad para formar
y estabilizar emulsiones aceite-agua

La estabilidad global de las emulsiones se analizd6 mediante un
analizador optico vertical (Turbiscan Classic MA 2000, Formulaction,
Toulouse, France) (Palazolo et al., 2004; Palazolo et al., 2005). Las
emulsiones recientemente preparadas se colocaron en una celda
cilindrica de vidrio (80 mm) para registrar el perfil de retrodispersion
(RD %) o “Back Scattering” (%BS) en funciéon de la altura en la celda.
Se realiz6 el estudio de las cinéticas de cremado y desestabilizacion
de las emulsiones mediante la medida de BS cada un minuto durante
un periodo de 60 minutos y una medida a las 24 hs. En el caso de las
emulsiones obtenidas con HPH el estudio se continu6é con medidas a
los 5, 15 y 30 dias. El estudio se realizo6 en la parte inferior (8mm) del
tubo. Se utilizaron modelos cinéticos planteados por Panizzolo (2005).

3. Determinacion del tamafio promedio de gota
en las emulsiones

La distribucion del tamafio de particula se determind por
difraccion de luz laser y dispersion de luz polarizada mediante el uso
de un analizador de particulas Coulter Counter Multisizer (Coulter
Electronics Ltd) (Anton et al., 2002), que mide en un rango de 0.04
um hasta 2000 pm, y por dispersion de luz laser mediante Malvern
Zetasizer NanoZS, que mide en el rango de 0.1 nm y 6 um, en el caso
de las emulsiones obtenidas mediante UT y HPH, respectivamente.
Las emulsiones analizadas fueron preparadas segun lo descripto en el
apartado 1, Preparacion de las emulsiones. Se utilizaron también como
parametros de comparacion el diametro de Sauter (D3’2:Zd3/d2) y el
didmetro de Broucker (D, , =3.d¥d’)

4. Determinacion del porcentaje de encapsulacion
de Quercetina (Q)

La determinacion del porcentaje de encapsulacion del compuesto
bioactivo en las emulsiones se realizé mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). Para ello se usé un equipo de HPLC
Shimadzu con detector UV Shimadzu SPD-20A y bomba Shimadzu
LC-10AT, utilizando Acetonitrilo:Agua 40:60 como fase movil
(Kumari et al., 2010) y columna Jupiter C18 de tamafio 250 mm de
largo, 4,6 mm de didmetro y 5 um de tamailo de poro. Se utiliz6 un
fluyjo de 1 mL/min. La curva patréon se realizd con soluciones de Q
en etanol abarcando concentraciones desde 0.001 a 0.1 mg/ml, la
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linealidad se mantuvo entre 0.001 y 0.05 mg/ml con R>=0.9991. %Q
encapsulada= (Qi-Qs ) / Qi x 100 con Qi: masa de Q incorporada en
la emulsion y Qs: masa de Q en el sobrenadante.

Para el analisis, las emulsiones fueron centrifugadas a 3000 g y
4 °C durante 2 y 5 horas en el caso de emulsiones obtenidas en UT y
HPH, respectivamente, logrando asi un cremado sin rompimiento de
la emulsién. La emulsion fue congelada para obtener la fase acuosa
libre de la fase crema. Luego la fase acuosa fue diluida (1/5) en
etanol absoluto, de forma de precipitar la proteina, y posteriormente
centrifugada a 12000 g por 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante
obtenido fue el analizado.

5. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de datos se efectué en todos los
casos mediante analisis de la varianza (ANOVA) con o = 0,05 y
la comparacion de medias por la prueba de minimas diferencias
significativas (LSD) con o =
plus 7.0.

0,05, con el programa Statgraphics

Resultados y Discusion

Se determindé que las emulsiones de ¢=0.5 sin hidrocoloides
realizadas con ultraturrax presentan mayor estabilidad en comparacion
a los demas ¢ estudiados. Se comprobd, tal como era esperado, que los
estabilizantes experimentados (pectina, GG) aumentan la estabilidad
de la emulsion frente a la floculacion y al cremado. No hubo diferencia
en los resultados de estabilidad al utilizar pectina de alto (HM =55)
o de bajo (LM=32) metoxilo. Todas las condiciones ensayadas en
emulsiones obtenidas con el UT con o sin pectina presentaron una
cinética de desestabilizacion del tipo sigmoidea (S), hiperbolica (H)
o una conjuncién de ambas (C). Sin embargo, cuando se utilizé un
hidrocoloide de mayor peso molecular, como es el caso de goma guar,
aument6 significativamente la estabilidad; en el caso de la emulsion
aceite agua de 9=0.4 con 2.2 % (m/v) de Blg y 0.2 % (m/v) de goma
guar (GG) se logrd una cinética de desestabilizacion lineal dentro de
las 24 horas, comparable a las cinéticas obtenidas para las emulsiones
tratadas con HPH presentadas y discutidas mas adelante. Este tipo de
cinética puede deberse al aumento de la viscosidad de la fase continua
que provocaria una disminucion en la velocidad de cremado, segun la
ley de Stokes.

Respecto al tamafio promedio de gota, fue menor significativamente
cuando se manejaron concentraciones de 2 % o 3.5 % (m/v) de
proteina 'y 0.5 % (m/v) de pectina. Comparandolas con las emulsiones
de iguales caracteristicas sin el agregado de pectina se observa (Figura
2) que el diametro promedio al contener 0.5 % de pectina es cercano a
los 100 nm, mientras que en emulsiones sin agregado del hidrocoloide
ronda en los 450 nm. El valor de DS’2 es similar en ambas, no obstante
eldeD, ; eslevemente mayor en presencia de la pectina, es decir que,
a pesar de que el tamafio promedio de particula se redujo y casi el
100 % de las particulas tienen un didmetro menor a 500 nm, las pocas
(<1%) restantes representan alrededor del 95 % del volumen. Pese a
que un aumento en el valor del D, ; podria provocar un aumento en la
velocidad de cremado, la mayor estabilidad apuntada anteriormente
—durante los primeros 60 minutos luego de formada la emulsion—,
puede deberse al incremento de la viscosidad de la fase continua. La
emulsion preparada con GG descripta mostré (Figura 2) un didmetro
promedio menor al de la emulsion sin estabilizantes y mayor al de la
emulsion con pectina ya analizada, en tanto que su D 4,3 fue menor
al de estas emulsiones. Dicho valor, junto con el aumento de la
viscosidad de la fase continua, puede explicar su mayor estabilidad.
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Figura 2. Distribucién de tamafno en volumen (a) y en nimero (b) de
emulsiones O/W 50:50 con Blg al 2% (m/v) «sin goma, «.con 0.2%
(m/v) de GG, «con 0.5% (m/v) de pectina.

Dentro de las emulsiones tratadas con HPH se observo que para una
concentracion de proteinas de 0.5 % (m/v), todos los ciclos estudiados
(1, 3 y 5) pasan de presentar una cinética lineal de desestabilizacion
en la primera hora a una S, H o C a las 24 horas. Al aumentar la
concentracion a 1.5 y 2.5 % se mantiene la cinética lineal hasta los 5
dias en el caso del primer reciclado, hasta los 15 dias en el caso de tres
pasajes y hasta los 30 dias cuando es reciclada 5 veces. En la Fig. 3A)
se puede observar las emulsiones con 1.5 % de Blg obtenidas con 1, 3
y 5 ciclos, el control del equipo (pasaje por el equipo de HPH a presion
atmosférica) y la emulsion sin pasaje por el equipo de HPH luego de
un mes. En la Fig. 3B) y 3C) se muestran sus cinéticas obtenidas con
el turbiscan.

Una estabilidad atin mayor presentan las emulsiones con 3.5 % de
Blg, logrando mantener una cinética de desestabilizacion lineal por 15
dias en el primer ciclo y por mas de 45 dias en los ciclos 3 y 5, sin que se
hallara diferencia de estabilidad entre los distintos rangos de presiones
estudiados (500-800 bar; 800-1200 bar). El aumento de estabilidad al
aumentar el nimero de ciclos se debe a la progresiva reduccion de
tamaflo que se muestra en la Figura 4, sobre todo de las particulas
mas grandes, principales causantes de la rapida desestabilizacion. La
mayor estabilidad de las emulsiones tratadas con HPH respecto a las
obtenidas con UT se puede corresponder, ademas de al menor tamafio
logrado en las primeras, a la conformacion del emulsificante; en el
caso de las proteinas séricas éstas se pueden ver afectadas por la HPH
y sufrir desnaturalizacion cuando son tratadas con presiones superiores
a los 200 MPa (Gracia et al., 2008)

Comparando los tamafios de particula de ambos métodos es posible
observar que al utilizar HPH el D, , disminuye entre 4 y 5 veces y el
D, lo hace en por lo menos 10 veces. Esta disminucion de tamafio es
un reflejo del mecanismo del homogeneizador de HPH, el cual consiste
en un generador de alta presion ensamblado a una valvula disefiada
para resistir la aplicacion de muy altas presiones. Como consecuencia
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Figura 3. A) Emulsién 50:50 con Blg al 1.5% con un mes de
antigtiedad (a) Control (P atm), (b) ciclo 1, (c) ciclo 3, (d) ciclo 5,
(e) control equipo. B) cinética lineal que presenta c. y b. C) cinética
sigmoidea que presenta a.
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se producen fuerzas de cizalla, cavitacion, turbulencia y coalescencia
en la superficie del fluido, que pueden causar, entre otros efectos, la
ruptura de las gotas de grasa en el caso de una emulsion aceite en agua
O/W, aumentando su estabilidad (Desrumaux y Marcand, 2002)

El porcentaje de encapsulacion de quercetina en emulsiones
obtenidas mediante enfoque tradicional fue de 12, mientras que en
emulsiones con HPH (Blg 1.5% tercer ciclo, 800-1200bar) resultd
de 40, lo cual se puede deber al tamafio de particula mas pequefio
obtenido con HPH. El consiguiente aumento de la interfase entre las
particulas y su medio circundante puede ser favorable para aumentar
la biodisponibilidad de compuestos (Chen et al., 2006).

Conclusion

Utilizando el método tradicional de obtencion de emulsiones, la
mayor estabilidad (24 horas) se logra con una concentracion de 2.2 %
(m/v) de proteina y 0.2 % (m/v) de goma guar. Utilizando HPH (800-
1200 bar) con una concentracion de 1.5 % (m/v) de beta-lactoglobulina
y sin necesidad de hidrocoloides es posible lograr emulsiones con una
estabilidad aceptable de 5 dias con un ciclo y de 15 dias al reciclarse
3y 5 veces. Estas tienen un 99 % de sus particulas de diametro menor
a 500 nm. Las nanoemulsiones elaboradas con HPH (1.5 % BLG)
presentaron mayor porcentaje de encapsulacion de quercetina.
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Resumen

El estrés oxidativo y la hipertension arterial juegan un rol muy importante en las enfermedades crénicas. Una alternativa para
obtener péptidos con propiedades antioxidantes y antihipertensivas naturales es la hidrélisis enziméatica de proteinas. El objetivo
de este trabajo fue obtener fracciones de hidrolizados proteicos de concentrado de hemoglobina bovina (CHB) con propiedades
antioxidantes y antihipertensivas concentradas. Se prepararon 4 hidrolizados a partir del CHB usando diferentes proteasas que
fueron fraccionados por ultrafiltracion (corte SkDa). A las fracciones ultra-filtradas se les determiné la capacidad antioxidante
(inhibicion del radical ABTS") y sus propiedades antihipertensivas (inhibicién de ECA I). La hidroélisis enzimatica incremento la
capacidad antioxidante y actividad antihipertensiva del CHB. El proceso de ultrafiltracion permitié concentrar la actividad anti-
oxidante de los diferentes hidrolizados proteicos. Sin embargo, para el caso de la actividad antihipertensiva no hubo diferencias
importantes que justifiquen el empleo de dicho proceso (p < 0,05).

Palabras clave: actividad antioxidante, actividad antihipertensiva, hidrolizados, ultrafiltracion, hemoglobina bovina.

Abstract

Ocxidative stress and hypertension play an important role in chronic diseases. Enzymatic hydrolysis of proteins is an alternative
to obtain peptides with antihypertensive properties and natural antioxidants. The aim of this study was to obtain fractions from
bovine hemoglobin concentrate (BHC) protein hydrolysates with concentrated antioxidant and antihypertensive properties.
Four hydrolysates from BHC were prepared using different proteases and then were fractionated by ultrafiltration (MWCO:
S5kDa). Antioxidant capacity (ABTS" radical inhibition) and antihypertensive activity (ACE I inhibition) were determined on the
ultrafiltered fractions. Enzymatic hydrolysis increased the antioxidant capacity and antihypertensive activity respect to BHC.
Ultrafiltration process allowed to concentrate the antioxidant activity from different protein hydrolysates. However, there were

no significant differences in the antihypertensive activity to justify the use of this process (p < 0.05).
Keywords: ultrafiltered fractions, antihypertensive activity, antioxidant capacity, bovine hemoglobin hydrolysates.

Introduccion

El metabolismo oxidativo es esencial para la supervivencia celular.
Un efecto secundario de este proceso es la produccion de radicales
libres y otras especies reactivas del oxigeno que causan dafios en las
células al oxidar lipidos de membrana, proteinas celulares, ADN y
enzimas, lo que conlleva a la muerte celular (Pihlanto, 2006). Este
estrés oxidativo juega un rol muy importante en enfermedades tales
como arterioesclerosis, diabetes, artritis reumatoidea, cancer, etcétera
(Halliwell, 1997). Por otro lado, la oxidacion de los lipidos deteriora
la calidad de los alimentos y disminuye su tiempo de conservacion,
debido al desarrollo de olores y sabores desagradables, como
consecuencia de la descomposicion de los acidos grasos insaturados
mediada por radicales libres. Para inhibir la peroxidacién de los
lipidos y la formacion de estos radicales libres, se puede recurrir a los
antioxidantes naturales (Wang et al., 2007).

La hipertension arterial es un proceso multifactorial, por lo que
los inhibidores con accién antihipertensiva pueden actuar de formas
muy diversas; la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina

(ECA) es el mecanismo de accion mas estudiado. Como primeros
inhibidores exdgenos se estudiaron los extractos del veneno de la
serpiente Bothrops jararaca. A partir de estos extractos se han aislado
distintos péptidos que inhiben la ECA (Hernandez Ledesma et al.,
2002). Actualmente, derivados sintéticos como Captopril, Enalapril,
Lisinopril y otros han sido desarrollados y son efectivos para la
disminucion de la presion arterial. Sin embargo, algunos efectos
secundarios indeseables han sido reportados (Atkinson et al., 1979).
Esto ha llevado a la busqueda de péptidos naturales inhibidores de
la ECA, tanto para el tratamiento como para la prevenciéon de la
hipertension.

Resulta de gran interés la busqueda de péptidos bioactivos con
propiedades antioxidantes e inhibidores de la ECA para ser utilizados
como ingredientes naturales de los alimentos funcionales. Una
alternativa de obtencion de éstos es la hidrélisis enzimatica seguida de
un proceso de fraccionamiento.

Lasangre bovina producida en los frigorificos es una fuente proteica
de alta calidad que se ha utilizado como ingrediente alimenticio, tanto
por sus propiedades funcionales como por su valor nutritivo (Cian et
al., 2011). Cabe acotar que la hemoglobina constituye mas de la mitad
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de dicha fraccion proteica (Liu et al., 1996) y sus hidrolizados son una
fuente de péptidos bioactivos, tales como péptidos opioides (Zhao et
al., 1997), péptidos que estimulan el crecimiento bacteriano (Zhao et
al., 1996), péptidos que transmiten fotosensitividad (In et al., 2002)
y péptidos que exhiben actividad antioxidante (Chang et al., 2007).
El objetivo de este trabajo fue obtener fracciones proteicas de
hidrolizados de concentrado de hemoglobina bovina (CHB) con
propiedades antioxidantes y antihipertensivas concentradas.

Materiales y Métodos

Materias primas y reactivos

Para la preparacion de los hidrolizados se trabajo con hemoglobina
bovina provista por YERUVA SA (Esperanza-Argentina) y las
siguientes enzimas comerciales: P (Protex 6L), FC (Fungal Protease
Concentrate), provistas por Genencor SA, y F, provista por Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO. El orto-ftaldehido (OPA), ditiotreitol
(DTT), dodecilsulfato de sodio (SDS), ABTS (Acido 2,29-azinobis-
(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)),Hippuryl-L-histidyl-L-leucine
(HHL), 2,4,6-trichloro-s-triazine (TT), phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), albtmina sérica bovina y L-Serina fueron provistos por
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-carboxilico) fue provisto por Aldrich Chemical
Co., Gillingham, Dorset, UK. Todos los reactivos utilizados fueron de
calidad analitica.

Composicion centesimal y elaboracion
de los hidrolizados

La composicion del Concentrado de Hemoglobina Bovina (CHB),
fue determinada usando los procedimientos de la AOAC (1995). Los
hidrolizados fueron obtenidos empleando un reactor termostatizado
del tipo batch de 800 ml. El pH de reaccién fue medido de manera
continua utilizando un pHmetro 1Q Scientific Instruments. El ajuste
de pH se realiz6 mediante el agregado de base (NaOH, 2 N) o acido
(HCI, 2 N). La concentracion de sustrato fue en todos los casos de 8 %
(P/P). Las condiciones de trabajo utilizadas para las distintas enzimas
fueron: P: E/S: 0,1 %, T: 60 °C, pH: 9,5; para FC: E/S: 0,5%, T: 55°C,
pH: 4,3 y para F: E/S: 0,1%, T: 55 °C, pH: 7. Se prepararon cuatro
hidrolizados del CHB, basdndose en experiencias previas: Hidrolisis
1: Enzima P durante 2 horas; Hidrolisis 2: Enzima FC durante 2 horas;
Hidrolisis 3: Enzima P durante 2 horas + Enzima F durante 4 horas;
Hidrolisis 4: Enzima FC durante 2 horas + Enzima F durante 4 horas.
Una vez finalizadas las hidrélisis, la/s enzima/s fue/ron inactivada/s
por tratamiento térmico de acuerdo a las condiciones descriptas por el
fabricante y los hidrolizados fueron congelados a -20 °C y liofilizados.

Para el seguimiento de la reaccion de hidrélisis se determiné el
grado de hidroélisis (GH) por medio de la medicion de aminos libres
por orto-ftaldehido (OPA), segiin Nielsen et al. (2001) y como se
describe a continuacion:

Donde: h, es el nimero total de uniones peptidicas hidrolizables
en la proteina (8,23 mEq/g proteina), h es el nimero de uniones
peptidicas hidrolizadas y hO es el contenido de aminos libres en la
proteina de partida.

El GH obtenido para cada sistema fue el siguiente: 8,33 + 1,02;
8,43 + 0,69; 19,84 + 0,21 y 16,67 + 0,11 para P, FC, P+F y FC+F,
respectivamente.

Fraccionamiento por ultrafiltracion

Se realizé una dispersion de los hidrolizados liofilizados al 2.6
% en PBS (pH 7,4) que se centrifugd a 3000xg durante 10 min. El
sobrenadante fue ultrafiltrado, usando una membrana Molecular/Por®
Cellulose Ester, cuyo cut-off fue de SkDa. El proceso se llevo a cabo
durante 150 min, recolectandose aproximadamente 20 ml de filtrado.
Tanto a las fracciones obtenidas por UF (Retenido: R y Permeado: P),
como a la fraccion soluble total (ST) se les determind el contenido
de proteinas utilizando el método de Lowry et al. (1951). El tamaiio
promedio de la cadena polipeptidica (PCL) de las fracciones fue
determinado de acuerdo a Adler-Nissen (1986) y como se describe a
continuacion:

JR— T T b e BB
Pl = L' robeinme moduibdes ¢ b

Donde: h es el nimero de uniones peptidicas hidrolizadas.

Determinacion de la actividad antioxidante
y antihipertensiva de las diferentes fracciones
ultrafiltradas

En todos los casos, para estimar la capacidad antioxidante se
utilizo el método de inhibicion del radical cation ABTS"-propuesto
por Pukalskas et al. (2002). Para estimar la Capacidad antioxidante
Trolox equivalente (TEAC) se utilizo como estandar al Trolox y se
construy6 una curva de Inhibicion vs. Concentracion de Trolox (0-2,5
mM).

La actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se
determind de acuerdo con Hayakari et al. (1978) con modificaciones.
Ademas, se construyo una curva de concentracion proteica (mg/ml)
vs. inhibicion de ECA y se obtuvo la concentracion proteica que
inhibe en un 50 % (IC50).

Las muestras (ST, R y P) se evaluaron a una concentracion de
proteinas de 5 y 2,3 mg/ml para el ensayo de actividad antioxidante y
antihipertensiva, respectivamente.

Analisis estadisticos

Todas las muestras se evaluaron por triplicado y se utilizo el
programa estadistico Statgraphics Plus 3.0 para realizar analisis de
ANOVA.

Resultados y Discusion

Actividad antioxidante de las diferentes
fracciones obtenidas por ultrafiltracion

En la Figura 1 se muestran los valores de TEAC de las diferentes
fracciones: la fraccion soluble total (FST) y aquellas obtenidas
por ultrafiltracion, tanto para el CHB como para sus hidrolizados.
Exceptuando el caso del hidrolizado P, la fracciéon con mayor TEAC
fue la de PM < 5kDa (Permeado), 1o que demuestra que las fracciones
con bajo PM son las que tienen mayor actividad antioxidante.
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Figura 1. Capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC) medida
a los 6 minutos de las diferentes fracciones del concentrado de
hemoglobina bovina (CHB) y sus hidrolizados, obtenidas por
ultrafiltracion. FST: fraccion soluble total.

También se puede ver que la muestra antes de ser fraccionada
y la fraccién >5kDa presentan actividad antioxidante que no difiere
significativamente entre si (excepto para P). Estos resultados
coinciden con los reportados por Wang et al. (2007) para la capacidad
antioxidante (inhibicion del radical DPPH) para hidrolizados de gluten
de trigo ultrafiltrados con una membrana de cuyo corte fu SkDa. En
este sentido, Peng et al. (2009) y Qian et al. (2008) reportaron que la
actividad antioxidante es dependiente de la distribucion de tamafios
moleculares.

En la Figura 2 se observa la capacidad antioxidante Trolox
equivalente (TEAC) y el valor de PCL de la fraccion <5kDa del CHB
y sus hidrolizados. Cabe mencionar que para el permeado del CHB
no fue posible detectar actividad antioxidante bajo la concentracion
proteica obtenida (= 0,8mg/ml de proteinas) y que la enzima FC posee
una leve actividad exoproteasa ademds de la accion endopeptidasa.
La mayor TEAC se obtuvo para el hidrolizado FC+F, y en orden
significativo le siguio la del hidrolizado P+F, lo cual indica que cuanto
mayor es la actividad endo-exopeptidasa mayor es la TEAC obtenida.
Esto se debe basicamente a la accion conjunta de estas enzimas sobre
el sustrato, ya que las exopeptidasas van hidrolizando los enlaces
peptidicos no sustituidos proximos al extremo amino o carboxilo
terminal del sustrato, mientras que las endopetidasas lo hacen en
regiones internas de las cadenas peptidicas (Guadix et al., 2000). De
esta manera el proceso de hidrolisis se torna mas efectivo, permitiendo
una degradacion mas completa de la proteina (Chang et al., 2007), que
conduce a la generacion de péptidos de diversos tamafios, con los de
bajo PM como los principales componentes (Li et al., 2007).
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Figura 2. Capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC) de
la fraccion <5kDa de los hidrolizados del CHB, obtenidas por
ultrafiltracion para 6 min de reaccién (a, ordenada izquierda). PCL
de la fraccion <5kDa (barras, ordenada derecha). Distintas letras
indican diferencias significativas (p<0.05).

Por otro lado, si bien la TEAC es mayor cuanto mayor es la accion
endo-exopeptidasa, el valor de PCL es practicamente el mismo para
las tres fracciones (exceptuando P). Esto indica que no sdlo influye
sobre la actividad antioxidante el tamafio molecular de los productos,
sino también la secuencia aminoacidica (posicion de los aminoacidos
en la estructura peptidica) de los péptidos generados (Xie et al., 2008).
Este hallazgo concuerda con lo reportado por Yang et al. (2008) para
hidrolizados de gelatina obtenida a partir de piel de Rachycentron
canadum (Cobia).

Actividad antihipertensiva de las diferentes
fracciones obtenidas por ultrafiltracion

En la Figura 3 se muestran los resultados de la actividad
antihipertensiva (AH) de la fraccion FST y de las fracciones
obtenidas por UF (retenidos y perneados) del CHB y de los diferentes
hidrolizados proteicos (FC, FC+F, Py P+F).
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Figura 3. Actividad antihipertensiva de las diferentes fracciones
del CHB y sus hidrolizados, obtenidas por ultrafiltracion. Letras
diferentes implican diferencias significativas entre las muestras (p<
0,05).

Los hidrolizados presentaron muy buena actividad AH (mayor
al 60 % de inhibicion de la ECA), mientras que la actividad de las
fracciones del CHB fue baja (9 %). La fraccion soluble (ST) de
los hidrolizados obtenidos con P exhibié6 mayor actividad AH que
los obtenidos con FC vy, a su vez, el empleo de la exopeptidasa (F)
disminuy6 la actividad AH en el caso de FC+F respecto de FC.

Para evaluar el efecto de la ultrafiltracion (UF) y de los distintos
sistemas enzimaticos utilizados en la hidrolisis de la proteina en el
porcentaje de inhibicion de la ECA se realizo un ANOVA multifactor
(Tabla 1).

- . CIRATPOS
FRACCION MEDTA HOMOGENEDE
FaT sp A
¥ Bl 2 3
F M b

Tabla 1. Contraste Multiple de Rango para la actividad AH segin UF.
Distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05).

Las fracciones proteicas retenidas mostraron mayor actividad AH
que las fracciones proteicas del permeado (70 vs. 60, respectivamente).
Por otro lado, al considerar los sistemas enzimaticos, las fracciones
solubles (FST) correspondientes a hidrolizados obtenidos con
endopeptidasas (P y FC) presentaron mayor actividad que aquellas
muestras a las que se le adicion6 una exopeptidasa (F) para la hidrélisis

(Tabla 2).
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Tabla 2. Contraste Multiple de Rango considerando todas las
muestras (FST, Ry P) para la actividad AH segun sistema enzimatico.
Distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05).

El valor de inhibicion de la ECA hallado para la fraccion FST
correspondiente al hidrolizado obtenido con P (grado de hidrélisis
8,33 %) evaluada a una concentracion de proteinas de 2,3 mg/
ml es semejante al resultado informado por Yang et al. (2007) para
un hidrolizado de gluten de maiz obtenido con Alcalasa (grado de
hidroélisis 16,96 %) y determinado a una concentracion de proteinas de
10 mg/ml (85 % de inhibicion de la ECA). Vale subrayar que el valor
de IC50 hallado para FST de P fue de 1,08 £ 0,05 mg/ml de proteinas.

En la Tabla 3 se muestran los valores de PCL de las fracciones del
permeado y el retenido.

MITERTHAR P i
F 7,33 §,19
Fi; 1,6 5,12
P+ 1,33 247
........................................... EEmERS L BeeE e
FI+F 1,20 3,52

Tabla 3. Tamano promedio de la cadena polipeptidica (PCL) de las
fracciones del perneado (P) y del retenido (R).

Si bien la muestra que presenté mayor actividad fue la fraccion
permeada del hidrolizado P, cuyo tamaifio medio de cadena polipeptidica
fue de 3,93, esta fraccion no presentd un valor mucho mayor respecto
a los obtenidos en las fracciones retenidas de los sistemas enzimaticos
evaluados (92 vs 82-88 %, respectivamente), cuyos PCL estuvieron
comprendidos entre 2,5 y 6 (en promedio =~ 500 Da). Esto coincide con
lo reportado en la bibliografia en cuanto al tamafio de los péptidos con
actividad AH (Torruco-Uco et al., 2008). La razén por la cual especies
tan pequefias permanecerian en la fraccion R podria deberse a algun
tipo de interaccion entre las moléculas de mayor tamafio retenidas y los
péptidos activos de bajo PM. Si bien para llevar a cabo la UF se parte
de la fraccion soluble de los hidrolizados (FST), libre de moléculas
sin hidrolizar insolubles o agregados de péptidos insolubles, algunas
fracciones proteicas de PM mayor a 5 kDa retendrian a los péptidos
inhibidores de ACE, con lo cual se verian imposibilitados para pasar
a la fraccion permeada (P), concentrandose la actividad en el retenido
(R). Ademas, es importante destacar que el PCL es una medida media
del tamafio y que enmascara la verdadera distribucion de tamafios
peptidicos. Por otra parte, la adicion de exopeptidasa que produce
aminodcidos libres esta asociada con la importante reduccion en el
PCLy, en general, con la disminucion de la actividad AH.

Otro dato interesante es que en el caso de los sistemas enzimaticos
P, FC y FC+F la actividad AH fue mayor en las fracciones de UF
respecto a la fraccion FST (valores entre 5 % y 43 %), pero en general
no hubo diferencias significativas que justifiquen el uso de UF, salvo
para el caso de FC+F en el que la fraccion retenida presentd una
diferencia de 43 % respecto de la muestra FST.

Conclusiones

La hidrdlisis enzimatica increment6 la capacidad antioxidante y
actividad antihipertensiva del concentrado de hemoglobina bovina.

Se logré establecer que el fraccionamiento por ultrafiltracion
permitié concentrar la actividad antioxidante de los diferentes
hidrolizados proteicos y puso de manifiesto que las especies
responsables de dicha actividad son componentes de bajo PM (<5kDa),
siendo un procedimiento recomendable para obtener péptidos
con dicha bioactividad. Sin embargo, para el caso de la actividad
antihipertensiva no hubo diferencias importantes que justifiquen
el empleo de este proceso, a excepcion del hidrolizado FC+F cuya
fraccion R present6 una diferencia del 43 % respecto de la muestra
FST.
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Resumen

La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina que ha sido detectada en uvas y vinos. Es producida por Aspergillus ochraceus,
Penicillium verrucosum, Aspergillus carbonarius y especies pertenecientes al agregado Aspergillus niger. En los tltimos
afios se ha descrito la presencia de Aspergillus aculeatus y Aspergillus japonicus en la superficie de uvas y su capacidad
de producir OTA. A pesar de que la concentracion detectada de cepas pertenecientes a la Seccion Nigri fue < 100/g de uva,
se han aislado, identificado y caracterizado 56 cepas de Aspergillus pertenecientes a la Seccion Nigri. El 51 % fue identifi-
cado como A. niger, el 39 % como A. japonicus, S % como A. tubingensis -like y 5 % como A. foetidus. Ninguna cepa de A.
carbonarius fue aislada. Debido a que esta especie ha sido descrita como la principal responsable de la presencia de OTA
en uvas y vinos por su capacidad de producir altas concentraciones de OTA, se requiere un método mas sensible que los
métodos convencionales para detectar y cuantificar la presencia de A. carbonarius en uva. En este trabajo se optimizo la
técnica de PCR en tiempo real para la deteccion y cuantificacion de esta especie en uvas de la variedad Tannat.

Palabras clave: Ocratoxina A, Secciéon Nigri, uva

Abstract

Ochratoxin A has been detected in grapes and wines. It is produced by Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum, As-
pergillus carbonarius, species belonging to Aspergillus niger aggregate. During the last yars the presence of Aspergillus aculea-
tus and Aspergillus japonicus in grape surface and its ability to produce OTA has been reported. Our research group isolated,
identified and characterized 56 Aspergillus strains; 51 % was identified as A. niger, 39 % as A. japonicus, S % as A. foetidus,
and 5 % as A. tubingensis like. None A. carbonarius was isolated. This species have been reported as the principal source of
OTA in wine grapes and wines due to its ability to produce high mycotoxin concentrations on fruit. Thus, a more sensitive
method to quantify A. carbonarius would be important to ensure the absence of this pathogen in grape samples. In this work

Real Time PCR for quantification of A. carbonarius in Tannat grapes was optimized.

Keywords: Ochratoxin A, Section Nigri, grape

Introduccion

Presentes como contaminantes de alimentos, las micotoxinas se
han convertido en un gran problema para la salud humana y animal. En
particular, la ocratoxina A (OTA) ha sido detectada en alimentos como
cocoa, café, cereales y legumbres (Serra y Bonhevi, 2004; Vatinno
et al., 2008; Mateo et al., 2007; Juan et al., 2008) y en bebidas como
cerveza y vinos (Battilani et al., 2006; Chulze et al., 2006; Ponsone
et al., 2007). Segun Miraglia y Brera (2002), el vino es el segundo
responsable de ingesta de OTA en Europa.

La OTA tiene efectos nefrotoxicos, carcinogénicos, teratogénicos
¢ inmunosupresivos y ha sido asociada a la Nefropatia Endémica de
los Balcanes (Lopez de Cerain et al., 2000). A su vez, la Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer la ha clasificado dentro del
grupo 2B, probable carcinogénico en humanos (IARC, 1993). Su
principal mecanismo de accidén es la inhibicion de sintesis proteica.
Compite con la fenilalanina en la unién con el ARN de transferencia,
provocando la carencia de determinadas enzimas (Lopez de Cerain et
al., 2000).

La OTA es producida por especies de los géneros Penicillium y
Aspergillus. Dentro del género Penicillium, lainica especie productora
es P verrucosum (Ostenfeld et al., 2001), mientras que dentro del
género Aspergillus han sido descritas como productoras cepas de
A. ochraceus y especies de la Seccion Nigri, tanto monoseriadas
(4. japonicus y A. aculeatus) como biseriadas (4. carbonarius, A.
tubingensis, A. foetidus, A. niger y A. brasiliensis) (Abarca et al.,
2004; Ponsone et al., 2007). Sin embargo, las cepas de la especie 4.
carbonarius son las principales causantes de la presencia de OTA en
vinos, debido a su capacidad de producir altas concentraciones de esta
toxina en uva (Bau et al., 2004; Serra et al.; 20006).

En 2005 la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino
(OIV) establecié un limite maximo de 2 ppb para esta toxina en
vino (Resolucién CST 1/2002). Es por esto que la presencia de OTA
en vinos uruguayos puede llegar a convertirse en una barrera no
arancelaria, provocando una disminucion en las exportaciones y, por
consiguiente, una disminucion en los ingresos del sector.

En 2006 nuestro grupo de investigacion comenz6 a estudiar
la presencia de posibles cepas productoras de OTA en uvas para la
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produccion de vino. Se aislaron un total de 56 cepas de Aspergillus
pertenecientes a la Seccion Nigri. Estas cepas fueron identificadas
fenotipica y molecularmente y caracterizadas respecto a su capacidad
de producir OTA. Todas las cepas aisladas fueron productoras de OTA
en las condiciones del ensayo, la mayoria pertenecientes a las especies
A. japonicus 'y A. niger.

En ninguno de los casos las cepas de Aspergillus fueron flora
predominante. Por el contrario, se puede decir que en la mayoria de los
casos su concentracion fue menor a 100ufc/g uva. Sin embargo, estos
valores no eliminan el riesgo de presencia de OTA en vino, ya que,
segiin Diaz et al. (2009), partiendo de un 0.5 % de uvas contaminadas
con Aspergillus carbonarius se obtiene un vino con niveles de OTA
que superan el limite maximo de contaminacion aceptado por la
OIV. Estas evidencias hacen necesario un método sensible para la
cuantificacion de in6culo sobre la uva utilizada como materia prima
que permita predecir el riesgo de contaminaciéon con OTA del vino
que se elabora. Este trabajo plantea la puesta a punto de un método de
PCR en tiempo real para la cuantificacion de A. carbonarius sobre uva
variedad Tannat. La investigacion se centr6 en esta variedad dado que
se trata de la uva emblematica de Uruguay y porque a nivel mundial no
se han encontrado datos sobre el estudio de la contaminacion de esta
variedad de uva con cepas ocratoxigénicas.

Materiales y Métodos

1. Cepas utilizadas

Para la puesta a punto del método de PCR en tiempo real se
utilizo la cepa Aspergillus carbonarius CBS 111.26, perteneciente a la
coleccion holandesa del Central Bureau voor Schimmelcultures (CBS).
Las restantes cepas de la Seccion Nigri utilizadas pertenecieron a las
especies A. niger, A. foetidus, A. tubingensis like y A. japonicus. Estas
cepas fueron aisladas de uvas uruguayas por este grupo de investigacion
e identificadas genotipicamente mediante secuenciacion de la region
ITS1-ITS2 y de parte del gen que codifica para la camodulina.

2. Extraccion de ADN

Las cepas fueron cultivadas en 10mL de YES (2 % extracto de
levadura, 15 % sacarosa) a 25 °C durante 5 dias. Luego del tiempo
de incubacién una porcion del micelio se trasvasé a un tubo de
microcentrifuga estéril de 2mL y se molié hasta polvo fino en
presencia de nitrogeno liquido utilizando una varilla de vidrio. A partir
del micelio molido se extrajo el ADN total mediante la utilizacion del
kit comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). E1l ADN obtenido se
visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8 % con bromuro
de etidio como indicador. El gel se reveldo bajo una lampara UV
(Sambrook et al., 1989).

3. Puesta a punto de PCR en tiempo real para la
cuantificacion de A. carbonarius

El método de PCR en tiempo real se realiz6 de acuerdo a Gonzélez
Salgado (2010) y Gonzalez Salgado et al. (2009). Los primers
utilizados fueron QCarbol (5’- GGGCTTTGTCACATGCTCTGTA -
3’) y QCarbo2 (5° - CTGGAAAAAAAGGTTGGAGTTGTC - 3"),
sintetizados por SBS Genetech Co., Ltd (Beijing, China). La reaccién
de PCR en tiempo real transcurrié en un volumen de reaccion de 10
pL con 5 pL de mix Rotor gene SyBr Green PCR kit (Qiagen), 1 pL
de cada primer de concentracion 5 uM, 0.5 uL de agua miliQ estéril y
2.5 pL de ADN. El ciclo de amplificacion consistié en un ciclo inicial
de 10 minutos a 95 °C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y

1 minuto a 60 °C. La reaccion se llevo a cabo en un equipo RotorGene
6000, Corbett Life Science.

3.1. Especificidad de los primers por PCR
convencional

Los primers Qcarbol y Qcarbo2 fueron enfrentados a las cinco
especies de la Seccion Nigri (A. carbonarius, A. foetidus, A. niger, A.
tubingensis-like y A. japonicus) en una reaccion de PCR de volumen
final 25uL de acuerdo a las siguientes condiciones: 2,5 pL Buffer
10X (Fermentas International INC., Canada), 16,9 pL de agua miliQ
estéril, 1 pL de cada primer 5 uM, 2,5 L de dNTP 2 uM, 0,1 uL
de Taq polimerasa (Fermentas International INC., Canada) 5u/ pL y
1 uL de ADN de concentracion 90 ng/uL. El ciclo de amplificacion
consistidé en 35 ciclos de 95 °C 1 min, 60 °C 1 min, 72 °C 2 min.
La amplificacion se realizd6 en un termociclador MultiGene Mini
Labnet International, INC. (Edison, NJ, USA). El producto de PCR
fue detectado mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8 % con
bromuro de etidio como indicador. El gel se revel6 bajo una lampara
UV (Sambrook et al., 1989).

3.2. Curvas estandar

El ADN genomico de A. carbonarius fue cuantificado utilizando
el fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen). Se realizaron diluciones seriadas
en base diez de la solucion del ADN genomico en agua. El rango
de concentraciones utilizado fue entre 2.7x 10° y 0.27 ng/uL. Para
cada concentracion de ADN se llevo a cabo la PCR en tiempo real.
Paralelamente se realizo un blanco conteniendo agua miliQ estéril.
Cada concentracion de ADN se ensayo por triplicado. Para cada caso
se determino el Cycle thershold (Ct).

A partir de los valores de Ct de cada concentracion se realizé una
curva de calibracion graficando Ct en funcion del logaritmo de la
concentracion de ADN. Se determind la linealidad, la eficiencia y el
rango dindmico.

3.3. Especificidad de los primers en PCR en
tiempo real

La PCR en tiempo real descrita anteriormente se realizo también
para una cepa de 4. niger y una cepa de A. japonicus. Para ambos
casos, se cuantifico ADN genomico con el fluorimetro Qubit 2.0
(Invitrogen) y se realizaron las diluciones correspondientes de forma
de abarcar las mismas concentraciones de ADN ensayadas para la
cepa de A. carbonarius. En ambos casos se incluyd un blanco y una
concentracion de A. carbonarius como control positivo. Se determind
Ct de cada concentracion.

3.4. Influencia de la matriz PCR en tiempo real

Para el estudio de la matriz se ensay0 la técnica de extraccion de
ADN para una muestra de 3g de uva Tannat. Al extracto obtenido se
afiadieron diferentes cantidades de ADN gendmico de A. carbonarius
y cada muestra se sometio a PCR en tiempo real. En paralelo se incluy6
un blanco y diluciones realizadas con agua de forma de comparar los
Ct obtenidos en cada caso y de esta forma determinar inhibicion por
la matriz.

Resultados

Se comprobd la especificidad de los primers tanto en la PCR
convencional como en la PCR en tiempo real. En el primer caso se
observé amplificacion de un fragmento de 66 pb so6lo en el caso de
A. carbonarius, en tanto que para las especies A. niger 'y A. japonicus



REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

No. 6 - 20II - INNOTEC - 49

el Ct obtenido en PCR en tiempo real fue muy cercano al correspondiente al blanco. En la Figura 1 se observa la curva obtenida para dos

concentraciones de A. carbonarius (0.27 ng -a-, y 0.0027ng -b-), las curvas obtenidas para las concentraciones del mismo orden de 4. niger y

A. japonicus y dos repeticiones del blanco (conjunto c). En la Tabla 1 se detallan varias concentraciones de 4. niger y A. japonicus ensayadas
y los Ct obtenidos, comparados con el blanco.
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Tabla 1.Comparacion entre Ct A. niger y Ct A. japonicus

Las curvas estandar obtenidas para la cuantificacion de 4. carbonarius (Figura 2) presentaron una linealidad (r2 = 0.997) y eficiencia
(107%) dentro de lo esperado. El rango dinamico se defini6 entre 0.27ng y 2.7 x 10-5ng, ya que para cantidades de ADN superiores o inferiores
la curva de calibracion perdia linealidad. Las barras de error de la Figura 2 representan los intervalos de confianza de cada punto. En todos los
casos el error no supero el 1.3 % del valor.

—
————
y=-3,050Qx + 53122
R* =0 2997
4 -3

Log comcentracién

Figura 2. Curva estandar de cuantificacion de A. carbonarius

La Tabla 2 muestra los resultados del analisis de la influencia de la matriz en el método. No se observo inhibicion por la matriz en estudio
en las condiciones del ensayo, ya que el Ct obtenido en presencia de extracto de uva fue similar al Ct obtenido en presencia de agua, y las

diferencias de Ct se encontraron dentro del error del método.

mg ADMN Chnvy Ot ngna
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Tabla 2. Influencia de la matriz en la PCR en tiempo real.
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Discusion

El método puesto a punto fue especifico para A. carbonarius. La
fluorescencia generada con las especies 4. niger y A. japonicus no
mostro diferencias significativas con respecto al blanco, para todas las
concentraciones ensayadas. Se postula que la fluorescencia generada
a estos valores de Ct podria deberse a hibridacion de primers.

Este resultado es de gran importancia, dado que las principales
especies contaminantes de uva uruguaya resultaron 4. niger y A.
Japonicus y, por ende, asegura que en uva no habrd cuantificacion
inespecifica en ausencia de A. carbonarius. Por otro lado, los primers
utilizados en este ensayo fueron disefiados dentro de la region de
ITS1-ITS2. La secuencia de esta region permite diferenciar entre
A. carbonarius, el agregado A. niger y las especies monoseriadas
de la Seccion Nigri. El porcentaje de similitud entre las especies del
agregado A. niger en esta region es cercano al 100 %, al igual que
entre las especies de monoseriadas. Esto indicaria que si una especie
perteneciente al agregado 4. niger o una especie monoseriada de la
Seccion no genera fluorescencia durante la reaccion de PCR en tiempo
real, ninguna de las otras especies pertenecientes a cada grupo deberia
generarla. Es por este motivo que en el estudio de especificidad de los
primers en la PCR en tiempo real se eligi6é un especie de cada grupo
(A. niger 'y A. japonicus).

Con respecto a la eficiencia, para un método de PCR en tiempo
real se espera que la misma esté entre 90 y 110 % (Rebrikov et al.,
2006). En el caso de este trabajo la eficiencia se encontré dentro
de este rango, por lo cual se puede inferir que la amplificaciéon ha
funcionando correctamente, sin interferencias. Con respecto al rango
dinamico, el limite inferior del método fue de 2.7 x 10°ng. De acuerdo
a Selma et al. (2008), una conidia de A. carbonarius contiene 3.15
x 10°ng de ADN, lo que permite afirmar que el limite minimo de
deteccion del método es menor a una conidia.

Por ultimo, este método no presenta inhibicion por la matriz; la
fluorescencia generada en presencia de extracto de uva de la variedad
Tannat es la misma que en presencia de agua, por lo que se trata
de un método que podria ser aplicable para la cuantificacion de A.
carbonarius en uvas Tannat naturalmente contaminadas. El uso de
este método haria posible predecir el riesgo de contaminaciéon con
OTA del vino elaborado a partir de la uva analizada, lo cual ayudaria
a la bodega a tomar medidas preventivas a la hora de la elaboracion.
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Resumen

Las arafias son predadores generalistas en ecosistemas terrestres, ampliamente utilizadas en estudios de biodiversidad. En el ulti-
mo siglo, el paisaje de Uruguay se transformé en un mosaico de areas formadas por ambientes naturales y agroecosistemas. ;Qué
nivel de cambio se espera hallar en la comunidad de arafias si las dreas de estudio estan proximas? ;Qué porcentaje de especies
nativas seran reemplazadas con la plantacion? ;Cémo afecta esto a la biodiversidad local? Se realizé un estudio en cuatro areas
vecinas en INIA Las Brujas, Canelones: un bosque riberefio, un bosque de “Espinillo”, una plantacién de Eucalyptus globulus
y una pradera artificial de Trifolium pratense y Avena sativa. Las arafias fueron capturadas con trampas de caida, trampas de
tronco, segado, batido de follaje y colecta manual nocturna. Un total de 3.023 adultos fueron colectados. La mayor abundancia
y riqueza de especies se observo en el bosque riberefio. A pesar de la proximidad de los sitios estudiados, se observé un alto
reemplazo de especies, especialmente entre areas naturales y agroecosistemas. Los protocolos de colecta utilizados podrian ser
utiles para evaluar el impacto de agroecosistemas con diferentes tipos de manejos sobre la biodiversidad local y su aplicacién en
la certificacion de calidad ambiental.

Palabras clave: Diversidad, artrépodos, produccion agropecuaria, impacto antropico.

Abstract

Spiders are common generalist predators in terrestrial ecosystems, broadly used in diversity studies. The landscape of extensive
areas of Uruguay was transformed in a mosaic of patches between natural habitats and agroecosystems. What level of change in
the spider community could we expect if these areas are situated near from one another? What percentage of the native species
are replaced after the plantation? How this affects the local biodiversity? A study was carried out in four neighboring areas in
INIA Las Brujas, Canelones: a riparian forest, an “Espinillo” forest, an Eucalyptus globulus plantation and an artificial prairie
of Trifolium pratense and Avena sativa. Spiders were captured with pitfall traps, trunk traps, sweep netting, beating and by
nocturnal hand collection. A total of 3.023 adults were collected. Higher values of abundance and species richness were observed
in the riparian forest. In spite of the proximity between the studied areas, a high level of replacement of species was observed,
especially between natural areas and agroecosystems. The collecting protocols used could be useful to evaluate the impact of

differents managements of agroecosystems in the local biodiversity and its application in environmental quality certification.
Keywords: Diversity, arthropods, farming production, anthropic impact.

Introduccion

Las arafias son artropodos que constituyen el séptimo grupo en riqueza
especifica conocida a nivel mundial con unas 42.055 (Platnick, 2011)
especies descriptas hasta el momento. Viven en casi todos los eco-
sistemas terrestres, sin reportes ain en la Antartida. Son predadores
generalistas y su dieta estd compuesta principalmente por otros artro-
podos, tales como insectos y aracnidos. En las ultimas décadas se ha
estudiado su rol como controlador bioldgico de plagas en agroeco-
sistemas, teniendo en cuenta la gran abundancia y riqueza especifica
de arafias en la biomasa animal de invertebrados de los cultivos. Por
constituir un grupo megadiverso y ser faciles de hallar, son sujetos
de estudio para la estimacion de la diversidad bioldgica asi como en
la conservacion y calidad medioambiental (Coddington et al., 1996;
Cristofoli et al., 2010).

Las arafias como grupo bioindicador

Un bioindicador es una especie o grupos de especies que
refleja el estado abiotico y bidtico de un ambiente, es sensible a los
cambios ambientales en el ecosistema donde habita y es indicativo

de la diversidad de un taxén de un lugar determinado (McGeoch,
1998). Otros criterios utilizados para definir un taxén bioindicador
comprenden: buen conocimiento de su taxonomia e historia natural,
facilidad para observar y manipular, pertenencia a un grupo con
amplia distribucion geografica, sensibilidad a cambios del ambiente
y patrones de biodiversidad reflejados sobre otros taxones (géneros
o especies) (Pearson, 1994; Halffter et al., 2000). En tanto son
predadores generalistas, las arafias se ubican en niveles intermedios
de las cadenas troficas y es importante su rol como predadores de
herbivoros (Young y Lockley, 1985). Existen especies de arafias
asociadas a ambientes con cierto grado de modificacion. Algunas
arafias se relacionan con ambientes urbanos y son indicadoras de
impacto antropico, habitan dentro de la vivienda humana o en el
peridomicilio. Otras especies se benefician de la actividad humana
para ampliar su dispersion geografica y adaptarse a nuevos ambientes
con gran facilidad, constituyéndose en especies introducidas o
también invasoras que suelen desplazar a las nativas, generando
posteriormente una pérdida de biodiversidad en el ambiente. Por
tanto, desde hace un tiempo existe gran interés en la utilizacion de
las arafias para el monitoreo ambiental y para el establecimiento de
medidas de prevencion (Taylor y Doran, 2001). La identificacion
de especies indicadoras requiere de estudios previos basicos de
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diversidad bioldgica. En el caso de Uruguay la araneofauna de muchos
ambientes nativos del pais es desconocida, al igual que la de zonas con
mayor impacto humano.

Las araiias en agroecosistemas

El estudio de las arafias en agroecosistemas se desarrolld a partir del
interés que plantea este grupo como posibles controladores de plagas
(Nyffeler y Sutherland, 2003). Los grupos funcionales o gremios
representan diferentes grupos de araiias que disponen de determinados
mecanismos para la obtencién de los recursos. En los estudios de
la araneofauna de agroecosistemas, la identificacién de los gremios
predominantes permite conocer las principales estrategias de captura
de la comunidad y en particular de aquella que resulta importante para
establecer el control biologico. Las arafias tejedoras representan una
gran parte de la comunidad de un cultivo y son las mejores a la hora de
seleccionar un controlador bioldgico. Pero existen otros gremios como
las araiias errantes del suelo, las errantes de vegetacion y las cazadoras
al acecho en vegetacion que conforman la comunidad de arafias.

La superficie de Uruguay, sobre la que se realiza una gran
produccion agropecuaria, representa un mosaico de agroecosistemas.
El relativamente pequefio tamafio y la alta diversidad paisajistica
convierten al pais en un lugar muy acorde para estudiar la araneofauna
en diversos ambientes. El primer estudio de arafias en agroecosistemas
en Uruguay fue realizado en la década de 1990 en una huerta organica
de Montevideo (Viera y Simd, 1996) y posteriormente se realizd otro
en plantaciones de limén (Benamu Pino, 2005); ambos apuntaron a
indicar las especies presentes en dichos ambientes. El desarrollo de
la aracnologia en el pais en los ultimos 10 afios, asi como el avance
de la investigacion cientifica basado en planes de posgrado ha llevado
a que el estudio de las arafias en agroecosistemas se constituya en
breve en una de las principales lineas de investigacion en este grupo.
Teniendo en cuenta que las arafias componen un grupo megadiverso,
con metodologias relativamente sencillas para el muestreo y con una
importante abundancia en las colectas, es posible emplearlas como
grupo o taxa indicador de la biodiversidad local o regional. Esto
permite evaluar de qué forma una practica agricola puede incidir en
mayor o menor grado con el mantenimiento de la diversidad local
de arafias y ser un elemento medible y comparativo para estimar la
conservacion de la biodiversidad (Haughton et al., 1999; Pinkus et
al., 20006).

Analisis de un estudio realizado en INIA Las
Brujas

Tomando como punto de partida el mosaico de ambientes naturales
y agroecosistemas que presenta Uruguay, se realizé un estudio para
conocer el grado de recambio en la araneofauna producida por los
agroecosistemas sobre los ambientes naturales circundantes. Las
preguntas respondidas fueron: ;qué grado de reemplazo de especies
de arafias presentaban entre si estos cuatro ambientes? y ;qué especies
se pueden considerar mas representativas de la taxocenosis en los
agroecosistemas?

Materiales y Métodos

El estudio se realizd en un area de amortiguacion del Parque
Natural INIA Las Brujas (34°39°44°'S; 56°20°19""W, Google Earth,
2009), entre 2004 y 2005, enmarcado en la zona de conservacion de
los Humedales del Santa Lucia.

Se analizaron dos é4reas naturales, testigos del ambiente original
de la zona, un bosque riberefio y un area de bosque parque de Acacia
caven (Espinillo) y dos agroecosistemas contiguos: una pradera
artificial (Avena sativum y Trifolium pratense) y una plantacion de
Eucalyptus globulus de 11 afios (Figuras 1y 2).

Figura 1. Imagen aérea de las zonas de muestreo. PA: plantacién de
avena; PE: plantacion de Eucalyptus globulus; BP: bosque parque
“Espinillar” y BR: bosque ribereno.

Figura 2. Vistas de las zonas de estudio. A: bosque riberefo; B:
plantacién de avena; C: bosque parque; D: plantacion de Eucalyptus
globulus.

Figura 3. Trampa de tronco en Eucalyptus globulus.
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El estudio abarcd muestreos en las cuatro estaciones del afio.
En cada muestreo se emplearon métodos de recoleccion directos e
indirectos. Los directos consistieron en 10 muestras de 10 pases de
segado con red entomolodgica, 10 recolecciones de batido de follaje
con una intensidad de 10 golpes por muestra y colecta manual
nocturna durante 15 minutos en la que participaron 3 a 4 recolectores.
Los métodos indirectos empleados fueron: 5 trampas de caida
ubicadas cada 10 metros en cada zona de estudio y 5 trampas de
tronco en la plantacion de Eucalyptus y en el bosque riberefio. Las
trampas fueron controladas cada 15 dias durante todo el periodo de
estudio. Se calcularon la riqueza, equitatividad y diversidad de cada
area. La riqueza se evalud en base al nimero de especies constatadas.
La equitatividad se establecio de acuerdo a la proporcion relativa en
la que cada una de las especies esta presente en cada sitio estudiado.
La diversidad fue analizada mediante el indice de Shannon, el
cual expresa un valor que relaciona el nimero de especies con sus
abundancias relativas. Para el calculo de estos valores se utiliz6 el
programa Biodiversity Pro 2.0 (Mc Aleece, 1997). La similaridad
de la araneofauna entre las zonas de estudio fue analizada mediante
el indice de Jaccard con el programa Simil & Divers (Franja, 1993).
Este indice estima la similaridad cualitativa en base a la presencia de
especies compartidas entre las zonas de estudio.

Resultados

Las mayores abundancias de arafias se registraron en el bosque
riberefio y la pradera artificial (Figura 4). En cuanto a la riqueza
especifica, el bosque riberefio present6 el valor mas alto (86 especies)
y el menor correspondié al bosque parque (60 especies). Los mayores
valores de equitatividad se registraron en la plantacion de E. globulus
(0.77) y en el bosque parque (0.72), y las menores en el bosque
riberefio (0.63) y en la pradera artificial (0.61).
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Figura 4. Abundancias de las aranas por zonas de muestreo. BR:
bosque riberefio; BP: bosque parque “Espinillar”; PE: plantacion
de Eucalyptus globulus; PA: plantacion de pradera artificial (Avena
sativa y Trifolium pratense).

El bosque riberefio mostré también una mayor predominancia
del gremio de las arafias tejedoras; las de telas irregulares fueron las
que presentaron mayor numero de especies en todos los ambientes
estudiados.

B Errantes de vegetacion
B Errantesde sueid

= Tajedoras Irregulares
B Tejedoras orbiculares

PA PE

Figura 5. Representacion de los gremios de arafas en cada una
de las zonas de estudio. BR: bosque ribereno. BP: bosque parque
“Espinillar”. PE: plantacién de Eucalyptus globulus. PA: plantacion
de pradera artificial (Avena sativa y Trifolium pratense).

Figura 6. Badumna longinqua sobre tronco de Eucalyptus globulus.

De un total de 3.023 arafias adultas recolectadas, Badumna
longingua (L. Koch, 1867) (Desidae) se hall6 exclusivamente sobre
los troncos de la plantacion de Eucalyptus. Otra especie comun en los
troncos fue Polybetes pythagoricus (Holmberg, 1875) (Sparassidae)
y Scolecura propincua (Millidge, 1991) (Linyphiidae) fue abundante
sobre el suelo en la plantacion. En la pradera artificial, Oxyopes
salticus (Hentz, 1845) fue una de las especies mejor representadas en
el muestreo.

La Tabla 1 expresa que la similaridad entre los ambientes
estudiados, basada en datos cualitativos de ausencia y presencia, fue
relativamente baja, ubicada entre el 24 % y 43 %.
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Tabla 1. indice de similaridad de Jaccard entre las zonas de estudio.
Abreviaturas: BP: Bosque parque; PA: plantacion de Avena sativum;
PE: plantaciéon de Eucalyptus globulus; BR: bosque riberefo.

Discusion y Conclusiones

Estudios como el de Avalos et al. (2007) han demostrado que las
araflas son buenos indicadores de impacto ambiental, debido a su
sensibilidad a los cambios ambientales naturales y antrépicos. La
sustituciéon de los ambientes naturales por agroecosistemas genera
un recambio de especies en la comunidad de arafias local. En el
estudio desarrollado, el bosque riberefio present6 el mayor nimero de
especies, por lo que su conservacion permitiria contribuir a mantener
la diversidad local de este grupo. El establecimiento de medidas de
conservacion de los ambientes naturales de la zona de estudio, en este
caso el bosque riberefio y el bosque parque de Espinillar, seria una
estrategia adecuada para la conservacion de la diversidad bioldgica
local, tomando como grupo indicador las arafias. La mayor riqueza
especifica hallada en el bosque riberefio, asi como el predominio de
araflas tejedoras serian debidas a la mayor heterogeneidad espacial
que presenta este ambiente nativo. Esta cualidad propicia la presencia
de una mayor oferta de microhébitats, mayor soporte y refugio para
el establecimiento de las especies. La mayor diversidad hallada en
la plantaciéon de E. globulus se explicaria por tratarse de la zona con
mayor valor de equitatividad.

La arafia pollito Acanthoscurria suina Pocock, 1903 que vive en
nidos subterraneos (Pérez-Miles et al., 2005), s6lo se encontr6 en los
ambientes naturales. Su ausencia en los cultivos podria deberse a los
cambios del suelo, como la presencia del manto de hojarasca en la
plantacion de E. globulus, o a su sensibilidad a los manejos agricolas,
como la accion de rotativas en la pradera artificial. Debido a ello
esta especie podria ser considerada como buen indicador de impacto
antropico. Si bien las areas cultivadas comparten un porcentaje de
especies en comun con las areas naturales contiguas, se aprecio que
los cultivos permiten el establecimiento de nuevas especies como
respuesta al cambio ambiental. Este estudio posibilité conocer que el
mosaico de ambientes estudiados, a pesar de ubicarse contiguos unos
con otros, presentd una baja similaridad y, por tanto, un alto reemplazo
de especies entre ellos. A pesar de diferir en el porte vegetal, la mayor
similaridad a nivel de la araneofauna hallada entre las plantaciones
de E. globulus y la pradera artificial seria respuesta a la presencia de
especies asociadas al impacto humano. Oxyopes salticus fue una de
las especies mejor representadas en el estrato herbaceo de las zonas
estudiadas. Esta especie ha sido reportada como muy importante en
el control de plagas agricolas, especialmente estadios larvales de
Lepidopteros en cultivos de algodoén, soja, sorgo, alfalfa y arroz, y
ha demostrado ser resistente a la aplicacion de algunos insecticidas
(Young y Lockley, 1985).

Lapresencia de dos arafias invasoras como B. longinquay Ostearius
melanopygius (Linyphiidae) en los agroecosistemas representa la
colonizacion por especies oportunistas que pueden llegar a competir
con las especies nativas, por lo que seria de interés su monitoreo y
control. La modificacién de ciertas practicas en los cultivos permitiria
minimizar el efecto negativo sobre la diversidad local. Estudios futuros
podrian estar enfocados al posible papel de los agroecosistemas como

reservorios de especies de arafias nativas y corredores faunisticos
entre los ambientes naturales. De esta manera el conocimiento de la
comunidad de arafias puede ser utilizado para evaluar el impacto que
los agroecosistemas producen en las comunidades bioldgicas nativas
y constituirse en nuevos recursos de aporte de informacion para la
certificacion ambiental de las practicas agricolas.
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Resumen

Melia azedarach L. (Meliaceae) es nativa de Asia pero ha sido naturalizada en muchas partes del planeta. Variados compuestos
bioactivos estructuralmente complejos fueron aislados de especimenes asiaticos. Este estudio tuvo como objetivo determinar la
actividad anti-insecto de extractos organicos de frutos de M. azedarach de especimenes uruguayos y elucidar las estructuras de
los compuestos activos.

El fraccionamiento sistematico de extractos etandélicos llevo a la obtencion de una fraccion rica en limonoides con actividad
contra diferentes insectos modelo. Mostro fuerte deterrencia frente a larvas de Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) y
adultos de Epilachna paenulata (Coleoptera: Coccinellidae) en bioensayos de opcion. Ademas, inhibié el asentamiento de Myzus
persicae y Rhopalosiphum padi (Homoptera: Aphididae). Sin embargo, no mostré toxicidad por contacto contra adultos de Ne-
zara viridula (Hemiptera: Pentatomidae).

Dos compuestos nunca antes reportados en esta especie vegetal y tres previamente reportados pero nunca antes testados contra
los insectos nombrados fueron aislados de la fraccion.

En sintesis, una fraccion rica en triterpenoides del extracto etanélico de frutos de M. azedarach mostré potencial variable contra
las diferentes especies de insectos plaga modelo, enfatizando asi la importancia de testar los potenciales agentes biocontroladores
contra diferentes insectos blanco.

Palabras clave: Limonoides, Paraiso, Epilachna paenulata, Myzus persicae, Rhopalosiphum padi, Spodoptera littoralis.

Abstract

Melia azedarach L. (Meliaceae) is native from Asia but it has been naturalized worldwide. Several structurally complex bioactive
compounds have been isolated from Asian specimens. This study aimed to determine the anti-insect activity of organic extracts
of M. azedarach fruits from Uruguayan populations, and to structurally elucidate the active compounds.

Systematic fractionation of ethanolic extracts led to a triterpenoid-rich fraction, with strong activity against different insect
models. For instance, it was strongly deterrent against larvae of Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) and adults of
Epilachna paenulata (Coleoptera: Coccinellidae) in choice experiments. Besides, the same fraction showed settling inhibition
activity on Myzus persicae and Rhopalosiphum padi (Homoptera: Aphididae). Such fraction showed no contact toxicity against
adults of Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae).

Two compounds never reported for this vegetal species and three previously reported but never evaluated against those insect
species, were isolated from that fraction.

On the whole, a triterpenoid fraction from the ethanolic extract of fruits of M. azedarach has been evaluated on its anti-insect
activity, showing variable potential against different insect pest models, emphasizing the value of testing potential biocontrol
products against different insect targets.

Keywords: Limonoids, Paraiso, Epilachna paenulata, Myzus persicae, Rhopalosiphum padi, Spodoptera littoralis.

Introduccion

El aumento de la poblacién mundial ha generado la necesidad de
incrementar los rendimientos de la produccion primaria, lo que a su vez
ha ocasionado un aumento del uso de plaguicidas convencionales para
controlar las especies plagas. Sin dudas, su uso es efectivo en el corto
plazo, pero no es sostenible en el largo plazo, debido al desarrollo de
mecanismos de resistencia en dichas especies y a los efectos adversos
en el medio ambiente, tanto desde el punto de vista bidtico como
abidtico. Por estos motivos existe actualmente una tendencia, aun en
la produccion convencional, a utilizar alternativas a los plaguicidas
de sintesis (como parte de lo que se denomina mundialmente Manejo

Integrado de Plagas). Asimismo, se ha intensificado paulatinamente
el uso de practicas alternativas de produccion, tales como la llamada
“produccién organica”, en la que se tiende a adoptar medidas de
control amigables con el medio ambiente, excluyendo el uso de los
plaguicidas sintéticos. Se hace por lo tanto necesario contar con
opciones, entre las cuales una posibilidad son los productos naturales
derivados de plantas (“plaguicidas botanicos™).

El arbol de Paraiso, Melia azedarach L. es nativo de Persia, India
y China, pero naturalizado en Africa, Australia y las Américas. El uso
de esta especie ornamental con fines medicinales ha sido previamente
estudiado (Chinese Pharmacopeia, 2005; Everist, 1974; Hurst,
1942; Watt et al., 1962). Ademas, esta especie ha mostrado poseer
actividad anti-insecto. Han sido descritas propiedades deterrentes de
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oviposicion e ingesta, reduccion del crecimiento y toxicidad contra
diferentes especies de Lepidopteros, Coleopteros (Carpinella et al.,
2006) y Dipteros (Coria et al., 2008), no solamente en sus extractos
crudos, sino también de algunos constituyentes puros.

Este estudio tuvo como objetivo determinar la actividad anti-
insecto de extractos organicos de frutos de M. azedarach de
especimenes uruguayos y elucidar las estructuras de los compuestos
activos.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Los frutos maduros de M. azedarach fueron colectados en
Montevideo, Uruguay, en julio de 2008. Fueron secados durante 48 —
72 h a 40 °C antes de la molienda y extraccion.

Extraccion y aislamiento

Los frutos secos (716 g) fueron molidos y extraidos con hexano en
caliente (1300 mL, temperatura ambiente, x 3) antes de la maceracion
etandlica (1300 mL etanol, temperatura ambiente, 24 h, x 3). El
extracto etandlico de frutos (EE frutos) fue concentrado y disuelto
en metanol/agua (95:5), para ser particionado con hexano y luego
acetato de etilo (AcOEt). El extracto AcOEt (8,8 g) fue fraccionado
por cromatografia flash, eluyendo con AcOEt, de lo que se obtuvieron
8 fracciones. Las fracciones 2 y 3 (4,3 g) fueron sometidas a otra
cromatografia flash eluida con cloroformo/acetonitrilo desde 6:1 a 6:2
para obtener 14 fracciones (F1 - F14).

De la fraccion 4 (0.57 g) fueron aislados: 3 (1 mg), 4 (<1 mg)y 5
(< 1 mg) y de las fracciones 5-7 (1.14 g) fueron aislados: 1 (27 mg),
2 (3.7 mg), 5 (5 mg) y otras fracciones que mostraron ser mezclas
de aquellos compuestos, asi como los mismos en bajo grado de
pureza (ej.: mezcla 5+3); se realizaron sobre todos ellos analisis de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) mono y bidireccionales y de
Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (EM).

Asimismo, fue obtenido un extracto etanodlico de frutos y
fraccionado, siguiendo un protocolo muy similar al anteriormente
descripto. En esa instancia se obtuvo un extracto rico en limonoides
(E lim); los estudios en TLC, HPLC y RMN mostraron una alta
concentracion de este tipo de compuestos.

Colonias de insectos

Los adultos de Epilachna paenulata Germar (Coleoptera:
Coccinellidae) (especialista en cucurbitaceas) fueron mantenidos
sobre plantas de zapallo (Cucurbita pepo L.) bajo condiciones
controladas de temperatura (20 £ 2 °C) y fotoperiodo (14L:100)
(Luz:Oscuridad) (Bellomo et al., 2009). En el caso de Nezara viridula
(Hemiptera: Pentatomidae), ninfas y adultos fueron mantenidas por
separado, alimentados con chauchas y germinadores de lentejas, a
25+ 1 °C, > 70 % humedad relativa ambiente y con un fotoperiodo
controlado (16L:80). Ambos insectos fueron criados y utilizados en el
Laboratorio de Ecologia Quimica, Uruguay.

Las larvas de Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera:
Noctuidae) (generalista) fueron mantenidas con dieta artificial
(Poitout et al., 1974) a 25 £ 1 °C, > 70 % humedad relativa ambiente
y fotoperiodo controlado (16L:80). Los adultos de Rhopalosiphum
padi L. (Hemiptera: Aphididae) (especialista en gramineas) y de
Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae) (generalista) fueron
mantenidos sobre plantas de Hordeum vulgare L. a 20 £ 1 °C y
Capsicum annuum L. a 25 + 1 °C, respectivamente. Ambas colonias
a > 70 % humedad relativa ambiente y con fotoperiodo controlado
(16L:80). Estos tres insectos fueron mantenidos y utilizados en
Instituto de Ciencias Agrarias de Madrid, Espaiia.

Bioensayos

Los bioensayos con insectos masticadores (E. paenulata y S.
littoralis) se realizaron en placas de Petri (9 cm X 1 cm) cubiertas
con agar (2 %). A los insectos se les ofrecid, luego de hambreados
por 3 h y en forma individual, cuatro discos de hojas (1 cm2) de
su planta hospedera (C. pepo y C. annuum para E. paenulata y S.
littoralis, respectivamente). Dos de los discos (T) se trataron con 100
ng del extracto o 50 pg de los productos puros (10 pL de una solucién
metandlica al 10 % o 5 %), y los otros dos (C) con 10 pL de metanol.
Se realizaron 10-15 réplicas para adultos de E. paenulata (5 a 10
dias de edad) y 6 réplicas para larvas L4 de S. littoralis (cada réplica
consistio en una placa con un insecto y los cuatro discos de hojas). Se
registraron visualmente —en intervalos de 1/16— el area consumida de
discos en cada placa y luego fue calculado un indice de Preferencia
usando la formula: IP=(C - T)/(C + T), donde C y T son las cantidades
consumidas de control y tratado (Bellomo et al., 2009) tras 3 h de
ensayo o cuando habia sido consumido el 75% de uno de los casos.

Los bioensayos con afidos (M. persicae y R. padi, 20 réplicas de
10 afidos cada una por especie de insecto) fueron realizados en cajas
(3 x 3 x 1.5 cm) cubiertas con agar (2 %) que contenian dos trozos de
hojas (1 cm2) de las plantas hospederas (C. annuum y H. vulgare para
M. persicae y R. padi, respectivamente) sobre una de las cuales se
habia aplicado previo al ensayo el extracto (T, 100 pg/cm2), y sobre la
otra la misma cantidad de disolvente (metanol, 10 uL, C). En cada caja
se colocaron 10 afidos, y se registr6 el porcentaje de afidos asentados
en la superficie de cada hoja luego de 24 h, de acuerdo a lo reportado
en trabajos anteriores (Castillo et al., 2009; Guitiérrez et al., 1997).
“Asentados” fueron posados quietos sobre las hojas. Dado el tamaiio
tan pequeflo de estos insectos no se puede constatar visualmente si se
estan alimentando o no, pero se sabe que si se posan es porque han
pasado por las primeras etapas de seleccion de la comida, y que una vez
posados (cuando la deteccion periférica ha funcionado como elemento
decisorio positivo) el siguiente paso corresponde al comienzo de los
comportamientos estereotipados que llevan a la ingesta. Un indice de
Preferencia se calculd como IP = (%C - %T)/(%C + %T), donde % T
y % C son los porcentajes de afidos asentados en las superficies T y C.

El bioensayo de toxicidad contra chinches fue realizado en
viales cilindricos de vidrio cuyas paredes fueron empapadas con las
soluciones etanolicas a testar (N = 5 para cada caso), siguiendo las
directivas de “The Insecticide Resistance Action Committee” (IRAC,
2006). Luego de evaporado el disolvente se introdujo un adulto en
cada vial y se registro la sobrevivencia de los mismos a las 24 y
48 h. Se utilizé viales empapados en etanol como control negativo
y viales empapados (6,3 x 10 mg/cm?) en solucion de Engeo 247 C
(Thiametoxam 14 g - Lambdacihalotrina 14:11 % p/v) como control
positivo. Fueron testadas varias concentraciones de EE frutos y E lim;
25 mg/cm? y 0,6 mg/cm? fueron las mayores cantidades testadas en
uno y otro caso.

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos de los bioensayos fueron analizados por Test
de Rangos de Wilcoxon (nivel de significancia: p < 0,05). En el caso
de los ensayos con afidos, las réplicas donde menos de 5 afidos se
asentaban no fueron consideradas.

Resultados y Discusioén

En la Figura 1 se muestran las estructuras elucidadas de los
compuestos aislados (1 a 5) del extracto etandlico de frutos de M.
azedarach.
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Figura 1. Compuestos aislados del arbol del Paraiso: 1: 21a-metilmelianodiol; 2: 21B-etilmelianodiol; 3: 1-O-Detigloyl-1-O-cinnamoylohchinolal;

4: 1-O-Detigloyl-1-O-benzoylohchinolal; 5: Ohchinolal.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de actividad del extracto
etanolico bruto, el extracto rico en limonoides y los compuestos puros
testados.

Esperies de insectas
Imidice de preferencia (IF &= EX)
W, gerione R, g & faromail I peten i
EE firores GAd 1 RN LEES R G303
E lim B&%+01" 1% 0068 100+ 0004 | 008+ 002
B R T FERCIE 3 L 104
3 0201 e EOFEy 0302 D90l
5 D202 i §08S 40T 0,703
L+3 |:||£l.l'| aix01 § 093 0o 10 & 0

Tabla 1. Actividad del extracto bruto, E lim y compuestos aislados
contra los insectos testados.

Los estudios de RMN y EM revelaron que 1 correspondia a 21
a-metilmelianodiol, el andlogo metilado de melianodiol, compuesto
completamente elucidado estructuralmente por Puripattanavon et
al. (2000), cuando lo aisléo de la melidcea Aglaia andamanica. 1
fue aislado, previo a este trabajo, de Cedrela silensis (Meliaceae)
(Mitsui et al., 2007), asi como de Poncirus trifoliata (Rutaceae) (Xu,
2008), pero nunca de nuestro arbol del Paraiso. Asimismo, 2 resultd
ser un compuesto con un esqueleto principal idéntico a 1 pero que
presenta un sustituyente etoxilo en lugar de metoxilo en la posicion
21, orientado éste en posicion P en lugar de a: 21 B-etilmelianodiol.
2 tampoco habia sido antes reportado para esta especie vegetal. El
analisis de los espectros de RMN y MS revel6 que los compuestos
3-5 resultaron ser: 1-O-Detigloyl-1-O-cinnamoylohchinolal,
1-O-Detigloyl-1-O-benzoylohchinolal y ohchinolal, los cuales
habian sido aislados de este arbol anteriormente (Zhou et al., 2004;
Fukuyama et al., 1983).

El extracto bruto de frutos de Paraiso mostrd deterrencia
frente a ambos insectos generalistas, pero fue inactivo frente a los
especialistas (Tabla 1). Dadas las diferencias en habitos alimenticios
de insectos especialistas y generalistas, con frecuencia se espera que
los generalistas muestren mayor tolerancia a metabolitos secundarios
de plantas que los especialistas. En el caso de este extracto, al ser
testado contra los cuatro insectos modelo, se observo lo contrario.
Una explicacion probable para este hecho es que los insectos
especialistas a lo largo de la evolucion no han desarrollado receptores
que les indiquen el estimulo negativo que significan estos metabolitos

secundarios para los generalistas. El extracto de limonoides mostrod
mayor actividad que el crudo frente a los generalistas y ademas fue
activo contra los especialistas, revelando deterrencia absoluta contra
E. paenulata. Los limonoides son compuestos que se encuentran
presentes en varias especies de Meliaceas y han demostrado poseer
actividad anti insecto (Murray, 2001); es esperable, entonces, que un
extracto rico en este tipo de productos naturales sea mas activo que el
extracto bruto. Ni el EE frutos ni E lim mostraron toxicidad contra los
adultos de N. viridula (resultados no mostrados).

Los compuestos 1, 3 y 5 resultaron ser inocuos frente a los
afidos cuando se testaron individualmente, pero algunos de ellos
retuvieron la actividad contra los insectos masticadores. Este fue el
caso de 3 y 5; 3 fue activo solamente frente al especialista, aunque
mostrando actividad al ser testado como mezcla 3/5 (1:1). Esto y la
fuerte actividad de E lim expresan que puede existir cierta sinergia
entre estos compuestos frente a la accion contra los insectos testados.
Asimismo, la inocuidad frente a los afidos puede deberse a que el
estimulo negativo que necesitan este tipo de insectos para rechazar
el alimento se encuentre en algun otro paso del complejo proceso de
seleccion del hospedero que involucra tanto estimulos quimicos como
fisicos (Powel et al., 2006), que no estan siendo investigados en los
bioensayos realizados en este estudio.

Conclusiones

En sintesis, 1, 2, 3, 4 y 5 fueron aislados del extracto de frutos
de Paraisos locales (1 y 2 aislados por primera vez de esta especie
vegetal), presentando diferentes patrones de actividad contra insectos
modelo que, en su mayoria, habian mostrado sensibilidad a un extracto
rico en todos estos compuestos juntos. Estos compuestos no habian
sido testados nunca antes contra los insectos utilizados en este trabajo.
Asimismo, el extracto bruto de frutos de este arbol present6 actividad
frente a dos de los insectos testados.
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Resumen

El objetivo de la produccion citricola de la regién de Salto Grande es obtener fruta para consumo fresco. No existen a nivel
nacional productos industriales derivados de la biotransformacion de jugo de naranja. En este trabajo se sometieron “vinos de
naranja” a una segunda fermentacion en botella adaptando el método “champenoise” para obtener un “espumante de naran-
ja”, estudiando asi su factibilidad técnica. Se elabor6 vino base, con jugo de naranja var. Valencia, inoculado con pie de cuba
adaptado al medio. Se preparo licor de tirage con levaduras del género Saccharomyces, sacarosa y coadyuvantes de clarificacion.
Se distribuy6 el vino con el licor en botellas resistentes a la presion, se taparon con opérculos y tapa corona, se dispusieron hori-
zontalmente en oscuridad a temperatura controlada. Finalizada la segunda fermentacion se desarrollé la crianza, se dispusieron
en pupitres para remover las borras, se realizé el degiielle, se adicion6 con licor de expedicion preparado con vino de naranja
afiejado y azicar y se procedio al cierre con tapon de corcho y mordazas de metal. El “espumante de naranja” presenté 6,5 atm
de presion, 13,27+0,52 %v/v de alcohol; pH=3,46+0,04; acidez=9,39+0,04 g de acido Citrico/l.

Palabras clave: Biotransformacion, variedad Valencia, método champenoise.

Abstract

The aim of citrus production in the Salto Grande region is fruit for the fresh market. There are no industrial products derived
from biotransformation of orange juice in Argentina. The objective of this study was to obtain an orange sparkling wine from
“orange wine”, by a second fermentation in bottles —as stated in traditional “champenoise” method— and study its technical fea-
sibility. Orange base wine was prepared from orange juice inoculated with started culture adapted to the environment. Tirage
liquor was prepared with Saccharomyces yeasts, sucrose and aids. The wine with the liquor tirage was distributed in pressure
resistant bottles and capped with crown caps. The bottles were arranged horizontally in a dark cellar room and kept at controlled
temperature. Once the second fermentation was finished, the aging process was developed, the bottles were riddled to facilitate
settling of the yeast lees to the neck of the bottles, and disgorgement was performed. The wine supplemented with dosage liquor
prepared with aged orange wine and sugar. Then the bottles were closed with corks and metal jaws. The orange sparkling wine

contained 6,5 atm pressure, 13,27+0,52 %v/v alcohol; pH=3,46+0,04; acidity=9,39+0,04 g Citric acid/l.
Keywords: Biotransformation, Valencia variety, Champenoise method.

Introduccion

La cadena citricola de la region
de Salto Grande

En la regién de Salto Grande la produccion citricola es una
actividad econémica muy relevante, que comenz6 a desarrollarse en
la década del 50 y actualmente representa el 42,77 % de la actividad
citricola regional; se desarrolla en una regién agro econdémica de 30
km (oeste — este) de suelos arenosos sobre la costa del Rio Uruguay, se
inicia al norte del departamento Coldn en Entre Rios, se extiende hacia
el norte por los departamentos Concordia y Federacion, siguiendo
hasta el departamento Monte Caseros en la provincia de Corrientes,
y en Uruguay en los departamentos de Salto y Paysandi. La cadena
citricola de Entre Rios esta formada por:

* Produccion primaria, desde la plantacion hasta la obtencion de la
fruta en condiciones de ser cosechada.

» Etapas secundarias: cosecha, transporte a empaque, procesos de
acondicionamiento, conservacion y transporte de la fruta a mercados
mayoristas o puertos; industria: compuesta por la industria elaboradora
de jugos y derivados, obtencion de aceite esencial, de elevado valor
agregado, que se utiliza en la industria alimenticia, cosmética y de
limpieza.

Los actores principales en la cadena citricola regional incluyen
los viveristas, productores, empacadores (mercado interno y externo),
las industrias de jugos y derivados. En otro nivel de analisis aparecen
los proveedores de insumos, las empresas de servicio de cosecha
y acondicionamiento, las empresas proveedoras de camaras de
desverdizado, de fumigacion, frio y transportistas, fabricas de envases
(aserraderos, cajoneros), etcétera.

También existe un entramado institucional especifico de apoyo
a la cadena, como camaras de productores y empacadores locales
(Concordia, Federacion, Chajari, Villa del Rosario) nucleados a nivel
provincial en la Federacion de Citrus de Entre Rios (Federcitrus),
camaras vinculadas a otros eslabones de la cadena y con jurisdiccion
mayor a la provincia, como la Asociacion de Viveristas del NEA y la
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Céamara de Exportadores del NEA.

Desde ciencia y tecnologia se cuenta con INTA, Estacion
Experimental Agropecuaria Concordia (y sus Agencias de Extension
Rural de Chajari y Concordia), y la Facultad de Ciencias de la
Alimentacion de la UNER (Universidad Nacional de Entre Rios), con
cierta especializacion en la actividad, que aportan en la investigacion y
servicios en temas como determinacion de plaguicidas, recubrimientos
comestibles, biotecnologia, entre otros. A nivel interinstitucional
el Polo Tecnolodgico de la Region de Salto Grande tiende a articular
actividades de ciencia y tecnologia y las actividades productivas (Diaz
Vélez, 2010).

El objetivo principal de la citricultura de la provincia es la
produccion de fruta para consumo fresco, el destino a industria es
secundario o mas bien un subproducto. El sector industrial cuyo
componente fundamental es la produccion de jugos concentrados
y derivados es complementario a la produccion de fruta fresca y
habitualmente la fruta procesada en industria no supera el 20 % del
total de produccion (Vera et al., 2007). El volumen de produccion
de citricos en Entre Rios representa aproximadamente el 30 % de la
produccion nacional. De la produccion de citricos de Entre Rios, un
15-18 % es destinado a exportacion como fruta fresca. Existen en la
region citricola de Entre Rios 14 empaques dedicados a exportacion, el
14,5 % del total del pais, mientras que hay 368 empaques que destinan
su produccién al mercado interno. Estos representan el 78,3 % del
total de empaques de mercado interno argentino (Federcitrus, 2011).
Estos empaques de mercado interno integran gran parte de la cadena
citricola, ya que los mismos actores son productores, empacadores,
transportistas y comercializadores en la etapa mayorista.

La nocion de agregar valor se presenta como mecanismo de
aumentar las rentas y de retenerlas en el dmbito de la economia
local, donde se encuentra la produccion primaria (Wilkinson, 2003).
En el caso de los specialities (productos diferenciados de alto valor
unitario que son elaborados con técnicas apropiadas que en muchos
casos resaltan su caracter personal y/o artesanal), la competitividad
se basa en poder ofrecer un producto casi Ginico con el maximo nivel
de calidad posible para su venta en canales apropiados y claramente
identificados (Tito y Cattaneo, 2000).

Son conocidos los vinos de frutas, en particular los de naranja,
como productos regionales, elaborados de manera artesanal, pero no
se han registrado a nivel industrial nacional productos derivados de la
biotransformacion de jugo de naranja.

En este contexto en la Facultad de Ciencias de la Alimentacion
se ha desarrollado y caracterizado el llamado “vino de naranja”
(Ferreyra, 2006; Schvab, 2006), obtenido por biotransformacion de
jugo de naranja.

Los espumantes son bebidas alcoholicas obtenidas a partir
de vino base sometido a una segunda fermentacion. El término
“champagne” con Denominacion de Origen Controlada (DOC) es
una marca protegida legalmente por el Tratado de Madrid (1891) y
confirmado en el Tratado de Versalles después de la Primera Guerra
Mundial. Se refiere Unicamente a vino espumoso producido en su
region homodnima, y sus estandares son definidos por una Appellation
d’Origine Controlée. En Espafia el producto obtenido aplicando el
método tradicional se conoce con denominacion de origen “Cava”
(reglamentada por BOE 189278:37587-93, 1991); en Italia se produce
de manera similar el “prosecco”. En el Codigo Alimentario Argentino
(Ley 18284/69, Decreto 2126/71), Art. 1099, se definen los vinos
espumosos o espumantes.

En Argentina, aunque la produccion de estos vinos espumantes
es menor comparada con la de los vinos (representan 1,6 % de la
produccion mundial de vinos), el impacto econémico para la industria
enoldgica es muy importante por el elevado valor agregado de la
mayoria de los espumantes (Pozo-Bayoén et al., 2009).

El aumento de la demanda durante los Gltimos afos se relaciona
con los precios mas accesibles y con una mejor calidad de las marcas
de menor valor. Ademas, una oferta mas variada en sabores dulces y
secos permitié captar nuevos consumidores. La produccion nacional
de champafia crecidé 122 % en el periodo 1990-1996, esto equivale
a una tasa promedio anual del 20 %. El aumento en los niveles de

produccion a partir de 1991 coincide con la recuperacion del sector
vitivinicola que se incliné a la elaboracion de productos con alto valor
agregado.

Elaboracion de espumantes

Los espumantes se clasifican, segun las diferentes tecnologias de
produccion, en vinos espumantes fermentados en botellas y aquellos
fermentados en grandes cuvée o granvas.

El método de cuvée o granvas consiste en fermentar el vino base
en tanques herméticamente sellados durante al menos 20 dias antes
de ser transferidos a las botellas, con lo que se ahorran costosas
manipulaciones. Algunos vinos italianos, como Lambrusco y Asti, se
producen por este medio.

En 1916 se ide6 otro sistema para elaborar espumosos en grandes
cantidades, el procedimiento llamado Charmat, que se realiza en
grandes recipientes o cubas, como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema de obtenciéon de espumantes por el método
Charmat

El vino base es encubado en el primer recipiente, donde es
envejecido artificialmente por calentamiento. Mas tarde se transvasa
a una segunda cuba, en la que se le aiaden las levaduras y el licor
azucarado para que fermente durante 10 o 15 dias. En la tercera cuba
se clarifica por refrigeracion. Por tltimo, desde la cuarta cuba se filtra
y se embotella, manteniendo todo el proceso en condiciones isobaricas
para conservar el diéxido de carbono formado.

El proceso de elaboracion segun el método tradicional o
champenoise (Figura 2) conduce a la obtencion de los espumantes
de mejor calidad. Consta de dos etapas claramente diferenciadas: la
elaboracion del vino base y la segunda fermentacion en botella.




62 -INNOTEC - No. 6 - 20l

REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

P

I'oma de espuma o
segunds lemmeniacion

WiD Dasa ernbofelamenio
iy -, Y
[ ]
- - - -
rang
¥ pupile
——
Poor ce
B

- m pvoducdo final

Figura 2. Esquema de obtenciéon de espumante por el método
champenoise.

Las caracteristicas recomendadas para un vino base de uva
apropiado para la elaboracion de espumantes, segun la norma
BOE189278:37587-93,1991 son las siguientes:

Graduacion alcohdlica adquirida: minima 9,5%(v/v); maxima
11,5% (v/v)

Acidez total minima 5,5 g/L

Acidez volatil total (en 4cido acético) inferior a 0,50 g/L

pH: minimo 2,8-méaximo 3,3

Resulta cada vez mayor la necesidad de contar con tecnologias
alternativas para generar productos innovadores, de creciente demanda
por los consumidores, con mas valor agregado e identidad local,
teniendo en cuenta el concepto de specialities. Surge asi la idea de
someter a los vinos de naranja a una segunda fermentacion en botella,
adaptando el tradicional método champenoise y obtener asi un vino
espumante de naranja.

El desarrollo de este nuevo producto se plantea como factible
técnicamente, lo que permitiria la generacion de nuevos puestos
de trabajo y el posicionamiento del sector citricola en mercados
emergentes.

Materiales y Métodos

Para la obtencion del vino base de naranja se selecciond la
variedad Valencia Late, por sus condiciones sapido aromaticas y alto
rendimiento en jugo. La naranja Valencia Late utilizada en este trabajo
se cosechod en noviembre de 2009 en Optimas condiciones fisiologicas.

Obtencion del vino base de naranja

La vinificacion comenzé con la extraccion del jugo de naranjas
en extractora FMC modelo FS BR 1, el cual se recogio en tanque de
acero inoxidable donde se sulfito con KHSO, (150 ppm) para evitar
el desarrollo de levaduras non Saccharomyces. Se realiz6 tratamiento
enzimatico para clarificar el jugo, con enzimas Rheopect (20 ppm).
Luego de la inactivacion enzimatica se dejo decantar y se trasegé el
jugo clarificado, se ajustd la concentracion de azlcar con sacarosa,
hasta 15°Brix. La cantidad de azucar necesaria para alcanzar 9-10° GL
se agregd en varias etapas para evitar el efecto inhibitorio osmético
sobre las levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae: al preparar
el mosto, a las 24 horas y luego del primer trasiego. El método que se

uso para la fermentacion fue el agregado de un pie de cuba que se
preparé a partir de jugo de naranja adicionado de nutrientes para el
desarrollo de la biomasa (Ferreyra, 20006).

El jugo se distribuyo6 en damajuanas de vidrio oscuro de 25 litros,
donde se inoculd con el pie de cuba, se cubrieron las damajuanas
con torundas de algoddon y se mantuvieron en aerobiosis durante 24
horas para desarrollo de biomasa. Se agregd nuevamente sacarosa y
se colocaron los tapones hidraulicos, dando comienzo a la etapa de
fermentacion tumultuosa; la temperatura de la camara se mantuvo
a 151 °C durante todo el proceso. Finalizada la fermentacion
tumultuosa se efectud el primer trasiego por decantacion natural. Se
realizd un nuevo agregado de azicar y nuevamente se sellaron las
damajuanas con los tapones hidraulicos. El proceso fermentativo
continuo hasta agotamiento de los azticares. A los 30 dias se filtraron
los vinos con filtros de celulosa y se obtuvo asi el vino base de naranja.

Segunda fermentacion

La segunda fermentacion, por adaptacion del método Champenoise
(Figura 1), comenzo con la preparacion del licor de tirage en vino base
adicionado de un cultivo de levaduras del género Saccharomyces, de
manera tal que la poblacion fue superior a 4 x 10° células viables /mL,
la cantidad necesaria de azicar para obtener una presion de CO, no
mayor a 6 atm a 15 °C (aprox. 4-4,3 g/l para producir 1 atm a 10 °C),
nutrientes y coadyuvantes de clarificacion. Se ensayaron diferentes
concentraciones de bentonita: 0,2g/1y 0,5 g/1.

Se mezcld el licor con el vino base y se llenaron las botellas
resistentes a la presién con agitacion para favorecer la presencia de
oxigeno en la mezcla; se taparon con opérculos y tapa corona.

Las botellas se dispusieron en rima para la toma de espuma, a
temperatura de camara de 15 °C = 1 °C y al resguardo de la luz. Para
asegurar el contacto de las levaduras con la masa del liquido durante
esta etapa de fermentacion se aplico movimiento de “clavas” a las
botellas, que consiste en una agitacion manual vigorosa, hacia atras
y adelante, tomando la botella del cuello y girando su posicion una
media vuelta cada dia.

Una vez finalizada la segunda fermentacion comenzoé la crianza
del espumante. Las levaduras inactivadas por el gas acumulado y el
agotamiento del azicar se depositaron en el fondo. Al cabo de 9 meses
las botellas se dispusieron en pupitres de madera para la remocion de
las borras hacia el cuello. Diariamente se les aplic6 un movimiento
giratorio de 1/8 de vuelta en sentido horario hasta completar
dos vueltas y luego en sentido antihorario % de vuelta cada dia hasta
completar dos giros. El pupitre se desplazd paulatinamente hasta que
las botellas finalmente quedan en punta (de cabeza). Cuando el liquido
se observo limpido se procedio al degiiclle de las botellas, etapa que
se realizo en instalaciones de una bodega comercial.

Las botellas, previamente enfriadas en heladera, se sumergieron
en un bafio de solucién incongelable (etilenglicol al 45 %) a una
temperatura de -25 °C. Al quitar la tapa corona se expulsaron los
opérculos arrastrando las borras acumuladas, se complet6 el volumen
de las botellas con el denominado licor de expedicion, preparado con
vino de naranja afiejado y azucar. Se utiliz6 cantidad de azlicar para
lograr una concentracion en botella: de 25 g/L y obtener un espumante
de la categoria demi-sec; otra fraccion de botellas sin agregado de
azucar obteniendo un espumante tipo extra brut. Por tltimo se procedio
al cierre definitivo de las botellas con tapon de corcho y mordazas de
metal.

Parametros enologicos en vino base de naranja
y en espumante

Para caracterizar el vino base de naranja y el espumante se
determinaron los siguientes parametros enologicos:

- Graduacion alcoholica: por aerometria (segiin técnica MA-E.
AS312-01-TALVOL, O.L.V,, 2009).

- pH: potenciométricamente (pHmetro BOECO BT- 500).
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- Solidos solubles: Con refractometro ATAGO modelo DTM-1,
expresados en °Brix.

- Sacarosa, glucosa y fructosa: método enzimatico (Boehringer
Mannheim/Biopharm, kit # 0716260), expresados como g/100 mL.

- Acidez total: por titulacion (AOAC, 1984), determinada como
acido citrico anhidro y expresada en g/L).

-Color: se determind sobre muestras centrifugadas 5 min a 4000
rpm mediante la medida de las absorbancias a 450, 520, 570 y 630
nm en espectrofotometro (Shimadzu UV 1603), paso de luz 10 mm,
para obtener los parametros CIELab (L*, a*, b*) y se procesaron
con programa MSCV (Grupo de color, Universidad de La Rioja-
Universidad de Zaragoza; Ayala et al., 2001).

Resultados y Discusion

Se procesaron 200 kg de naranjas, el rendimiento en jugo fue del
51 %y se obtuvieron 71 litros de espumante de naranja.

El vino base de naranja presento las caracteristicas mostradas en
la Tabla 1:
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Tabla 1. Parametros enoldgicos del vino base de naranja.

El vino base presentd caracteristicas similares a las requeridas
para un vino base de uva: producto de sabor y aroma marcadamente
afrutado. Se considerd apropiado para la elaboracion del espumante.
Podra obtenerse un vino base con menor graduacion alcoholica para
obtener un espumante mas suave, ya que el proceso de segunda
fermentacion aumenta hasta 1,5 % el contenido de alcohol.

En el sentido estrictamente quimico un vino espumante es una
solucion hidroalcoholica sobresaturada en CO, que contiene una
gran diversidad de moléculas, desde las mas sencillas, producto de la
fermentacion, hasta las mas complejas, liberadas al medio por la lisis
celular durante el proceso de envejecimiento.

Es fundamental que la fermentacion se realice a temperaturas
controladas y no superiores a los 16 °C, para conducir a una mejor
toma de espuma, es decir, una mejor integracion del anhidrido
carbonico en el liquido en el que se desprende y, por lo tanto, una
mejora del «perlaje» por finura de la burbuja y por persistencia
superior del fenomeno. De formarse burbujas mas gruesas en la copa,
al ser mas inestable la union del CO, con el vino, serdn efimeras. Los
aromas también estan muy influenciados por la temperatura a la que
se realiza la fermentacion.
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Tabla 2. Parametros enoldgicos del espumante de naranja.

Se ensayaron dos dosis de bentonita en el licor de tirage y los
parametros cromaticos mostraron los resultados expresados en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Parametros de color en vino base y espumantes de naranja

Al cabo de los 9 meses de crianza en el espumante de naranja
se observo intensa formacion de burbujas aunque de tamafio pequefio
y poca estabilidad del collar de espuma. La formacion y liberacion
de burbujas al servir una copa de vino espumante fascina a los
consumidores desde los tiempos de Dom Perignon. La efervescencia
(del Latin fervere, hervir) de estos vinos es adquirida exclusivamente
durante la segunda fermentacion y puede definirse como la progresiva
liberacion de burbujas a través del medio liquido, que se genera al
descorchar una botella de espumante.

Otros aspectos como el sabor y el aroma desempefian un papel muy
importante, pero son la efervescencia y la persistencia de la espuma los
atributos particulares de los vinos efervescentes y, por tanto, presentan
una importancia capital en su evaluacion organoléptica (Pozo-Bayon
et al., 2009; Moreno-Arribas et al., 2000; Obiols et al., 1998). Uno de
los factores que mas afectan las caracteristicas visuales de los vinos
espumantes es la persistencia de la espuma (Marchal, Bouquelet &
Maujean, 1996). La formacion de un collar estable de burbujas es
considerada por los consumidores como un criterio muy importante de
calidad (Brissonet y Maujean, 1993). Por otro lado, la efervescencia
y la espuma no son Unicamente atributos visuales ligados a la belleza
de un vino, sino que influyen de manera significativa sobre las
sensaciones que se perciben en el paladar (Vanrell, 2007); el tamafio
de las burbujas puede afectar la liberacion de aromas y la percepcion
en boca (Liger-Belair, 2005).

Los componentes que afectan la formacién y estabilidad de
las burbujas son liberados al medio durante la etapa de crianza del
espumante. Consecuencia de esta ruptura y fragmentacion del material
celular son liberadas al espumante moléculas de distinta naturaleza,
que afectan a su equilibrio coloidal, estructura, estabilidad de color
y perfil aromatico, con importantes repercusiones organolépticas.
Las moléculas mayoritariamente liberadas se pueden clasificar
como procedentes del interior celular: nucledtidos y nucledsidos (se
comportan como agentes de flavor), aminoacidos y péptidos (actiian
como precursores de aromas, algunos pueden presentar sabores dulces
0 amargos y juegan un importante papel como activadores de la
fermentacion malolactica); o bien de las paredes celulares: Glucanos
y manoproteinas presentan interacciones con volatiles aromaticos,
tienen un importante papel en la modificacion de la estructura y
densidad en boca y actiian como coloides protectores estabilizando
la materia colorante. Un periodo mas prolongado en contacto con las
borras, ademas de favorecer el desarrollo del bouquet, podra mejorar
las caracteristicas de la espuma.

La espuma se debe caracterizar y relacionar con caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales. Actualmente se esta trabajando mediante
técnicas cromatograficas (GC-MS y GC-O) en la construccion del
perfil aromatico del “vino base de naranja” y “espumante de naranja”
y en la construccion del perfil sensorial por medio de ensayos con
consumidores. Se estudiaran las caracteristicas de la espuma en base a
técnicas de analisis de imagenes digitales en movimiento. Este método

INNOVA 2011
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de naranja a una segunda fermentacion en botella. Los pardmetros « TITO, G.; CATTANEO, C. Produccion de alimentos sanos a pequeiia

evaluados de este nuevo producto nos alientan a seguir ajustando escala, comercializacion y limitaciones reglamentarias: elementos para

variables de proceso y caracterizarlo de manera mas detallada  un andlisis del tema. Buenos Aires: PSA-PROINDER, 2000.

(formacioén de espuma, correlacion entre propiedades fisicoquimicas * VANRELL, G.; CANALS, R.; ESTERUELAS, M.; FORT, F.; CANAS,

y sensoriales), a fin de optimizar el proceso y obtener un producto de J.M.; ZAMORA, F. Influence of the use of bentonite as a riddling agent

6ptima calidad. on foam quality and protein fraction of sparkling wines (Cava). En:
Food Chemistry. 2007, 104:148-155.
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imi América Latina. En: ALACEA. VII Congreso Internacional ALACEA,
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El “espumante de naranja” se presenta como una alternativa
potencial a desarrollar para agregar valor a la produccion primaria de
citricos de la region.

A las empresas Litoral Citrus y ECA S.A. de Concordia (Entre
Rios) y Bodegas Calvinor (Bella Unién, Uruguay) por su aporte
en materia prima y recursos tecnologicos. Al grupo de la seccion
Enologia de la Facultad de Quimica, Universidad de la Republica, por
sus consejos y generosos aportes en el conocimiento del vino.

Referencias

* AOAC INTERNATIONAL. Official Methods of Analysis of AOAC
International. 14va ed. Gaithersburg: AOAC, 1984. Official Method
9.135.

« AYALA, F.; ECHAVARRI, J.F; NEGUERUELA. A L. Programa MSCV,
Grupo de color. La Rioja: Universidad de La Rioja; Universidad de
Zaragoza, 2001.

» Boletin Oficial del Estado 20 de Noviembre de 1991. Reglamento de
la Denominacién “Cava” y de su Consejo Regulador. Orden 14 de
Noviembre 1991 BOE n° 189278: 37587-93

* BRISSONET, F.; MAUJEAN, A. Identification of some foam-active
compounds in champagne wines. En: Am. J. Enol. Vitic. 1993, 42:97-
102.

* CODIGO ALIMENTARIO ARGENTINO. [En linea]. Buenos Aires:
Anmat, [s.d.]. [Consultado el 15 de diciembre de 2011]. Disponible en:
http://www.anmat.gov.ar/alimentos/codigoa/Capitulo XIII.pdf

+ DIAZ VELEZ, Rubén; VERA, Luis Maria. PEA de citricos 2010/2016.
Concordia: INTA EEA, 2010.

* FERREYRA, M.M. Estudio del proceso biotecnolégico para la
elaboracion de una bebida alcohdlica a partir de jugo de naranja.
Valencia: Universidad Politécnica de Valencia, 2006. (Tesis Doctoral)

* FEDERCITRUS. La actividad citricola Argentina, afio 2011 [En linea].
Federcitrus, 2011. [Consulta: 12 de noviembre de 2011] Disponible en:
http://www.federcitrus.org/actividad-citricola-2011.pdf

» LIGER-BELAIR, G. The physics and chemistry behind the bubbling
properties of champagne and sparkling wines: a state-of-the-art review.
En: J. Agric. Food Chem. 2005, 53(8):2788-2802

* MARCHAL, R.; BOUQUELET, S.; MAUJEAN, A. Purification and
partial biochemical characterization of glycoproteins in a Champenois
Chardonnay wine. En: Journal Agric Food Chem. 1996, 44:1716-1722.

« MORENO ARRIBAS, V.; PUEYO, E.; NIETO, F.J.; MARTIN
ALVAREZ, P.J.; POLO, M.C. Influence of the polysaccharides and the
nitrogen compounds on foaming properties of sparkiling wines. En:
Food Chemistry. 2000, 70:309-317.

* OBIOLS, J.M.; DE LA PRESA-OWENS, C.; BUXADERAS, S.; BORI,
J.L.; DE LA TORRE-BORONAT, M.C. Protocolo de evaluacion de la




iN DICE Abirached, Cecilia; 7, 28

ANnodn, Maria Cristina; 7

DE AUTORES Araujo, Ana Claudia; 24
Ayres, Carlos; 3
Burzaco, Patricia; 3
Capra, Gustavo; 11
Castro, Manuel; 51
Cayetano Arteaga, Maria Cristina; 60
Cian, Raul E,; 42
Cozzano, Sonia; 11
Crosa, Maria José; 3
del Castillo, Maria Dolores; 32
Diaz, Martina; 56
Drago, SilvinaR.; 42
Ferreyra, Maria M.; 60
Fradiletti, Florencia; 11
Garmendia, Gabriela; 47
Gioscia, Diego; 3
Gonzalez, Rolando J.; 42
Irisity, Mariana; 3
Jorge, Carolina; 51
Laborda, Alvaro; 51
Latorre, Karina; 28
Lopez, Tomas; 37
Maldonado, Laura; 28
Marquez, Rosa; 11
Martinez, Rosana; 11
Medrano, Claudia Alejandra; 7, 32, 28, 37
Miraballes, Iris; 37
Mombru, Alvaro; 37
Moyna, Patrick; 7
Panizzolo, Luis Alberto; 7, 24, 28
Pardo, Helena; 37
Pastorino, Natalia; 3
Repiso, Luis; 11
Rocha, Paula; 28
Rodriguez, Analia; 24
Rossini, Carmen; 56
Schopf, Gonzalo; 24
Schvab, Maria del Carmen; 60
Simé, Miguel; 51
Sobral, Pablo A;; 21
Stefani Leal, Andreina; 60
Taroco, Laura Vanina; 24
Vero, Silvana; 47
Wagner, Jorge R,; 21
Xavier, Maria de la Paz; 37



INDICE TEMATICO

A

Actividad antihipertensiva; 42, 44, 45
Actividad antioxidante; 32, 33, 42, 43, 44, 45
Aislado proteico de soja; 7, 8, 10, 28
Almacenamiento pulpa tamizada; 3

Antioxidante; 16, 18, 19, 28, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 41, 42, 43, 44, 45

Aptitud tecnolégica; 11,12, 14,17
Artrépodos; 51

B

Beta lactoglobulina; 37
Biotecnologia; 37 - 50
Biotransformacion; 60, 61
Buti; 3,4,5,6

C

Calidad carne; 11

Cerdos; 11,12,14,17,18,19

Cinética; 22, 28, 29, 30, 37, 38, 39, 40
Coalescencia; 9, 21, 28, 29, 30, 31, 40,
Composicion dieta; 11

Cremado; 7, 8,9, 10, 21, 22, 28, 29, 30, 31, 38, 39

D

Danbo; 24, 25, 26, 27

Desestabilizacion; 7, 28, 29, 30, 31, 37, 38, 39
Diversidad; 6, 51, 52,53, 54

E
Emulsificacion; 21
Epilachna paenulata; 56, 57

F

Floculacion; 21, 22, 23, 28, 29, 30, 31, 39
Fracciones nitrogenadas; 24, 25, 26
Fruto nativo; 3

G

Glicinina; 7, 8, 10, 32, 33, 34, 35
Glicinina de soja; 32, 33, 34, 35
Glicosilacién; 21, 22, 23, 38

H

Hemoglobina bovina; 42, 43, 44, 45
Hidrolisis enzimatica; 32, 42, 43, 45
Hidrolizados; 33, 34, 35, 42,43, 44,45

I
Impacto antropico; 51, 54
Innova 2011; 60 - 64

L
Limonoides; 56, 57, 58

M

Medio Ambiente; 51 - 59
Método champenoise; 60, 62
Myzus persicae; 56, 57, 59

(o]
Ocratoxina A; 47, 50

P
Paraiso; 56, 58
Péptidos antioxidantes; 32, 35

Produccién; 4,6,7,11,12,15,16, 17, 18, 24, 25, 27, 38, 42,48, 51, 52,
56,60, 61, 64

Propiedades quimicas y nutricionales; 3

Proteasas de Aspergillus oryzae (Flavourzyme); 32
Proteasas de Streptomyces griseus (PSG); 32
Proteinas de soja; 7, 21, 32,33

Protedlisis; 24, 25, 26, 27

Pulpa tamizada; 3,4, 5,6

Q
Queso; 19, 24, 25, 26, 27

R
Rhopalosiphum padi; 56, 57

S

Salames; 11,12,13,14,17,18,19
Seccion Nigri; 47,48, 50
Spodoptera littoralis; 56, 57

T
Tamano de particula; 8, 9, 21, 22, 29, 30, 31, 38, 40
Tecnologia Alimentaria; 3 - 36

Tofu; 21, 22,23

U
Ultrafiltracidn; 42, 43, 44, 45
Uva; 47, 48,49, 50, 60, 62, 63

Vv

Variedad Valencia; 60, 62
Vehiculo alimentario; 37

B-conglicinina; 7, 8,10, 33






INNOTEC

REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

Esta publicacion se termind de imprimir en Gréfica Mosca, en el mes de diciembre de 2011.
Depésito legal: 357502



