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Acerca de INNOTEC

INNOTEC es una revista cientifica arbitrada en modalidad
doble ciego, editada anualmente en Montevideo, Uruguay,
por el Laboratorio Tecnolégico del Uruguay (LATU) a través
de su Centro de Informacién Técnica y publicada en for-
mato papel y en versién digital en Open Journal Systems
(http://ojs.latu.org.uy).

Reune trabajos originales con un enfoque de rigor y ca-
lidad tedrica y metodolégica con el fin de contribuir a la
produccién sistematica de nuevo conocimiento cientifico
tecnoldgico. La transferencia de conocimiento y el inter-
cambio con la comunidad son objetivos prioritarios de
INNOTEC. Nuestra publicacién estd dirigida a investigado-
res, académicos, tecndlogos y estudiantes vinculados a los
campos tematicos que aborda y que responden a las areas
estratégicas de investigacion del LATU y del pais.
INNOTEC se encuentra indexada en las siguientes bases
de datos: Latindex, Google Académico, Fuente Académica
Premier de EBSCOhost y DOAJ.
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La distribucion de esta revista es gratuita. La coleccion
completa se puede consultar en linea en http://ojs.latu.
org.uy/index.php/INNOTEC/index

La version digital se distribuye bajo la modalidad de
acceso abierto, y los derechos autorales son protegidos
por Creative Commons (CC) Atribucién-NoComercial 3.0
Unported. Estas condiciones para la reproduccién total
o parcial de los articulos se aplican también en la versién
impresa de la revista.

Los conceptos y opiniones vertidos en los articulos pu-
blicados y el uso que otros puedan hacer de ellos son de
responsabilidad de sus autores.

INNOTEC - NUMERO 9 - Enero a diciembre 2014
ISSN 1688-3691

Titulo clave: INNOTEC

Titulo clave abreviado: Innotec

ISSN electrénico: 1688-6593
Titulo clave: INNOTEC (En linea)
Titulo clave abreviado: Innotec (En linea)

Centro de Informacién Técnica, LATU

Av. Italia 6201.Tel. (598) 2601 3724, ints. 1314y 1350
ditec@latu.org.uy

http://www.latu.org.uy

http://ojs.latu.org.uy


file://SERVIDOR/trabajo/LATU/LATU%20REVISTA%20INNOTEC/Preliminares/javascript:openRTWindow('http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/about/editorialTeamBio/20')
file://SERVIDOR/trabajo/LATU/LATU%20REVISTA%20INNOTEC/Preliminares/javascript:openRTWindow('http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/about/editorialTeamBio/685')
file://SERVIDOR/trabajo/LATU/LATU%20REVISTA%20INNOTEC/Preliminares/javascript:openRTWindow('http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/about/editorialTeamBio/8')
file://SERVIDOR/trabajo/LATU/LATU%20REVISTA%20INNOTEC/Preliminares/javascript:openRTWindow('http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/about/editorialTeamBio/684')
file://SERVIDOR/trabajo/LATU/LATU%20REVISTA%20INNOTEC/Preliminares/javascript:openRTWindow('http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/about/editorialTeamBio/669')
file://SERVIDOR/trabajo/LATU/LATU%20REVISTA%20INNOTEC/Preliminares/javascript:openRTWindow('http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/about/editorialTeamBio/117')
file://SERVIDOR/trabajo/LATU/LATU%20REVISTA%20INNOTEC/Preliminares/javascript:openRTWindow('http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/about/editorialTeamBio/686')
file://SERVIDOR/trabajo/LATU/LATU%20REVISTA%20INNOTEC/Preliminares/javascript:openRTWindow('http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/about/editorialTeamBio/687')
file://SERVIDOR/trabajo/LATU/LATU%20REVISTA%20INNOTEC/Preliminares/javascript:openRTWindow('http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/about/editorialTeamBio/2')
file://SERVIDOR/trabajo/LATU/LATU%20REVISTA%20INNOTEC/Preliminares/javascript:openRTWindow('http://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/about/editorialTeamBio/5')
http://manosanta.com.uy
mailto:ditec@latu.org.uy
http://www.latu.org.uy
http://ojs.latu.org.uy

Politica editorial LATU

La actividad editorial del Laboratorio Tecnolégico
del Uruguay (LATU) tiene como finalidad la difusién
en la comunidad académicay profesional uruguaya
de las investigaciones que apoyen el desarrollo de
tecnologias y modelos de gestion que aporten valor
a los procesos de innovacion.

Mision

Nuestra misién es la publicacion de trabajos ori-
ginales, con un enfoque de rigor y calidad tedrica
y metodoldgica, que contribuyan a la produccién
sistematica de nuevo conocimiento cientifico tecno-
légicoy al fortalecimiento de la presencia uruguaya
en redes regionales e internacionales. Es de interés
del LATU consolidar el campo de la documentacién
cientifica a nivel local mediante la creacién e inno-
vacion de productos editoriales.

Objetivos especificos

« Promover la publicacién de investigaciones de
excelencia en las areas de conocimiento estra-
tégicas de LATU, alineadas a su misién como
impulsor del desarrollo sustentable del paisy su
insercién internacional a través de lainnovacion.

« Posicionar a los autores, técnicos y colabora-
dores en las plataformas electrénicas interna-
cionales, estimulando su participacion en el
marco de un proceso de edicién arbitrado por
especialistas.

«  Contribuiral desarrolloy transferencia de tecno-
logias de innovacidn orientadas a la mejora de
procesos industriales, empresariales y sociales.

« Aportar y divulgar conocimiento cientifico de
calidad alos técnicos, académicos, investigado-
resy a la sociedad en su conjunto, tanto para la
efectiva transmision de las experiencias como
para el crecimiento profesional.

« Facilitar el intercambio y la creacién de nuevo
conocimiento entre instituciones.

Invitamos a los autores interesados en
publicar en INNOTEC a ingresar a nuestra
pagina en la plataforma Open Journal
Systems <http://ojs.latu.org.uy> 0 a contac-
tarse con el Centro de Informacién Técnica
de LATU a través del correo electrénico
ditec@latu.org.uy para recibir instruccio-
nes para el envio de articulos a nuestro
proyecto editorial.

SUMARIO

Instruccionesalosautores.. . .. ... ... e 4

Indicede autores . . .........oviiiiiiii 97

[ndice tematico

Metrologia

7

14

Analisis de incertidumbre en calibracion de medidores de presion
segin DKD-R 6-1. Cinco métodos de calculo

Constantino, Pablo; Camacho, Ignacio; Acquarone, Alejandro.

Diseio de un instrumento de bajo costo para la calibracion de
micromandmetros diferenciales

Constantino, Pablo; Camacho, Javier; Maciel, Andrés; Acquarone, Alejandro.

Aguas

19

Evaluacion de la remocion de nutrientes y compuestos
organoclorados y sus rutas de bioacumulacién con la planta flotante
Eichhornia crassipes expuesta a efluentes de pulpa de celulosa
Miguez, Diana; Martinez-Bengochea, Anabel; Carrara, Maria Victoria;
Bombi, Katherine; Ferreira, Natalia; Cartmell, Elise.

Alimentos

24

31

43

50

61

70

Influencia de la transglutaminasa en el rendimiento

de la produccion de queso Dambo uruguayo

Escobar, Daniela; Arcia, Patricia; Curutchet, Ana; Pelaggio, Ronny;
Urrestarazu, Pedro; Mdrquez, Rosa.

Efecto del perfil de caseinas, recuento de células somaticas

y composicion de la leche en el rendimiento del queso Dambo
Escobar, Daniela; Pelaggio, Ronny; Grille, Lucia; Colzada, Enrique;
Rampoldi, Cecilia; Carro, Silvana; Delucchi, Inés; Viola, Natalia; Nolla, Juan
Pablo; Reinares, Rosana; Chilibroste, Pablo; Piedrabuena, Laura.
Percepcion del consumidor sobre los tipos de carne picada

que se comercializan en Montevideo

Raggio, Laura; Gdmbaro, Adriana; Pagano, Teresa; Montesano, Ana;
Garmendia, Juan.

Potencial tecnolégico de harina de platano verde con cascara
(Musa AAB) como sustituto de grasa para geles carnicos
Araya-Quesada, Yorleny; Morales-Torres, Alejandra; Vargas-Aguilar, Pedro;
Wexler, Lea.

Elaboracion de pan multigrano con harinas precocidas por extrusion
Crosa, Maria José; Tihista, Hugo; Préspero, Maria Inés; Cadenazzi, Ménica;
Souto, Laura; Curucthet, Ana; Ferreyra, Verdnica; Suburd, Gabriela;
Escudero, Jorge.

Chips de papa, la fritura en vacio y beneficios para la salud

Crosa, Maria José; Elichalt, Marta; Skerl, Veronica; Cadenazzi, Mdénica;
Olazdbal, Laura; Silva, Roberto; Suburd, Gabriela; Torres, Marina; Vilard,
Francisco; Estellano, Gabriel.

Biotecnologia

75

84

Validacion de la deteccion de STEC (026, 045, 0103,0111, 0121,
0145y 0157) en hamburguesas crudas mediante el uso de PCR a
tiempo real (BAX® System Q7, DuPont) utilizando “WET POOLS”
Mussio, Paula; Martinez, Inés; Soumastre, Martina; Maquieira, Ana Ma.
Busqueda de actividad inhibitoria de tripsina y elastasa en
extractos de vegetales autéctonos

Maccid, Laura; Vallés, Diego; Cantera, Ana Maria.

Nanotecnologia

91

Caracterizacion de las antocianinas de la flor de ceibo como
sensibilizadores naturales para su uso en celdas fotovoltaicas
Cerdd, Maria Fernanda; Enciso, Paula.


http://ojs.latu.org.uy
mailto:ditec@latu.org.uy

Instrucciones a los autores
para publicar en INNOTEC

Ambito de los articulos y proceso de revisiéon

INNOTEC publica articulos originales inéditos en campos tema-
ticos que responden a las dreas estratégicas de investigaciéon
del LATU y del pais.

Esta publicacién anual recopila las investigaciones reali-
zadas por técnicos del Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay
(LATU) y equipos de investigacién de otras instituciones en
el marco de distintos proyectos y procesos de transferencia
de conocimiento para el desarrollo de sistemas innovadores,
productivos y de investigacion.

Las publicaciones editadas por el Centro de Informacion
Técnica son gestionadas en Open Journal Systems, software
para la gestion del proceso editorial, desarrollado, soportado
y libremente distribuido por el Public Knowledge Project bajo
licencia publica general GNU.

El proceso de envio de articulos para la revista incluye los
siguientes pasos:

(@) Ingreso por parte del autor del articulo completo en el sistema
utilizado por el Centro de Informacion Técnica para la edicion
de sus publicaciones en la web: http://ojs.latu.org.uy.

(b) Por medio del sistema se notifica al autor la recepcion del
articulo y su eventual publicacion. En este paso se consi-
deran la originalidad del trabajo y se priorizan aquellos de
dreas estratégicas y temdticas nacionales.

(c) Una vez aprobado por el Consejo editorial de la revista, el
articulo es enviado a proceso de arbitraje.

(d) Se asignan los arbitros, quienes evaluaran el desarrollo

especifico del manuscrito, tanto en sus aspectos tematicos

como metodolégicos.

Devuelto el informe de arbitraje, el editor se comunica con

el/los autor/es en respuesta de los comentarios que hace

el evaluador del articulo. En caso de ser necesario habra
otras rondas de evaluacién.

(f) Se edita el articulo aplicando en el texto las normas del
Manual de estilo del LATU y se envia la ultima version
disefada al/los autor/es para su aprobacion final.

-

(e

Para poder incluir articulos completos, se debe considerar
que estos no tengan derechos de autor otorgados a terceros
a la fecha de envio y que no se hayan presentado a otras pu-
blicaciones simultdneamente.

Los articulos son publicados en papel y online. La version
digital se distribuye bajo la modalidad de acceso abierto, y los
derechos autorales son protegidos por Creative Commons (CC)
Atribucion-NoComercial 3.0 Unported. Al ingresar al sistema
http://ojs.latu.org.uy los autores deberan aceptar la Nota de
copyright en la que se asumen los términos de responsabili-
dad, se reconoce la licencia CCy se establece el compromiso a
realizar la cita completa de la edicién institucional de esta pri-
mera publicaciéon del articulo en sus siguientes publicaciones
—completas o parciales- efectuadas en cualquier otro medio
de divulgacién, impreso o electrénico.

Estas condiciones para la reproduccion total o parcial de los
articulos se aplican también en la versiéon impresa de la revista.

Los conceptos y opiniones vertidos en los articulos
publicados y el uso que otros puedan hacer de ellos son de
responsabilidad de sus autores. Esta responsabilidad se asume
con la sola publicacién del articulo enviado. EI LATU se reserva
el derecho de publicar aquellos articulos que responden a las
areas previstas por la organizacién y su Consejo editorial para
cada edicion y de realizar modificaciones que favorezcan la
6ptima presentacion de los articulos en la revista.

Proceso de revision

El arbitraje de esta revista se realiza por pares y bajo moda-
lidad doble ciego, por lo que autores y drbitros permanecen
andénimos a lo largo de todo el proceso.

El arbitraje es el proceso de evaluacion critica especia-
lizada de un manuscrito por parte de pares idoneos que
operan en el area tematica que dicho texto desarrolla y
que no forman parte del staff editorial. Los comentarios y
recomendaciones de los arbitros son un insumo determi-
nante para la aceptacion o rechazo de un manuscrito en
el proceso editorial de publicaciones técnicas del LATU, no
obstante el equipo editor es responsable de la decision final
de publicacién o rechazo de un articulo y de la notificacién
al autor de contacto.

El comité técnico de arbitraje de INNOTEC es un cuerpo
de especialistas técnicos seleccionados por su grado de
especializacién, nivel académico y experiencia profesio-
nal y editorial. Nuestros arbitros cumplen la vital funcién
de evaluar el desarrollo especifico del contenido de las
publicaciones, tanto en sus aspectos tematicos como me-
todolégicos, guiados por un formulario de revisién que es
presentado a los autores del articulo.

Los autores cuentan con un plazo de siete dias para la
devolucion del articulo corregido segun las recomenda-
ciones de los arbitros.

Normas de presentacion y envio de los textos

Para que el articulo sea considerado para su publicacién,
debe cumplir con las siguientes normas de presentacion.
Ante cualquier consulta dirijase al correo electrénico de
referencia ditec@latu.org.uy.

Para el correcto envio de su articulo, siga las instruc-
ciones que se indican en OJS. Recuerde completar todos
los datos del articulo, entre ellos: titulo, autores, filiacion,
resumen y palabras clave.

Nota: Los nombres completos de los autores deberan
ser incluidos en los metadatos en la forma en la que se
solicitan en OJS pero omitidos en el documento Word del
articulo, primera medida para asegurar la integridad de la
revisién ciega.

Definiciones:

Autor. Persona o colectividad responsable del contenido
intelectual del documento.
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Titulo. Refleja el contenido del texto con precisién, es
neutro e informativo.

Resumen. Provee informacién especifica. Sintetiza, anun-
ciay jerarquiza contenidos.

Introduccion. Incluye antecedentes concretos y datos
del proceso, enumeracion de objetivos e importancia
del tema.

Materiales y Métodos. Relato de los métodos y procedi-
mientos que permitieron obtener los resultados presenta-
dos. Obtencién del material, condiciones y metodologia.
Andlisis estadisticos, programas.

Resultados. Presentacién y expresién de los hallazgos en
tablas, graficos y/o figuras.

Discusion y Conclusiones. Sintesis de los avances y las
contribuciones mas relevantes de la investigacion. En esta
seccion se discuten los resultados en el orden en el que
fueron presentados. Asimismo, se define y diferencia cla-
ramente el aporte del trabajo en relacién al conocimiento
previo. Si procede, se mencionan posibles lineas futuras
de investigacion y de aplicacion de los resultados.
Reconocimientos. Breve agradecimiento a quienes cola-
boraron en la produccién del articulo y/o que permitieron
el desarrollo de la investigacion.

Referencias y citas en el texto. Referencias al material
bibliografico consultado para la elaboracién del articulo.

Los articulos deben presentar:

Titulo del articulo en mayusculas y minusculas, en inglés
y espafol.

Nombre completo de todos los autores (solo en meta-
datos de 0JS), ingresados en orden decreciente segun el
grado de responsabilidad en el desarrollo del articulo, sin que
medien jerarquias funcionales. Debe indicarse la seccién o
departamento al que pertenecen y organizacion/institucion
de la que forman parte. Se debe sefalar ademas el autor de
contacto para las comunicaciones electrénicas subsiguientes.
Resumen en inglés y espanol, de 200 palabras maximo
en su version castellana.

Palabras clave, de dos a cinco, las cuales no deben repetir
los términos ya utilizados en el titulo.

Texto de tres (3) a veinticinco (25) paginas de desarrollo:
introduccion, métodos, descripcion de equipos, descrip-
cién de programas, desarrollo de teorias, resultados y dis-
cusion, conclusiones, referencias, tablas, figuras, graficos e
imagenes (ver seccion Estilo y formato de citas y referencias
en este documento). El texto deberd ser presentado en
fuente Arial 11, a espacio doble y con numeracién de li-
neas, con titulos en mayusculas y minusculas y en formato
.doc, de cualquier versiéon de Microsoft Word.

Secciones. Los titulos de seccidn (que sefalan Introduc-
cion, Materiales y Métodos, Discusion, etc.) deben ser
escritos en mayuscula y minusculas, estilo de fuente bold
y centrados en el texto. Los subtitulos serdn justificados a
laizquierda, escritos en mayuscula y minusculas, también
en bold. Tanto la primera letra del titulo y la primera letra

de los nombres propios deben ser escritas en mayuscula.
Se debe dejar un espacio entre lineas antes y después de
cada subtitulo.

Formulas, figuras, tablas y graficos. Las figuras deben
numerarse correlativamente en orden de aparicion en el
texto e incluir un breve titulo explicativo en el margen
inferior a las mismas. En caso de utilizar fotos o imagenes,
estas se deben designar como figuras, deben ser nitidas
y enviadas en formato jpg (minimo 300 px aseguran
una buena calidad de impresién). Las tablas deben ser
numeradas correlativamente y en forma independiente
de las figuras y cada entrada debe ocupar su propia cel-
da. Las mismas se numeran segun el orden de aparicién
en el texto, incluyendo un titulo explicativo en la parte
inferior de la tabla. Evite utilizar lineas verticales, incluir
mas de dos tablas por carilla y dividir tablas en mas de
un folio o en forma perpendicular al texto. Recuerde que
el texto presenta las tablas, no desarrolla su contenido,
estas deben explicarse en si mismas.

Ademas de estar insertadas en el articulo, cada figura,
grafico y tabla debe ser remitida en su propio archivo
como fichero complementario en 0JS, con la referencia
numérica correspondiente. Los nimeros y simbolos em-
pleados no deben ser menores al tamano usado en el resto
del texto (Arial 11).

Por favor, evite las notas al pie en el desarrollo del articulo.
Denominaciones en latin: Deben ir en cursiva.

Estilo y formato de citas y referencias

Ejemplos usuales de citas

Registro de citas textuales

(Lopez, 1985, p.93)

(Gonzalez y Rubio, 1990, pp.110-111)

(Johnson, et al., 1970, pp.25-26)

Para mas de una obra del mismo autor y afo en citas textuales
(Alonso, 1988a, p.126-128)

(Alonso, 1988b, p.84)

Registro de cita ideoldgica o parafrasis

Amor (2000) analiza los motivos para comenzar un negocio
en linea...

Si el motivo para comenzar un negocio en linea es sélo para
imitar a la competencia, se puede considerar que dicha
razén no es la estrategia adecuada (Amor, 2000).

(Pérez y Gonzélez, 2005)

(Rodriguez, et al.,, 2011).

(Pérez, 2014a)

(Pérez, 2014b)

Ejemplos usuales de referencias

Monografias (Libros)

Apellidos(s), Nombre o Inicial, afio de edicién. Titulo del
libro en cursiva. N° de ediciéon. Lugar de edicién: editorial.
(Serie; N°). ISBN (Este ultimo si se posee)

Bobbio, Norberto, 1958. Autobiografia. Madrid: Taurus.
ISBN: 84-306-0267-4.



Newman, R., Walter, C., 2008. Barley for food and health:
science, technology, and products. Nueva York: John Wiley
& Sons

Revistas como un todo

Titulo de la publicacién en cursiva. Responsabilidad. Edicién.
Identificacién del fasciculo. Lugar de edicién: editorial,
fecha del primer volumen-fecha del tltimo volumen. ISSN

Boletin Econémico. Banco de Espafa. 1998, (1). Madrid:
Banco de Espana, Servicio de Publicaciones, 1979- . ISSN:
0210-3737

Articulos de revistas
Apellido(s), Nombre o Inicial, afo. Titulo del articulo. En:
Titulo de la publicacion seriada, Volumen (NUmero), paginas.

Llosa, J., Smith, M., Moore, A.y Cave, K., 1998. Module sched-
uling with reduced register pressure. En: IEEE Transactions
on computers, 47(6), pp.625-638.

Alvarez, Begofia, Ballina, F. Javier de la y Vazquez, Rodolfo,
2000. La reaccion del consumidor ante las promociones.
En: MK Marketing + Ventas, (143), pp.33-37

Normas

Entidad responsable de la norma (Pais de la entidad), afio
de publicacion. No. o cédigo de la norma: Titulo. Lugar de
publicacién: editorial abreviada.

Asociacién Espafiola de Normalizacién y Certificacion (Es-
pafa), 2010. UNE 166000 EX, UNE 166001 EX, UNE 166002
EX: Gestion de la [+D+I. Madrid: AENOR.

Instituto Uruguayo de Normas Técnicas (Uruguay), 2000.
UNIT-ISO 9001: Sistemas de gestién de calidad - requisitos.
Montevideo: UNIT.

Textos electrdonicos, bases de datos y programas in-
formaticos

Responsabilidad principal, afo. Titulo [tipo de soporte].
Edicion. Lugar de publicacién: editor, [fecha de consultal.
Descripcion fisica. (Coleccidon). Notas. Disponibilidad y
acceso. NUmero normalizado

Rapp, A. O., Augusta, U.y Peek, R.D., 2001. Facts and ideas of
testing wood durability above ground [En linea]. Hamburgo:
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Resumen

Este trabajo presenta un estudio de las contribuciones de incertidumbre e incertidumbre expandida que tienen
lugar en la calibracién de un medidor digital de presiéon por comparacion directa con una balanza de presion.
Se discute la ecuacion propuesta por la guia DKD-R 6-1 para la estimacion de incertidumbre, segtin plataforma
GUM y Monte Carlo, proponiendo un modelo alternativo. Se determinan las diferencias que existen en las in-
certidumbres resultantes obtenidas segtin estos métodos y en qué forma los distintos componentes del modelo
influyen en estas diferencias, segiin la magnitud de su incertidumbre estandar y la distribucion de probabilidad
(DDP) asociada que se le asigna.

El desarrollo se realiza segtin el método GUM utilizando la metodologia analitica. Adicionalmente se repite el
ejercicio en forma comparativa utilizando cuatro diferentes herramientas de célculo. Dos de estas herramientas
estan basadas en aproximaciones numeéricas del método clésico: software GUM Workbench © y método numérico
de Kragten. Las otras dos son consistentes con el suplemento 1 de la Guia de la Expresion de la Incertidumbre
de Medida, segiin el método de Monte Carlo (MCM), en un caso el lenguaje R y por otra parte MCM Alchimia,
aplicacion desarrollada por uno de los autores.

Palabras clave: Metrologia, presion, balanza de presion, incertidumbre, Monte Carlo, GUM, GUM Workbench,
R, MCM Alchimia, Kragten, DKD-R 6-1.

Abstract

This paper focuses a study of the contributions of uncertainty and expanded uncertainty that take place in the
calibration of a digital pressure gauge by direct comparison with a pressure balance. The work is performed based
on the GUM method, using an analytical approach. The equation given by the DKD-R 6-1 guideline for uncer-
tainty analysis is discussed proposing an alternative model. It is aimed to determine the differences in the resulting
uncertainty, according to the different platforms used, and how the standard uncertainty and assigned probability
function (FDP) associated to different magnitudes of the model impact these differences.

The development will be performed according to the GUM framework using the analytical methodology. In ad-
dition to this, the exercise is repeated in a comparative basis, using four calculation tools. Two of them are based
on numerical approaches of the classical method, GUM Workbench software© and Kragten method, and the rest
are based on the Supplement 1 to the Guide to the Expression of Uncertainty of Measurement, in one case by
mean of the R language and the second one using MCM Alchimia, application developed by one of the authors.
Keywords: Metrology, Pressure, Pressure Balance, Uncertainty, Monte Carlo, Software, GUM, GUM Workbench,
R, MCM Alchimia, Kragten, DKD-R 6-1.

Introduccion secundarios de calibracion, ya sea dando trazabilidad a sus pa-

trones de presion, asi como participando en asesoramientos y

A partir del afio 2008, el Laboratorio Tecnoldgico del Uru-
guay (LATU) ha realizado una fuerte inversion en patrones
fundamentales de alta precision para el laboratorio de presion,
contando a la fecha con cinco ensambles Piston-Cilindro de in-
certidumbres menores a 30 ppm, los cuales cubren un intervalo
entre 0y 70 MPa. En este marco el departamento de metrologia
cientifica del LATU comenz6 a brindar apoyo a los laboratorios

organizando ensayos de aptitud con ellos. Las medidas sobre las
cuales se realiza este estudio corresponden a las realizadas para
la obtencidn de los valores de referencia en el ensayo de aptitud
de la magnitud presion, realizado entre mayo y diciembre de
2013. Se estudian aqui los distintos aspectos y parametros de
entrada que involucran la estimacion de incertidumbre segiin
el método clasico (GUM), confrontandolos con resultados
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obtenidos a través de métodos estocasticos (MCM) y evaluando
posibles explicaciones a las diferencias obtenidas.

Calibracion de medidores digitales con balanza de
presion. A medida que comienzan a estar disponibles en
plaza balanzas de presion industriales de precios mas accesi-
bles, es de esperar que en los proximos afios los laboratorios
secundarios en Uruguay comiencen a utilizar estos equipos
como patrones de referencia, dejando los instrumentos
digitales de menor precision y estabilidad como patrones
de trabajo. Si bien la confiabilidad de los patrones de tipo
fundamental es mayor a la de los equipos digitales, existen
otras consideraciones que se deben tener en cuenta al realizar
calibraciones con estos patrones, exigiendo en general una
mayor competencia de los técnicos asi como un mayor cono-
cimiento de las caracteristicas de su equipo especifico. Dentro
de las particularidades que tienen las calibraciones de este
tipo es de destacar la diversidad de magnitudes que influyen
en el proceso de comparacion. Esto es debido a que al ser la
presion una magnitud derivada la calibracion de medidores
se realiza en forma de comparacién indirecta, obteniéndose
la presion generada por el patrén de magnitudes tales como
la masa aplicada en el piston, densidad del aire circundante,
area efectiva del ensamble piston-cilindro, temperatura del
mismo, gravedad local, etcétera, y no de un valor tnico de
presion leido en el instrumento, corregido segin su curva
de calibracion e incertidumbre asociada. En la medida que
tanto los patrones utilizados como los calibrandos aumen-
tan su precision, muchas de estas magnitudes del modelo
pueden llegar a alternar su significancia en la incertidumbre
de calibracion resultante. Esto no solo se observa para dife-
rentes calibraciones, sino incluso a lo largo de una misma
calibracion; una magnitud de entrada puede pasar de ser un
contribuyente menor a ser la controlante del proceso segun
la fraccién del intervalo que se esté midiendo.

El propésito de este trabajo es evaluar estas influencias
en una calibracion especifica y, al mismo tiempo, estudiar en
qué medida las variantes inherentes a los procesos de calculo
pueden llegar a impactar en estos valores.

Materiales y Métodos

Herramientas

Existen numerosas herramientas informaticas en la actuali-
dad para la estimacion de incertidumbres de calibracidn, la
mayoria de las cuales estan basadas en la ley de propagacion
de incertidumbre. No obstante, a partir de la aprobacion del
suplemento 1 de la Guia para la Expresion de la Incertidum-
bre de Medida (JCGM, 2008a) también es posible estimar la
incertidumbre del mesurando por medio de simulaciones de
Monte Carlo. En este trabajo se utilizan las cuatro herramien-
tas de calculo que se detallan a continuacion:
GumWorkbench. Este software comercial estd ampliamen-
te difundido y es consistente con los lineamientos de la guia
JCGM 100:2008 (JCGM, 2008a). Como informacidén de salida,
esta aplicacion permite obtener un presupuesto de incertidum-
bre con las incertidumbres estandar de los contribuyentes, la
estimacion de los grados de libertad efectivos del proceso y los
resultados e incertidumbre expandida del mesurando.
Método de Kragten (Kragten, 1995). Este método sugiere
una aproximacioén numérica a la obtencién de los coeficien-

tes de sensibilidad de los contribuyentes de incertidumbre,
evitando por este medio el calculo de las derivadas parciales
del modelo y utilizando el potencial de las planillas de calculo
para realizar el proceso en forma estructurada. En este caso
se sostiene que si asumimos que las incertidumbres tipicas de
las magnitudes de entrada son muy pequefias con respecto al
valor de esta, o que la funcién del mesurando y = f(x,, x,,...
xy) es lineal en x;, es posible aproximar los coeficientes de
sensibilidad segtin la expresion siguiente (Kragten, 1995):

S y(ox; + ulx)) — y(x)
8 u(x;)

Este método permite obtener los mismos elementos de
salida que el GUM Workbench.

Lenguaje R. La estimacién de incertidumbre del modelo
segtin el método de Monte Carlo se disefiara primeramente
en este lenguaje, ampliamente reconocido como herramienta
para el calculo estadistico. Por ser este un proceso estocastico
no se obtendra un resultado tinico, sino una poblacion de re-
sultados con una FDP asociada cuyos parametros estadisticos
permiten obtener un valor medio y un intervalo de confianza
como resultados para el mesurando.

MCM Alchimia (Constantino, 2013). Esta aplicacion
también utiliza el método de Monte Carlo para la estimacién
de incertidumbres. Como informacién de salida también
permite obtener las contribuciones de incertidumbre paralos
pardmetros de entrada en el modelo. Estos valores los obtiene
realizando simulaciones de estas magnitudes, manteniendo
el resto de las variables fijas en su esperanza matemdtica.

Materiales

El patron utilizado es una Balanza de Presion Neumatica
marca DHI modelo PG-7102 con un ensamble pistén-cilin-
dro reentrante de relacién de masa 200 kPa/kg modelo PC-
7100/7600-200. Como calibrando se utiliza un manémetro
digital marca FLUKE modelo 700G07. El método utilizado
estd basado en DKD-R 6-1 (Deutscher Kalibrierdienst, 2003)
y se realiza para 10 puntos de la escala de medida que cubre
un intervalo de 0,34 a 3,40 MPa.

Modelo matematico de la calibracion

El modelo resultante en una calibracion de este tipo podria
subdividirse en tres etapas. En primer lugar, el célculo de
parametros del modelo como la densidad del fluido (N,),
dependiente de la presiéon medida, o la densidad del aire,
dependiente de las condiciones ambientales durante el en-
sayo. Luego es calculada la presién generada por el patron,
y en la tltima etapa estos valores son utilizados en la propia
calibracion del instrumento de muestra.

La presion generada en el caso de balanzas neumiticas
puede expresarse segun el siguiente modelo matematico,
DKD-R 6-1 ec. 31 y 32 (Deutscher Kalibrierdienst, 2003):

zM.gz.(1—;’—“
P m

Ay [1+ a(ty —t.).(1+ A.Py)

+[(pf — pa)-gl-AR]
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Donde:

XM: Masa total en kg.

gl: Acel. de la gravedad local en m/s2.

p.: Densidad del aire en kg/ms.

p.. Densidad de las masas en kg/m3.

ps Densidad del fluido (N,) en kg/m>.

Ay Area efectiva del ensamble a presion cero
y t de referencia (20 °C) m2.

a: Coef. de expansion térmica en °C.
T,: Temperatura del piston en °C.
T,: Temperatura de referencia en °C.
A: Coeficiente de deformacion con P en Pa-1.
P,: Presion Nominal en Pa.
Ah: Diferencia de nivel entre el patrén
y el calibrando en m.

En esta ecuacion debe hacerse notar que algunos pard-
metros surgen de célculos independientes, por ejemplo, la
densidad del aire (p,) respondera a la ecuacién CIPM-2007
(Picard, et al., 2008):

ST
P=7RT v \U T,

Con:

p: Densidad del aire en kg/ms.

p: Presion atmosférica en Pa.

Ma: Masa molar de aire seco = 28,96546.10-3 kg/mol.
Z: Factor de compresibilidad adimensional.

R: Constante molar de los gases.

T: Temperatura en K.

x,: Fracciéon molar de vapor de agua adimensional.
M,= Masa molar de vapor de agua 0,01801528 kg/Mol.

El valor de x, se determina a partir de:
(ar2+BT+C+2)

h
— -
xv—loo(a+ﬁ.p+y.t ).

Mientras que Z esta determinada por la férmula:

P
Z = 1?[0,0 + alt + a2t2 + (bo + blt)xv
2
+ (co + ¢ t)x2] + %(d + ex2)

Con:

Temperatura ambiente °C. a, =1,58123 x 106 KPa-1.
: Humedad relativa. a, =-2,9331 x 10 Pa-1.

: 1,0062. a,=1,1043x 1010 K-1Pa-1,
:3,14x 108 Pa-1. b, = 5.707 x 10-6 KPa-1.
:5,6.x107k2. b, =-2,051 x 10-8 Pa-..

: 1,2378847 x 10-5 k2.
:-1,9121316 x 102k-1.
:33,93711047.

:1-6,3431645x 103 K.

¢, =1,9898 x 104 KPa-1.
¢, =-2,376 x 10-.
d=1,83 x 10-1t k2Pa-2.

e =-0,765 x 108 K2Pa-2.

Dowp<®msa =

Puede verse que la densidad del aire dependera de las
condiciones de humedad y temperatura ambiente, ademas de

la presion atmosférica. En este trabajo se calcula el intervalo
de valores de h, t y P durante la calibracion. A partir de esta
ecuacion se obtiene un valor inico de p, al que sele asigna la
incertidumbre calculada segtin método analitico. Este valor y
su incertidumbre asociada son vélidos tanto para el método
GUM como para MMC (Constantino, 2013).

En el caso de la temperatura del ensamble piston-cilindro,
su valor sera la media de toda la calibracién con una incerti-
dumbre indicada por el informe de calibracién del sensor de
temperatura, a la que se adicionard una variable de variacién
de temperatura de valor cero (At,) cuya incertidumbre serd
representada por medio de una FDP uniforme con intervalo
en sus cotas maxima y minima.

Otro parametro variable que no puede obtenerse directa-
mente es la densidad del fluido, en este caso Nitrégeno. Debe
tenerse en cuenta que esta densidad variara significativamente
en cada punto medido del intervalo de lectura, dependiente de
la presion (p) y temperatura (T), y respondera a la expresion:

_ p TO
Pf(T,p) = pf(TO,pO)-pO- T

Donde:
pyrp: Densidad del Nitrégeno a temperatura T y presion p.
Prrogey: 1,25046 kg.m-3,
p0:1013,25 hPa.

T0: 273,15 K.

Para este parametro se asignara una incertidumbre del
5% de su valor, segun una DDP uniforme.

Otro parametro que variara es el set de masas utilizado.
La densidad de las mismas es 8000 kg/m3, ya que tanto las
pesas como el pistén y la campana de soporte estan calibrados
en masa convencional.

Finalmente, debe tenerse en cuenta la ecuacion propia de
la calibracién del instrumento digital. Esta puede expresarse
para la correccién media ascendente/descendente segun la
guia DKD-R 6-1 ec. 9y 10 (Deutscher Kalibrierdienst, 2003):

C; = Ap; =pp; —pl; + (5p.desv.cero

+ (Sp.repetibilidad + 5p.histéresis)i

Donde pp, corresponde a la presion generada por el
patron, pl; al promedio de lecturas del calibrando en el in-
tervalo i, 8, yeqceror Oprepetivitidad ¥ Ophistéresis cOrresponden a las
contribuciones de incertidumbre para la desviacién de cero,
la repetibilidad y la histéresis, respectivamente.

La ecuacidn resultante para la correcciéon media en cada
punto i del intervalo calibrado es entonces:

IM;.gl(1-2=

C: =
Y Ay {1+ a[(t, + ALy) — ] (1 + 2Py}
{11 2504, P + 12109 27315
(12304601325 2731544, Pe
.gl.Ah} - pl;

+ (6p.desv.cero + 6p.repetibilidad + 6p.histéresis)i

Para simplificar el célculo de los coeficientes de sensi-
bilidad en el método analitico el clculo se realiza en forma
secuencial segun la ecuacion:

-

=
O
o
-l
o
-3
-
L
=
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Fi
C; = 2. + Cnr —pl; + (Sp.desv.cero + 6p.repetibilidad
L
+ 6p.histéresis)i
Donde: F representa la fuerza aplicada, A el drea efectiva

del ensamble piston-cilindro y Cnr la correccion por nivel
de referencia.

F=ZM.gl.(1—p—a)
Pm

A= Agem-{1+a[(ty +Aty) — t.]. (1 + 2. Py}

273,15
1013 25727315+ (t, + Aty)

- pa] .gl.Ah}

Resultados

Cnr = {[(1 25046.

En el ensayo realizado las componentes de desviacion de cero
y de repetibilidad, calculada como el desvio estandar de 10
medidas, arrojaron un valor nulo. Por su parte, solamente los
puntos correspondientes a 0,68 MPa, 1,36 MPa y 2,38 MPa
presentaron histéresis no nulas, de valor 100 Pa (una division)
en todos los casos. Estos puntos se marcan con fondo oscuro
en las tablas para facilitar la visualizacion de las conclusiones.

La Tabla 1 resumelos resultados e incertidumbre obtenidos
para cada intervalo, segun los métodos de calculo utilizados.
Para poder realizar una evaluacion comparativa entre los mé-
todos de célculo segtin el concepto de tolerancia numérica, se
expresan las incertidumbres obtenidas con un niimero mayor
de cifras significativas al indicado segin GUM. Como criterio
de comparacion se utiliza el concepto de tolerancia numérica §
de la incertidumbre (JCGM, 2008b, pp. 31-35).

038

06 : i Tolerancia numérica:0,5 Pa

04 frt

0,2

0,0 fooeeee

02 [

C- CAnaIitico/ Pa

04 |

06 ... ;

-0,8

0 034 068 102 136 170 204 238 272 306 340 374

Intervalo / MPa
= GUM Workbench — R

——— Kragten MCM Alchimia

Grifico 1. Resultados del mesurando segtn los cinco
métodos de célculo y tolerancia numérica de U.
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Grafico 2. Diagrama comparativo de incertidumbre
expandida, métodos GUM y MCM.

Resultados del mesurando-Correccion/Pa Criterio
GUM Aproximacion numérica (GUM) Monte Carlo Tol. numérica
Nominal/MPa Analitico Kragten Wo(r;lzljalglch R Alhé[lg xia 8/Pa
0,34 -2,2 -2,2 -2 -2,3 -2,2 0,5
0,68 33,8 33,8 34 33,7 33,8 0,5
1,02 26,1 26,1 26 26,0 26,1 0,5
1,36 137,3 137,3 137 137,2 137,3 0,5
1,70 194,2 194,2 194 194,0 194,2 0,5
2,04 320,4 320,4 320 320,2 320,4 0,5
2,38 337,8 337,9 338 337,8 337,7 0,5
2,72 403,0 403,1 403 402,9 402,9 0,5
3,06 537,7 537,8 538 537,6 537,8 0,5
3,40 375,8 375,8 376 375,6 375,9 0,5

Tabla 1. Resultados del mesurando segun los cinco métodos de calculo.
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Evaluacion de incertidumbre expandida-U/Pa
GUM Aproximacion numérica (GUM) Monte Carlo
Nominal/MPa M. Analitico Kragten GUM Workbench R MCM Alchimia
0,34 58,2 58,2 58 29,3 29,3 %
0,68 82,8 82,8 83 61,5 61,3 g
1,02 61,5 61,5 61 35,6 35,5 E
1,36 86,4 86,4 86 66,9 66,7 =
1,70 67,8 67,8 68 45,7 45,8
2,04 72,1 72,1 72 51,8 51,8
2,38 96,2 96,2 96 80,2 80,5
2,72 82,6 82,6 83 65,5 65,7
3,06 88,7 88,7 89 73,4 73,3
3,40 95,5 95,5 96 81,4 81,5

Tabla 2. Incertidumbre expandida del mesurando segtin los cinco métodos de célculo.

Discusion

En referencia a los resultados de calibracion, el Grafico 1
muestra que no existen diferencias significativas entre nin-
guno de los enfoques o herramientas de célculo utilizados
en lo que refiere al resultado del mesurando. Es pertinente
notar que la mayor variacion corresponde al método GUM
Workbench. La magnitud de estas diferencias puede deberse
a que en este software no pueden obtenerse los resultados con
mas cifras significativas de las que determina la expresién de
incertidumbre de acuerdo a GUM (JCGM, 2008a), lo que
aporta una diferencia mayor con respecto al valor calculado
analiticamente, debido al redondeo.

Por su parte, la Tabla 2 y el Gréfico 2 expresan que no
existen diferencias significativas entre los valores obtenidos
utilizando herramientas basadas en la plataforma GUM, como
tampoco existen entre aquellas herramientas que permiten
realizar el calculo por medio de simulaciones de Monte Carlo
(RyMCM Alchimia). Sin embargo, existe un importante ses-
go entre las incertidumbres expandidas obtenidas por medio
de estos dos métodos estadisticos, GUM y MCM.

La gufa JCGM101:2008 (JCGM, 2008b, p. 34) indica
que en caso de diferencias entre GUM y MCM mayores
que la tolerancia numérica &, el valor de MCM debe ser
considerado correcto, no obstante diferencias de esta
magnitud no pueden ser explicadas por un cambio en el
enfoque de célculo, sino que deben hacerse consideracio-
nes al modelo matematico propuesto en cada caso que
permitan justificar esas diferencias. Se evaldan posibles
contribuyentes de incertidumbre segiin el método analitico
GUM y comparan con los valores obtenidos para el MCM
mediante el lenguaje R.

La Tabla 3 muestra que no existen diferencias significativas
entre las incertidumbres obtenidas para la presiéon generada
segun GUM y MCM. Como se plante6 anteriormente, la re-
petibilidad y el desvio de cero arrojaron incertidumbre nula.
Por otra parte, la histéresis solo influye en tres de los puntos,
por lo que el sesgo no puede ser explicado por los valores de
incertidumbres de los contribuyentes individuales.

Incertidumbre en la presion
generada por el patrén

Uppain/ P2
Nominal/MPa GUM MCM
0,34 6,98 6,96
0,68 14,0 13,9
1,02 21,1 21,0
1,36 28,2 28,2
1,70 35,6 35,5
2,04 432 43,0
2,38 50,9 50,8
2,72 59,0 58,9
3,06 67,4 67,3
3,40 76,1 75,9

Tabla 3. Incertidumbre expandida de presion del patrén
segun GUM y MCM.

Calculo de U, segan DKD-R 6-1

La guia DKD-R 6-1:2003 (Deutscher Kalibrierdienst, 2003)
propone utilizar el valor promedio de las lecturas con una FDP
uniforme de intervalo igual al valor de la divisién del calibrando.
Por ejemplo, en el caso de la ec. 1 de esta guia se indica que:

— 2 2
Uup/down = k. Ustandard + Uresolution

2 2
+ Uzero—deviation + urepeatibility
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Sin embargo, este modelo de estimacién no toma en cuenta
que el valor de lectura del calibrando (pl) estd compuesto por
un promedio de dos distribuciones uniformes, lo que resulta
en una distribucion triangular de probabilidad, con intervalo
igual ala resolucion del calibrando. Como en el ensayo se rea-
liza en base a dos corridas, también debe evaluarse si el valor
de esta magnitud es obtenido como el promedio ascendente/
descendente en una corrida o si se promedian ademds ambas
corridas. En este ultimo caso tampoco es correcto utilizar esta
distribucion triangular, ya que el valor de P es obtenido de
promediar nuevamente dos magnitudes con FDP triangular
o las cuatro lecturas con distribucion uniforme.

El Griéfico 3 compara la incertidumbre estandar en la
lectura del calibrando (pl) aplicando la ley de propagacion
de incertidumbres a las cuatro opciones anteriores.

u, segun forma de calculo

Modelo C

Grafico 3. Incertidumbre estandar de pl segun 4 modelos
de célculo.

Donde:
Modelo A: Calculo segiin DKD-R 6-1.
Modelo B: pl=(pl,scenso + Plaescenso)/2-
Modelo C: pl=(plypcorridar + Plap,corriaaz)/2-
Modelo D: pl=(pl,+pL,+pl,+pl,)/4.

En este caso pl,, corresponde al valor promedio ascenso/
descenso a cuya incertidumbre se asigna distribucion trian-
gular resultante del promedio, mientras que pl, corresponde a
lecturas individuales con FDP uniforme. Es pertinente notar
que el resultado en los casos C y D son iguales entre si pero
diferentes a los obtenidos segtin modelos A y B, ya que estos
ultimos incluyen dos lecturas adicionales.

Calculo de U,, segiin DKD-R 6-1

La misma consideracion anterior puede hacerse en el caso
de la presién generada por el patron, que es tomada cuatro
veces y de ellas se obtendra un promedio. Sin embargo, en este
ensayo en el que el patron es una balanza de presion las incer-
tidumbres controlantes del modelo son las correspondientes
a la calibracion de las masas y de las dimensiones y coef. de
deformacién A del ensamble pistén/cilindro. Es razonable
que estas magnitudes de contribucién tipo B se consideren
correlacionadas con coeficiente de correlacién de 1 en las
cuatro medidas, por lo que en este caso puede suponerse
una sola medida del patrén y es aceptable suponer el modelo
propuesto por DKD-R 6-1 (Deutscher Kalibrierdienst, 2003)
para este parametro.

Calculo de U,, seguin MCM

El modelo MCM, libre de consideraciones deterministas,
implica considerar todas las operaciones necesarias para
arribar al resultado, las cuales impactan en el resultado de
incertidumbre, tanto en su valor como en su distribucién
de probabilidad. En el modelo matematico propuesto para
MCM se promediaron los valores de correccién =pp-pl en
las cuatro lecturas:

_ (p1 —pl) + (P2 — pla) + (PPs — pls) + (pps — pla)

AP
4

Donde pp; corresponde ala presion generada por el patron
en la corrida iy pl, al valor correspondiente en la lectura del
calibrando. Este modelo con el cual se realizaron los calculos
primarios no tiene en cuenta, no obstante, la correlacion
existente entre las lecturas del patrén mencionada antes.

Calculo comparativo con el modelo
matematico de DKD-R 6-1 corregido

La Tabla 4 expone la incertidumbre expandida para las co-
rrecciones aplicando los métodos GUM (analitico) y MCM
(software R) al mismo modelo corregido seguin las conside-
raciones anteriores:

_ (Pri + P2 + D3, + Pai)
Ci =pp:i — 7

+ 6p.repetibilidad + Sp.histéresis)i

). + (8p,desv.cero
i

Uc/Pa
Nominal/MPa | GUM MCM z k calculado
0,34 29,7 29,3 14,9 1,97
0,68 66,0 61,5 33,1 1,85
1,02 35,7 35,6 17,8 2,00
1,36 70,5 66,9 35,2 1,90
1,70 45,8 45,7 22,9 2,00
2,04 51,9 51,8 26,0 1,99
2,38 82,2 80,1 41,0 1,95
2,72 65,7 65,6 32,8 2,00
3,06 73,3 73,5 36,7 2,00
3,40 81,4 81,4 40,7 2,00

Tabla 4. Incertidumbre expandida del modelo matematico
corregido.

Puede notarse primeramente a partir de esta Tabla 4 (en
segunda y tercera columna) que los resultados en MCM,
contemplando las magnitudes correlacionadas, son idénticos
alos calculados sin tener en cuenta esta consideracion (Tabla
2, columna «R»). Una segunda observacion es que la mayoria
delos puntos arrojan resultados idénticos entre GUM y MCM,
excepto en tres de ellos que son precisamente aquellos que
presentan histéresis no nula.
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El Grafico 4 presenta histogramas de frecuencias de la
simulacidn, aportados por el software R, para dos puntos
consecutivos, uno de ellos con histéresis no nula (Punto 0,68
MPa) y el otro (Punto 1,02 MPa) sin aportar incertidumbre
por histéresis.

20000

> >0 b IR
v v
5 5
CDT 10000 g 20000 [ EEN
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= =

T T peeee NN

_u B
50 1
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-50 00

Punto 0,68 MPa

Punto 1,02 MPa

Grafico 4. Histogramas comparativos para puntos
con y sin histéresis.

En el primer caso puede verse que la histéresis (con FDP
uniforme) «uniformiza» en buena medida la funcién distri-
bucién resultante del modelo. Al perder su forma gaussiana,
la plataforma GUM se aleja de los resultados de MCM y por
tanto deja de tener validez como estimador de incertidumbre
para el modelo. El menor valor de U en estos casos es debido a
que para un nivel de confianza del 95,45% el factor de cobertu-
ra que se obtiene de GUM para un resultado con FDP Normal
esde 2, en tanto sila funcién distribucién fuera perfectamente
uniforme, el factor de cobertura para un nivel de confianza
de 95,45% es cercano al 1,7 (JCGM, 2008a, p. 70). La cuarta y
quinta columna de la Tabla 4 muestran el desvio estandar (o)
del vector resultante por MCM vy su k calculado como Uc/oa
partir de esta coleccion de resultados. Se observa que en los
puntos con histéresis no nula el k calculado es de menor valor
que el supuesto para una distribucién normal, mientras que el
resto pueden asumirse normales, como supone la plataforma
GUM de acuerdo al teorema del limite central.

Conclusiones

Modelo DKD-R 6-1 (Deutscher Kalibrierdienst, 2003). El mo-
delo de estimacion de incertidumbre propuesto por esta guia
no resulté validado por los valores obtenidos por MCM. Este
calculo arroja valores de U sobreestimados, ya que no tienen en
cuenta la obtencién del valor de lectura del calibrando a partir
de un promedio de lecturas independientes. Estos resultados
erréneos pueden resolverse realizando el calculo a partir del
modelo corregido propuesto en este articulo (Tabla 4).

GUM vs. MCM. Se observa que el método GUM apli-
cado al modelo corregido puede considerarse valido en
tanto una magnitud de entrada con FDP uniforme no sea
la magnitud controlante del proceso. En este tltimo caso, el
factor de cobertura k tomara valores menores a 2 para un

nivel de confianza de 95,45%, por lo que el método GUM
en estos puntos no es aplicable. Debe tenerse en cuenta que
en la calibracidn de instrumentos de baja precisién estas
magnitudes uniformes pueden ser controlantes en todo el
intervalo de lectura, por lo que el método GUM podria no
ser valido (JCGM, 2008b, p. 34) en ningun punto a lo largo
del intervalo de lectura del instrumento.

Magnitudes correlacionadas. No se encontraron dife-
rencias entre los valores calculados teniendo en cuenta la
correlacion existente para valores del patrén y los resultados
obtenidos considerando todas magnitudes independientes.

Herramientas de calculo. No se encontraron diferen-
cias entre los resultados de calibracion obtenidos por las
diferentes herramientas de calculo aplicadas, obteniéndose
resultados idénticos al método analitico a partir de las
cuatro herramientas alternativas. Respecto al valor de in-
certidumbre expandida, se obtuvieron valores equivalentes
al método analitico segtn las herramientas basadas en la ley
de propagacion de incertidumbres (métodos Kragten y GUM
Workbench), asi como resultados equivalentes entre si para
las dos herramientas basadas en el método de Monte Carlo
(software R y MCM Alchimia).
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Diseno de un instrumento de bajo costo para
la calibracion de micromanometros diferenciales
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Resumen

Este articulo describe el disefio y construccion de un prototipo de sistema primario basado en el sistema de cam-
pana invertida para la calibracién de medidores de presion diferencial de rangos bajos. Se discute la construccion
del instrumento, se realiza una caracterizacién dimensional y se efectda la calibracion de un sensor diferencial
electronico, comparando estos resultados con los obtenidos por el Centro Espanol de Metrologia (CEM) para el
mismo instrumento.

Palabras clave: Metrologia, presion, campana invertida, presion diferencial, micromanémetro.

Abstract

This paper describes the design and development of a primary system prototype based on the diving bell manome-
ter, for the calibration of low range differential pressure gauges. Construction of the instrument is discussed, and
a basic dimensional characterization is accomplished. With this prototype a digital differential sensor calibration
is performed, and then compared these results with those obtained by the Spanish National Metrology Institute

(CEM) for the same instrument.

Keywords: Metrology, pressure, diving bell, differential manometer, micromanometer.

Introduccion

Cada vez es mas frecuente en Uruguay la necesidad de calibrar
equipos medidores de intervalos ultra bajos de presion, del
orden de 1 a 3 kPa en plena escala. Si bien son instrumentos
que existen en el mercado hace afios, las aplicaciones existen-
tes eran mayormente para reduccién de costos en sistemas
de aire acondicionado, control de fugas en la industria o
similares, para los cuales las exigencias en exactitud u otras
condiciones metroldgicas de los instrumentos no eran muy
demandantes. En estos ultimos afos, en la medida que mas
laboratorios uruguayos implementan sistemas de calidad
consistentes con ISO/IEC 17025 (International Organization
for Standarization, 2005), comienza a surgir la necesidad de
contar con patrones adecuados para satisfacer la demanda
de calibracién de estos instrumentos. Las aplicaciones de
micromanometros diferenciales son variadas, al igual que las
precisiones y tipos de instrumentos disponibles. Ademads de
las aplicaciones mencionadas, se utilizan en equipos médicos,
salas de presurizacion o certificacion de salas limpias, donde
deben existir atmdsferas controladas que permitan establecer
condiciones adecuadas de trabajo y baja contaminacion.

La dificultad principal en la calibracion de este tipo de
instrumentos de intervalos tan bajos de presion es que la
incertidumbre relativa aportada por los patrones normales
suele ser excesiva en relacion a la resolucion de los mismos.

Cuando se requieren calibraciones de alta precision, se deben
utilizar patrones de tipo fundamental, que pueden ser balan-
zas diferenciales de presion que constan de dos ensambles pis-
ton-cilindro dispuestos en la misma plataforma. También es
posible conectar dos balanzas con ensambles piston-cilindro
similares a las entradas de baja y alta presion del instrumento
diferencial. En ambos casos se realizan pequefias variaciones
de masa en uno de los ensambles para efectuar la comparacién
alo largo del intervalo de lectura del instrumento.

Debido al alto costo de los patrones fundamentales de
piston-cilindro, este sistema de medida resulta inadecuado
para la actual demanda existente en Uruguay, por lo que se
propone buscar una solucion alternativa que permita obtener
incertidumbres de calibracién adecuadas a las necesidades de
los laboratorios locales, sin realizar inversiones tan elevadas.
Por otra parte, la utilizacién de patrones digitales tampoco
representa una solucion a la demanda, ya que los bajos in-
tervalos de confirmacién metroldgica para equipos digitales
y la necesidad de calibrar los mismos en laboratorios del
exterior implica necesariamente la intermitencia del servicio
alo largo del afo.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo y la construc-
cion de un prototipo de bajo costo basado en el sistema de
Campana invertida (o campana sumergida), que pueda ser
caracterizado dimensionalmente en el laboratorio de Longi-
tud del Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (LATU). Con
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este prototipo se realizan mediciones de un equipo digital
para verificar el correcto funcionamiento de este sistema
modificado y se evalian mejoras y correcciones al disefio que
permitan desarrollar un instrumento final capaz de medir pre-
siones diferenciales con exactitud e incertidumbre adecuadas.

Materiales y Métodos

Sistema de campana invertida

Este antiguo sistema mecénico de medicion de presion di-
ferencial, hoy en desuso, consta de dos campanas de acero
inoxidable invertidas, sumergidas parcialmente en un liquido
y suspendidas de la palanca o brazo de una balanza de dos
platos, funcionando en equilibrio. Al variar la cantidad de
gas dentro de una de las campanas, este desplaza el liquido
interior generando una fuerza de empuje positiva o negativa
que debe equilibrarse con pesos en la balanza. El drea efectiva
de la campana, obtenida mediante la calibracién dimensional
y la diferencia de masa entre los platos, determina la diferen-
cia de presion entre una y otra campana segtin la ecuacion:

m. g,
AP =
A

Con: m la masa agregada, g la gravedad local
y A el drea efectiva de la campana.

Campana 1 Campana 2

e i Nt

Entrada / Salida
de gas

Entrada / Salida
de gas

Figura 1. Diagrama de balanza de dos campanas.

Sibien este es el sistema bdsico, se han propuesto también
sistemas en los que las campanas estan conectadas a una ba-
lanza de torsion y la lectura en unidades de presion se realiza
en forma directa (Rostron Hindley, 1947).

En algunos laboratorios nacionales existen atin hoy en
servicio balanzas de campana simple, donde una sola campana
es suspendida de uno de los brazos de una balanza de dos
platos, mientras que el otro se conserva con un plato simple,
equilibrado con masas. La variacion de masas en uno y otro
plato determina el diferencial de presion positivo y negativo.

Aunque este tipo de equipos se ha dejado de fabricar, la
evolucion de la metrologia en las ultimas décadas permite
realizar mediciones dimensionales y de masa con mucha
facilidad y precisién, por lo que algunas caracteristicas
pueden ser simplificadas y modernizadas para mejorar el
instrumento tradicional.

El disefio propuesto es un sistema de campana de tipo
simple (una sola campana) suspendido de una balanza digital
en la cual se leeran las diferencias de masa.

P2

Entrada / Salida
Togas

Figura 2. Diagrama del prototipo propuesto.

Elemento sensor. Como elemento sensor (cilindro de
campana) se requiere utilizar un cilindro recto, en lo posible
sin costuras ni deformidades visibles en el extremo cerrado
que puedan incrementar la incertidumbre en la medida
del drea especifica en forma dimensional. El largo de este
elemento también es importante, ya que esta magnitud de-
terminara el intervalo de medicion de la balanza. Luego de
varias propuestas se decide utilizar una seccioén de termo de
acero inoxidable, cortado con un cortador de tubos.

Depésito. El depésito contenedor de fluido dentro del
cual estara sumergida parcialmente la campana invertida
debe tener convenientemente un didmetro cercano al de
la campana. Por otra parte, se prioriza la transparencia del
mismo para permitir la visualizacion del comportamiento del
instrumento en servicio. Para esto se utiliza un cilindro de
vidrio con una perforacion a través de la cual se introducira
un tubo de acero inoxidable con el que se variara la presién
del sistema. Para simplificar el modelo, este mismo tubo
oficiara de venteo para el equilibrio inicial del instrumento.
Como fluido se utiliza agua destilada.

Instrumentos de medicién. La caracterizacion del ins-
trumento depende basicamente de la medicion del didmetro
interior de la campana a partir del cual se calculara el area
especifica. Debido a la geometria del instrumento, no se
cuenta en el LATU con patrones adecuados para medir el
diametro interior en forma directa, por tanto se opta por
medir el didmetro exterior con un reloj comparador Mitu-
toyo modelo ID-G112X, ajustando el cero del instrumento
con un bloque patrdn clase 0 (Mitutoyo) (Figuras 3 y 4) de
dimensiones similares al didmetro estimado.

Figura 3. Ajuste de cero del comparador.

El espesor de chapa se mide con un micrémetro, inter-
calando en la cara interna del cilindro (campana) una esfera
de acero de diametro conocido (Figuras 5y 6).

METROLOGIA
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Figura 4. Medicién del didmetro exterior de la campana.

Esfera de diametro et \\
conacido a
“

—3 Micrémetro

Figura 6. Diagrama de medicion del espesor de chapa.

Para las medidas de masa se utilizard una balanza marca
Mettler modelo PJ3000 con intervalo nominal 3000 g y divi-

sién 0,02 g debido a su adecuado rango de medida, ademas
de contar con dispositivo para pesar colgando del plato.

Validacion de las mediciones. Para la prueba de funcio-
namiento y validacién de resultados se calibra un médulo de
presion diferencial FLUKE modelo 700P01 y se comparan los
resultados con los obtenidos por otro NMI (Instituto Nacional
de Metrologia) con magnitudes declaradas en KCDB (Key
Comparison Database) del BIPM (Oficina Internacional de
Pesas y Medidas) para este intervalo.

Modelo matematico. La presion generada por un ma-
németro de campana invertida esta dada por la siguiente
ecuacion (Zvizdic, et al., 2007):

_[mfme (-2 0

T Ap [1+ 2.a(t—20)]

P

Donde A, es el drea efectiva a la temperatura de referencia,
geslagravedad local, p, es la densidad de aire circundante y
P, la densidad de las masas en el punto i. « es el coeficiente
de expansion térmica lineal de la balanza y el depésito, y
finalmente ¢ es la temperatura de la balanza durante su uso.

La medida del 4rea (A,), teniendo en cuenta el método de
medida, se obtiene a partir del didmetro segun:

A, = ((De;Z.E))Z

Donde D, es el didmetro exterior y E el espesor de chapa.
Para el calculo de incertidumbre se tuvieron en cuenta las
incertidumbres de calibracién del micrémetro y comparador,
repetibilidad, variacién de temperatura, incertidumbre en la
calibracion de la esfera, resolucién de los instrumentos y el
componente de variabilidad debida al cambio en el eje del
cilindro. Dado el pobre acabado del objeto utilizado como
campana, la existencia de soldaduras y la falta de rigidez se
obtuvo un valor de incertidumbre tipo A, mas de 103 veces ma-
yor que el conjunto de componentes tipo B, por lo que en este
prototipo estas ultimas pueden considerarse despreciables.

Resultados

Se construyd el prototipo con las partes mencionadas. La Fi-
gura 7 muestra dos perspectivas del prototipo construido. En
las fotos el instrumento estd conectado al médulo de presién
Fluke con el que se realiza la validacion de las mediciones.

Figura 7. Balanza de campana conectada a un médulo de
presion diferencial.



REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY INNOTEC 2014, 9 (14 - 18) - ISSN 1688-3691 - 17

posible explicacion de esta conducta irregular es que al
utilizar cilindros de uso doméstico puede haberse dado un
rozamiento entre la campana y el contenedor por defectos
en la geometria de ambos.

Para las mediciones del didmetro de campana se rea-
lizaron 5 repeticiones de medidas en 3 didmetros girados
120° entre sia 1 cm aproximadamente del extremo cerrado
de la campana. Las medidas a lo largo de la altura de la

campana no se pudieron realizar; la fuerza de medida del <
loj fi ignificati 1 - [v]
reloj /compa.rgdor deformaba signi cat.lvamente a geo Nominal / kPa Error normalizado 8
metria del cilindro provocando errores importantes en el =
didmetro medido. 0,2 0,3 8
-
i
Resultados de las mediciones 04 0.7 =

(o s g 0,6 2,1

Intervalo méximo de medicion en la campana = 8 mbar. El
poco peso de la campana y su distribucién no permite el 0,8 0,4

correcto funcionamiento mas alla de este valor debido a que
pierde verticalidad variando el drea especifica en un valor
desconocido.

Tabla 2. Errores normalizados LATU-CEM.

Area especifica _ A, = (4,3866 x 10 £ 3,9 x10¢ ) m>

Al aplicar una regresion lineal en ambas calibraciones
de la campana

puede verse que se obtienen resultados casi idénticos.

Validacion de mediciones. Se realiza la calibracién de
un sensor piezoresistivo marca FLUKE modelo 700P01 y se

comparan estos resultados con los obtenidos por el CEM para 0,008
el mismo instrumento.
0,006 - . . . . T,
0,004 444444 . . . . EETTP PRI EXTTITrTrTeN
&
5,00 E-03 7
>~ 0002} . . . . EET TP PP (RITIIrTrTe N
5 0,002 o
4,00 E-03 [0 = ¢ H L]
i k3 1
¢ 0 .
3,00 E,03 ..................
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& 2,00 E-03 |- . . . . e T
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g 1,00 E-03 f-oveeermvemsmmininincincccc - TR e -0,004
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0.00 E+00 T l Nominal / kPa
-1,00E-03 }---- - - - - B LTIt @ LATU B CEM
-2,00 E-03 I 1 .
o o1 02 03 04 05 06 o7 o08 o9 Grafico2. Resultadosde regresion comparativos LATU-
Nominal / kPa CEM.
S AU m CEM La contribucion de incertidumbre aportada por la regre-

Grafico 1. Resultados de calibraciéon comparativos LATU-
CEM.

El analisis de errores normalizados arroja resultados
concordantes en todos los puntos excepto el correspon-
diente a 0,6 kPa que parece estar fuera de la tendencia. Una

sién en el caso de los resultados obtenidos con la campana
invertida es significativa debido a la falta de linealidad de
los puntos en la curva. Sin embargo, al amortiguar las di-
ferencias con un ajuste lineal puede verse que la curva de
calibracion obtenida con el prototipo es casi idéntica a la
obtenida por CEM.

Resultados LATU Resultados CEM
Nominal / kPa Error / kPa Uy, / kPa Error / kPa Uy / kPa
0,2 7 x 10-05 5,3 x 10-0¢ 2,5x 1004 1,2 x 10-04
0,4 1,09 x 10-03 8,2 x 1004 5,0 x 10-04 1,2 x 10-04
0,6 3,2 x10-0 1,1 x 10-03 7,6 x 10-04 1,2 x 1004
0,8 6 x 10-04 1,5x 1003 1,11 x 10-03 2,9 x 10-04

Tabla 1. Resultados de calibracién comparativos LATU-CEM.
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Conclusiones

Resultados

Sibien el objetivo de este trabajo es solamente la construccion
y prueba de un prototipo de bajo costo, los resultados obteni-
dos con el mismo son muy cercanos a los de una calibracién
anterior realizada por un NMI con capacidades reconocidas,
por lo que el sistema disefiado se considera confiable.

Caracteristicas constructivas

A continuacién se enumeran algunas mejoras necesarias para
el desarrollo de un equipo definitivo, de acuerdo a las obser-
vaciones realizadas durante el ejercicio con este prototipo.

o Masa dela campana. La masa de la campana elegida es
insuficiente, lo que impidid utilizar el instrumento en
todo el intervalo posible dado por la altura de la cam-
pana. Esto se debe a que cuando el empuje (ascendente)
es cercano a la fuerza ejercida por la masa, el cilindro
pierde estabilidad. Esto provoca la pérdida de la verti-
calidad afectando el valor de area especifica expuesta.
Es recomendable utilizar una masa al menos 5 veces
mayor que la equivalente al empuje para el maximo
intervalo posible.

« Diametro. Las caracteristicas dimensionales del elemento
sensor son controlantes en la incertidumbre del instru-
mento, en particular el didmetro. Es deseable utilizar un
cilindro con un acabado de precision para minimizar el
aporte de incertidumbre de esta magnitud. Por otra parte
es conveniente utilizar un elemento sensor con mayor
didmetro. Una mayor drea especifica permite una mayor
precision, menores incertidumbres relativas y no modifica
el intervalo de lectura. Es recomendable un didmetro
mayor a 15 cm.

e Materiales. Si bien originalmente los elementos se di-
sefiaban de acero inoxidable, estos no permiten ver el
comportamiento del fluido dentro y fuera de la campana.
Es conveniente, por tanto, evaluar la utilizacién de un
material transparente. Esto permite ademads tener una
referencia del desplazamiento del liquido, con lo que
puede estimarse también la presion aplicada, aunque con
menor precision.

¢ Rigidez. El material de la campana debe ser suficien-
temente rigido, de modo que permita la calibracién en
didmetro a distintos ejes y alturas.

« Nivel. El nivel perfectamente vertical de la campana es
critico para la medida del drea especifica en servicio, por
lo que se recomienda disponer de niveles y dispositivos de
ajuste de nivel tanto en la campana como en el depdsito
para asegurar que trabajen alineados.

« Balanza. Las caracteristicas metroldgicas de la balanza
utilizada se consideran adecuadas para este instrumento.

« Sistema general. Los resultados obtenidos demuestran
que el diseno general propuesto para el prototipo es
suficientemente preciso para realizar las mediciones pro-
puestas, logrando el objetivo de disefiar un instrumento
econdmico que no insume altos costos para mantener su
trazabilidad y que puede ser calibrado en la institucion.

Continuacion del trabajo

Es recomendable la construccion de un instrumento final
basado en el prototipo probado en este ejercicio que incluya
las mejoras detalladas anteriormente.
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Resumen

El presente trabajo piloto tuvo como objetivo estudiar el proceso de bioacumulacién de nutrientes y compuestos
organoclorados en Eichhornia crassipes expuesta a efluentes de una fabrica de celulosa que vierte en aguas del Rio
Uruguay, cerca de la ciudad de Fray Bentos, Rio Negro, Uruguay. Se caracterizaron los principales atributos del
efluente, antes y después del cultivo con Eichhornia, asi como también se estudiaron las concentraciones de los
haldgenos organicos en plantas control y en plantas sometidas al efluente. Se observaron cambios macroscopicos
en la planta, los compuestos organoclorados se bioacumularon principalmente en las hojas, registrandose valores
de 9,4 ug/g frente a 2,1 pg/g observados en la biomasa control. La remocién de nutrientes fue del orden del 90%.
Los resultados obtenidos sugieren que la fitorremediacién con plantas flotables es un método potencialmente
ventajoso para ser utilizado como tratamiento terciario en paises tropicales y subtropicales para disminuir la
concentracion de compuestos organicos clorados recalcitrantes y como método de remocion de nitratos y fosfatos
de efluentes de plantas de celulosa.

Palabras clave: Eichhornia crassipes, efluente, fitorremediacion, halégenos organicos, bioacumulacion.

Abstract

The aim of this pilot study was to evaluate the bioaccumulation processes of Eichhornia crassipes exposed to a
secondary eftluent obtained from a Kraft pulp mill that drains the effluents into the River Uruguay, near Fray Ben-
tos city, Rio Negro, Uruguay. The effluent was characterized before and after the Eichhornia culture, and organic
halogens concentrations were determined in control and exposed specimens. Macroscopic changes were observed
in the plant and the bioaccumulation routes were studied, the higher chlorinated organic compounds were found
in the leaves (at a concentration of 9,4 ug/g by comparison to 2,1 ug/g of the control biomass). Nutrient removal
was in the order of 90%. The results suggest that phytoremediation with floating plants can be advantageously
alternative as a tertiary treatment methodology in subtropical and tropical countries to diminish the concentration
of recalcitrant chlorinated organics and also to remove nitrate and phosphate from pulp mill effluents.
Keywords: Eichhornia crassipes, effluent, phytoremediation, chlorinated organics, bioaccumulation.

Introduccion como larvas de insectos y crustdceos, peces, aves y mamiferos

acuaticos. El género Eichhornia (o jacinto de agua) tiene una

Las plantas flotantes representan importantes habitats enlos  distribucién muy extendida en cursos de agua del mundo,
rios y son fuente de alimento de macroinvertebrados, tales incluyendo el Rio Uruguay. Se trata de una planta tropical
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flotante, considerada una especie invasora en diversas regio-
nes del planeta (incluso en la regién biogeografica de origen).
Sus tallos y raices a menudo albergan bacterias fijadoras de
nitrégeno, vertebrados e invertebrados, a veces en relaciones
simbidticas o como fuente de alimento (Poi de Neiff, 2003;
Ruiz Téllez, et al., 2008).

Se asume que las plantas acuaticas representan un compo-
nente clave de los humedales, ya que regulan los intercambios
entre los sistemas terrestres y acuaticos, son capaces de asi-
milar directamente los compuestos potencialmente contami-
nantes, y promueven procesos de purificacién aumentando
la diversidad bioldgica y de reacciones quimicas. Eichhornia
crassipes es una especie muy utilizada en la construccién de
humedales artificiales, dado que tiene un crecimiento rapido
yla propiedad de almacenar nutrientes y contaminantes (Mai-
ne, et al., 2007). Por lo tanto, son plantas dptimas para trata-
mientos de fitorremediacion, constituyendo una alternativa
de bajo costo que puede ser utilizada para descontaminacién
de suelos y aguas (Pereira, et al., 2014).

El proceso de bioacumulacién utilizando plantas es ca-
paz de eliminar importantes porcentajes de metales pesados
toxicos de efluentes secundarios sin la produccion de toxi-
cidad, por lo cual esta técnica es muy recomendable para las
aguas que se mezclan con efluentes industriales (Tripathi, et
al,, 2011), aunque se ha observado que ciertos metales tales
como cobre, cobalto y cadmio pueden enlentecer su creci-
miento (Buta, et al., 2011). Aprovechando su capacidad de
asimilacién de contaminantes, se han desarrollado distintos
sistemas de tratamiento de efluentes industriales (como por
ejemplo efluentes de papeleras) utilizando el jacinto de agua
(E. crassipes) (Yedla, et al., 2002).

La aplicacion de jacintos de agua para el uso del trata-
miento terciario de efluentes de plantas de pulpa de celulosa
con proceso Kraft es prometedora, puesto que, en condiciones
experimentales, se han logrado eficiencias de remocién de
materia organica de 46-75% y 11-17% de compuestos feno-
licos totales (Lagos, et al., 2009). Ademads, por su capacidad
de asimilacion de nutrientes, se ha propuesto que E. crassipes
se puede utilizar como una medida de remediacion para los
lagos eutroéficos, controlando la produccién de biomasa fito-
planctonica (Meerhoff, et al., 2002). Actualmente se cuenta
con antecedentes cientificos sobre el papel de E. crassipes en
fitorremediacion, constatandose la capacidad de estas especies
de macrdfitos acuaticos para disminuir metales pesados, como
el cobre (Cu) y mercurio (Hg), de efluentes (Maine, et al., 2007;
Mishra, et al., 2013). En este sentido, este ultimo autor encontrd
una reduccion de Cu del 63,6% en el efluente de una papelera.

De acuerdo a estos antecedentes, se explora la utilizacion
de Eichhornia crassipes como estrategia de fitorremediacién
y complementario al tratamiento quimico convencional para
eliminar contaminantes toxicos de efluentes de la industria
de la pulpa y el papel.

Materiales y Métodos

Efluente

Las muestras de efluente se obtuvieron de una fdbrica ubicada
en el bajo Rio Uruguay cerca de la ciudad de Fray Bentos, Rio
Negro, Uruguay. Dicha planta industrial utiliza el proceso
elemental Kraft libre de cloro para el blanqueo de celulosa.

El efluente se recogid a la salida del tratamiento secundario
durante la produccién de invierno del afio 2009. Las princi-
pales caracteristicas del efluente fueron: DBO; de 29,0 mg/L
(como O,), 0,563 mg/L de amoniaco (como N) y 1,84 mg/L
de AOX (como Cl). La muestra del efluente también se ca-
racterizo en términos de contenido de nutrientes (nitritos,
nitratos, fésforo total y soluble), pH, conductividad eléctrica
y color (ver Tabla 1).

Plantas

Los especimenes de E. crassipes que se expusieron al efluente
se recolectaron en un sitio aguas arriba de la planta de pulpa
de celulosa (latitud: 33° 5’35 .31” S; longitud: 58° 10’43 .05” W)
en octubre del afio 2009. Como control negativo para el ana-
lisis de organoclorados acumulados en la planta se colectaron
ejemplares de E. crassipes en el afio 2006, antes de la puesta en
marcha dela planta de celulosa. Se conservaron distintas partes
de las plantas (tallo, hoja y raices) congeladas a -80 °C para
analizarlas y comparar sus concentraciones con las muestras
expuestas al efluente.

Tratamientos

En noviembre de 2009 los ejemplares de E. crassipes fueron
expuestos al efluente por duplicado, utilizando régimen de
lote, en tanques de polietileno de 20 litros conteniendo cinco
litros de la muestra de efluente cada uno (Figura 1). La exposi-
cion fue de 31 dias y se mantuvo en un lugar protegido dentro
dellaboratorio, con luz natural y a temperatura ambiente. Las
pérdidas en volumen de cultivo debido a la evapotranspira-
cion fueron contrarrestadas por adicion de agua desionizada
hasta el nivel original dia por medio. Como control negativo
se tomod una muestra de efluente (antes de comenzar con
el ensayo) y se analizaron valores de conductividad, pH,
nitrito, nitrato, fosforo total y fésforo soluble, para poder ser
comparados con los valores del efluente al terminar el ensayo.

Figura 1. Eichhornia crassipes en presencia de efluente
secundario al principio del ensayo.
Reactivos

Para los ensayos realizados por Soxhlet y EOX se utilizaron
los siguientes reactivos: alcohol isopropilico: Mallinckrodt


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tripathi S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21550800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yedla S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12088373

REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

INNOTEC 2014, 9 (19 - 23) - ISSN 1688-3691 - 21

Quimicos Lote HO8B01 (ACS) 99,5%, ciclohexano: Ma-
llinckrodt Quimicos Lote 4878KVVB 100% puro y acetona:
Merck KGaA 99,8% puro.

Tras el periodo de exposicion se cosecharon las plantas.
Los tallos, hojas y raices se separaron y trituraron utilizando
un mortero y nitrégeno liquido. Su fraccién lipéfila se extrajo
con 40 mL de una mezcla de ciclohexano:acetona (1:1) con
un extractor liquido-liquido semi-automatico (Soxtec System
HT 1043, Tecator, Suecia).

Se pesaron las grasas obtenidas en cada porcién de
planta, se reconstituyeron con la mezcla de disolventes antes
utilizada y se evaporaron bajo una corriente de nitrégeno.
Los residuos evaporados se reconstituyeron en 0,5 mL de
ciclohexano para finalmente medir EOX por el método de
combustidon/coulombimetria, utilizando un equipo Mitsu-
bishi- COSA, modelo TOX-100.

También se determinaron los haldgenos totales (TX). Las
porciones trituradas de raiz, tallo y hoja se pesaron y que-
maron directamente en el bote del equipo TOX-100 para la
determinacion de los haldgenos totales (TX) por combustion/
coulombimetria.

El fosforo total y los fosfatos fueron analizados mediante
el método de inyeccién en flujo con equipo Lachat 8500,
de acuerdo a QuikChem Method 31-115-01-3-D (Lachat
Instruments, 2009) y los nitritos y nitratos por el método
QuikChem Method 10-107-04-1-A (Lachat Instruments,
2000). La conductividad se bas6 en la norma ISO 7888 (In-
ternational Organization for Standarization, 1985). El pH se
midi6 con electrodo, basaindose en la norma APHA 4500 H-B
(American Public Health Association, et al., 2001) y el DBO;
se determiné por el método respirométrico APHA 5210 D
(American Public Health Association, et al., 2001).

Resultados

Durante el desarrollo del experimento, el color de las hojas
se tornd verde brillante, con un desarrollo importante de la

planta. Después de una semana, los tallos expuestos mos-
traron signos de nodulacién en los peciolos, caracteristica
tipica de la especie estudiada, mientras que en otras plantas
no se observo ensanchamiento del peciolo. El peso promedio
inicial de la planta fue de 497 + 311 g y la masa vegetal final
fue de 277 + 256 g, peso humedo.

Se observaron anfipodos, posiblemente del género Hyale-
lla, viviendo en las raices.

En este marco experimental, la absorcién de nutrientes
por parte de las plantas se evidencia por la disminucion de
fosforo y nitrato en los efluentes (Tabla 1).

Se utilizé la medida de color como una herramienta
de monitoreo durante la prueba para analizar el efluente.
El comportamiento de la variacién del color fue similar en
ambos duplicados (Grafico 1).
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Grafico 1. Analisis de color del efluente secundario en el
transcurso de la exposicion de E. crassipes.

Parametros Valor previo a la exposicion Valor posterior a la exposicion Variacion (%)
Conductividad (uS/cm) 1326 5300 -300
pH 7,18 7,80 -8,6
Nitrito (como N) (mg/L) 0,31 0,072 76,8
Nitrato (como N) (mg/L) 1,34 0,016 98,8
Fésforo total (como P) (mg/L) 1,47 0,564 61,6
Fésforo soluble (como P) (mg/L) 1,47 0,095 93,5

Tabla 1. Pardmetros analizados en el efluente secundario, previo y luego de la exposicion a la planta.

Compuestos organicos halogenados extraibles (ug/g) (como CI)

Compuestos halogenados totales (ug/g) (como Cl)

E. crassipes

Raices Tallo Hojas Raices Tallo Hojas
No expuesto 0,64 3,6 2,1 27 6,7 59
Expuesto 1,3 52 9,4 2,1 59 16,1

Tabla 2. Analisis de halégenos organicos extraibles y halégenos totales en plantas de E. crassipes que fueron expuestas y

no expuestas al efluente secundario.
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Eliminacion de compuestos
organicos clorados

La ruta de distribucién de compuestos organicos clorados
existentes en el efluente de la fibrica de pulpa de celulosa se
evidencid por un aumento en la concentracion desde la raiz
hacia las hojas (Tabla 2 y Grafico 2).

(EOX) (ng/9)

Compuestos organicos clorados extraibles

Hoja Tallo Raiz

I Expuesto

Control

Grifico 2. Distribucion de halégenos organicos extraibles
(EOX) en diferentes tejidos (hojas, tallo y raices) de plantas
expuestas y no expuestas al efluente secundario.

Discusion

En este trabajo se demuestra que E. crassipes es capaz de
absorber compuestos organicos halogenados y reducir la
concentracion de nutrientes de los efluentes analizados. La
eficiencia de remocion de nutrientes en nuestra experiencia
(65% y 78,0%, respectivamente), en especial para nitrito, fue
similar a la reportada por Maine et al. (2007), quienes ob-
tuvieron un porcentaje del 98,8% para el nitrato y un 76,8%
para el nitrito. De acuerdo a Gao et al. (2014) la remocion
de nitrégeno puede deberse no solamente a los procesos de
asimilacion por parte de la planta, sino a transformacion a
través de nitrificacion y desnitrificacion acopladas que pro-
ducirian nitrégeno gas.

Algunos de los factores que podrian haber afectado las
concentraciones acuosas de las sustancias organicas existen-
tes en el efluente ensayado incluyen la hidrdlisis, el factor
de particion agua/carbono orgénico, el ingreso en la planta
y su metabolismo (Chuluun, et al., 2009). Para compuestos
clorados de muy baja biodegradabilidad, como los esperados
en el efluente de pulpa de celulosa, estos autores encontraron
que laacumulacion en otra especie de planta flotante (Acorus
gramineus) se produciria principalmente en la raiz, mientras
que en el presente trabajo se encontrd la mayor proporcién
de compuestos clorados en las hojas.

Una de las posibles razones que explican la inhibicién
del crecimiento después de 20 dias de exposicion es la alta
salinidad, como sugieren Sooknah y Wilkie (2004). Ademas,
segun estos autores, la reduccion de nutrientes sigue una
cinética de primer orden en cultivos de 31 dias, discontinuos
o por lotes, afectando la produccion de biomasa.

En posteriores experiencias, aunque se conoce la poca
degradabilidad de los compuestos a remover, se deberia

incluir un control sin exponer las plantas para evaluar la
degradacion de estos compuestos, escalar este experimento
a piloto, pero con ingreso de los efluentes en forma continua
(Govindaswamy, et al., 2011), y, finalmente, utilizar esta
tecnologia en humedales construidos (Olukanni y Kokumo,
2013) como tratamiento terciario de los efluentes considera-
dos. Luego de haber realizado ese tratamiento depurador, la
planta puede usarse como sustrato para producir bioetanol
o biogas para produccién de energia a partir de biomasa o
para generar biofertilizantes por compostaje (Patel, 2012),
entre otras aplicaciones. Deberd estudiarse el ciclo de vida
total, incluyendo la posibilidad de generacién de dioxinas de
la quema de las plantas que contienen estos contaminantes a
la hora de decidir la disposicion final.

Conclusiones

En base a los resultados de eliminacién de compuestos orga-
noclorados y la alta remocién de nutrientes (en el orden de
90% en esta experiencia), se sugiere que este método serfa
ventajoso como tratamiento terciario de efluentes de pulpa de
celulosa. Las rutas de distribucién de organoclorados dentro
de la planta demostraron su acumulacion principalmente
en las hojas. El presente trabajo es el punto de partida para
continuar con una linea de investigacion de aplicaciones
tecnoldgicas de bajo costo y ambientalmente sustentables
para disminuir el aporte de nutrientes hacia cursos de agua
desde fuentes puntuales industriales y como medida de miti-
gacion de los riesgos de contaminacion debidos a sustancias
organocloradas persistentes.
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Resumen

El queso Dambo uruguayo es un queso de mediana humedad de origen danés con formulacion modificada. Esta
investigacion estudio el uso de la enzima transglutaminasa en la produccién de queso Dambo tipo barra para
aumentar el rendimiento del proceso.

Se fabricaron quesos aplicando un disefio experimental completamente al azar con parcelas divididas medidas en
el tiempo, considerando dos factores (concentracion de la enzima y momento de agregado) en tres niveles, por
triplicado, tomando como referencia el queso sin enzima.

Los quesos fueron analizados a lo largo de cuatro meses en peso, pH, contenido de proteinas, humedad y materia
grasa. Se calcul6 el rendimiento relativo al queso referencia, la recuperacion de extracto seco y el contenido en
proteinas y materia grasa en el queso respecto a la leche. Se analizd el perfil de textura y se determinaron las pro-
piedades sensoriales con un panel de jueces entrenados.

Los resultados mostraron que la tinica condicion con diferencia significativa al 5% en el rendimiento relativo fue
el momento de agregado de la enzima, resultando como momento 6ptimo la incorporacién de la misma junto con
el cuajo, independientemente de la dosis utilizada. El rendimiento logrado fue un 6% superior al queso referencia.
Palabras clave: Queso Dambo tipo barra, enzima, rendimiento, textura, analisis sensorial.
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Abstract

The Uruguayan Dambo cheese is a mid-moisture Danish cheese made with a modified formula. This study exa-
mined the use of transglutaminase to increase the process yield in the production of Dambo cheese.

Cheeses were made using an experimental design with completely randomized split plot measures over time,
considering two factors (enzyme concentration and moment of addition) in three levels, by triplicate, taking as
reference the cheese without enzyme.

Cheeses were analyzed along four months considering weight, pH, protein, moisture and fat matter. The yield
relative to the reference cheese was calculated, as also the dry matter recovery and protein and fat content in the
cheese compared to milk. Texture profile analysis was performed and sensory properties were evaluated using a
panel of trained judges.

The results showed that the only condition with a significant difference of 5% in relative yield was the moment of
the enzyme ‘s addition showing that the optimal time corresponds to the addition with rennet regardless the dose
used. The yield achieved was 6% higher than the reference cheese.

Keywords: Dambo cheese bar type, enzyme, yield, texture, sensory analysis.

Introduccion

El queso Dambo uruguayo es un queso de mediana humedad
o pasta semidura —de entre 36,0 y 45,9% de humedad segun
la reglamentacion MERCOSUR (1994)—, de origen danés,
cuya férmula ha sido modificada en Uruguay. Se elabora a
partir de leche de vaca utilizando cultivos lacticos especificos

y de coagulacién enzimatica, con un tiempo de maduracién
aproximado de 4 semanas.

El queso Dambo es uno de los mas exportados por
Uruguay. En 2011, el 85% de los quesos de pasta semidura
fabricados en Uruguay fueron exportados y su produccién
aument6 un 6% en 2011 y un 83% en los ultimos cinco afos
(Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca, 2013).
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Mas del 50% de los quesos de pasta semidura que se pro-
ducen corresponden a quesos tipo barra. El queso Dambo tipo
barra es una formulacién mas reciente que el queso Dambo
tradicional que se fabrica con algunas diferencias tecnolo-
gicas que permiten producir un queso de mayor dureza y
mas feteable, tal como los consumidores lo demandan, con
mayor estabilidad en el tiempo. La gran produccién de este
tipo de quesos en el pais fundamenta el interés en aumentar
el rendimiento en la produccién de queso Dambo tipo barra.

La transglutaminasa (TG) es una enzima ampliamente dis-
tribuida en la naturaleza, que se encuentra en tejidos animales,
plantas y microorganismos. Se caracteriza por entrecruzar pro-
teinas a través de enlaces covalentes, especificamente entre los
aminodcidos glutamina y lisina. Este entrecruzamiento tiene
efectos sobre las propiedades de las proteinas, la capacidad de
gelificacion, la estabilidad térmica, la capacidad de retencién
deagua, etcétera. La TG es utilizada ampliamente en productos
dela pesca, surimi, productos carnicos, pastas secas, productos
lacteos y panificados, entre otros. Tiene un gran potencial para
mejorar la firmeza, elasticidad, viscosidad, estabilidad al calor
y capacidad de retencién de agua en alimentos mediante la
reaccion enzimatica (Kuraishi, et al., 2001).

Durante el proceso de transformacion de laleche en queso,
las caseinas forman una red proteica conocida como codgulo
o gel. Son varios los factores que influyen en la formacién
de esta cuajada, entre ellos pH, concentracion de calcio,
concentracion de caseina, tratamiento térmico utilizado y
proteinas presentes. El uso de TG afecta tanto la primera como
la segunda etapa de formacion del gel (Bonisch, et al., 2008).
La TG forma enlaces entre las a- - y k-caseinas (Aaltonen, et
al., 2014) y ademas produce entrecruzamientos con la 3-lac-
toglobulina y la a-lactoalbimina en la cuajada (Cozzolino,
etal., 2003; Ozrenk, 2006). Estos entrecruzamientos podrian
favorecer un aumento del rendimiento quesero, afectando
positivamente la rentabilidad del producto.

Varios autores han estudiado el impacto de la TG en las
proteinas de la leche y en las propiedades fisicas y de textura
delos geles resultantes de la acidificacion (Bonisch, et al., 2007;
Jaros, et al., 2007, 2010). Ozer et al. (2012) demostraron que
la accién especifica de la TG en geles de cuajo se ve afectada
por los parametros del procesamiento, como la temperatura de
coagulacion, la concentraciéon de TGy el pH de laleche inicial,
por lo cual es necesario optimizar estos pardmetros antes de
realizar la incorporacion de TG en la fabricacién de quesos.

Otro ingrediente utilizado en la fabricacién de quesos es
la enzima quimosina, que actua sobre la k-caseina produ-
ciendo caseinomacropéptidos (CMP). Es importante tanto el
momento de agregado de la quimosina como la temperatura,
para que laaccion dela TG no enlentezca la liberacién de CMP
durante la fase primaria de la coagulacién (Ozer, et al., 2013).

En base al potencial de la TG se disefid este estudio con el
objetivo de conocer si el uso dela enzima como coadyuvante tec-
nolégico es capaz de aumentar el rendimiento en la produccién
de uno delos quesos més fabricados en Uruguay, el queso Dambo
tipo barra, estudiando las condiciones 6ptimas del proceso y
como afecta su uso en las caracteristicas tipicas de dicho queso.

Materiales y Métodos

El queso Dambo fue elaborado a partir de leche cruda de vaca.
Laleche se analiz6 a su ingreso a la planta piloto determinan-
dose: pH (pHmetroMettler Toledo SevenMulti, electrodo com-

binado de penetracién InLab), acidez titulable (grados Dornic,
ISO/TS 22113/IDF RM 204, 2012), porcentaje de proteinas
(ISO 8968/1DF 20, 2001), porcentaje de materia grasa (ISO
1211/IDF1, 2010), porcentaje de extracto seco (ISO 6731/IDF
21, 2010) y densidad por picnometria (AOAC 925.22, 2005).

Para evitar los efectos de las diferencias de cada lote de
leche utilizado, con cada lote de leche se fabricaron cuatro lotes
de queso: un lote de queso referencia (sin TG) y tres lotes de
queso con TG (ACTIVA® YG, Ajinomoto, Francia), segtn el
disefo aleatorio del experimento. De esta manera se fabricaron
un total de 27 lotes de queso con tres concentraciones diferen-
tes de TG agregada en tres momentos distintos del proceso.

Cada lote de queso fue elaborado en tina quesera doble
O con doble camisa y sistema de agitacion y corte mecanico
controlado, a partir de 50 L de leche previamente pasteuriza-
dos a 72 °C durante 15 segundos. Cuando la leche alcanzé los
33°Cse incorporaron 10 mL de cloruro de calcio Promilk® al
33% y fermentos mesofilos y terméfilos homofermentativos
de acidificacion rapida Choozit® RA21 de Danisco, Dupont,
en una dosis de 3,125 DCU (Direct Culture Unit) por lote. A
los 30 minutos se agregaron 3 mL de coagulante de quimosina
pura Maxiren® dejéndolo actuar durante 25 minutos en las
mismas condiciones. Luego se cortd la cuajada con cuchilla
mecanica hasta obtener un tamano de grano de maiz y se
cocing hasta llegar a 42 °C. Se dren6 la masa hacia un cajén
de pre-prensa con red donde se hizo un pre-prensado manual.

Se formaron los quesos en moldes de polipropileno de 1 Kg
de capacidad con desuerador y tapa y se prensaron verticalmente
durante 3 horas, con rotaciones intermedias. Cuando los quesos
alcanzaron un pH de 5,4 se refrigerarona4 + 2 °C. Alas 16 horas
se sumergieron en salmueraa 19 grados Baumé durante 5 horas
con volteo a medio tiempo. Se realiz6 un oreo por 24 horasa 4 +
2°Cyseenvasaron a vacio en bolsas Maraflex ARG2. Los quesos
fueron conservados en cdmara de maduraciéona 8 + 2 °Chastael
momento de su andlisis y fueron analizados en sus parametros
fisicoquimicos a tiempo 0 (momento de envasado), 1,2, 3y 4
meses de envasados. El perfil de textura y el analisis sensorial
se realizaron a los 1, 2, 3 y 4 meses de envasados.

Disefno experimental

Se elabor¢ un disefio experimental completamente al azar con
parcelas divididas medidas en el tiempo, considerando dos
factores (concentracion de la enzima y momento de agregado)
en tres niveles. Los experimentos se realizaron por triplicado,
tomando como referencia el queso sin enzima.

Las concentraciones de TG utilizadas fueron 0,1, 0,5y 1,0
unidades TG / g de proteina en leche, donde una unidad de
la enzima es la cantidad de enzima que cataliza la formacién
de 1 pmol de 4cido l-glutimico Ymonohidroxamato en un
minuto a pH 6y 37 °C.

Los momentos de incorporacién de TG en el proceso
fueron: «con el cuajo», manteniendo las restantes condiciones
de fabricacién iguales al queso referencia, «con el cuajo en
frio» a 15 °C, habiéndose realizado todo el proceso previo
también a 15 °C, y «al corte», incorporando la enzima luego
de alcanzado el tamafio grano de maiz.

Analisis fisicoquimico de los quesos
Peso: Se utilizd balanza de precision Shimadzu BX22KH.

pH: Se midié con pHmetro Mettler Toledo SevenMulti y
electrodo combinado de penetracién InLab.
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Humedad, proteinas, materia grasa: Se analizaron con
FoodScan® Labtype 78800 Foss, Dinamarca, previamente ca-
librado segtin las normas ISO 5534/IDF 004, 2004, ISO 8968/
IDF 20, 2001 e ISO 1735/IDF 005, 2004, respectivamente.

Perfil de textura instrumental

Se realizo el analisis de perfil de textura (TPA) con tex-
turémetro TA-XT-Plus Texture Analyzer (Stable Micro
Systems Ltd., UK). Se determinaron dureza, elasticidad y
cohesividad.

Perfil sensorial

Se analizaron 15 atributos con un panel de 10 jueces entre-
nados (ISO 22935-1, 2009; Lavanchy, et al., 1993; Montero,
et al., 2005): intensidad de olor, firmeza tictil, firmeza en
boca, elasticidad, friabilidad, solubilidad, impresion de
humedad, adhesividad, intensidad de sabor, dulce, amargo,
salado, acido, picante y retrogusto. Los jueces evaluaron
la intensidad de cada atributo usando una escala no es-
tructurada de 0 a 7. La evaluacion se realizé en una sala
normalizada segin ISO 8589, luego de 1, 2, 3 y 4 meses de
maduracién de los quesos.

Analisis de datos

Para estudiar la variabilidad en todos los parametros ana-
lizados en cada tiempo del estudio, se realizé6 un ANOVA
de dos factores con interaccion (concentracion de enzima y
momento de agregado).

Para estudiar el efecto de la concentraciéon de enzima
y el tiempo de maduracidn, se realiz6 un ANOVA de dos
factores con interaccion (concentracion de enzima y tiempo
de maduracidén) por disefio de parcelas divididas.

Para determinar la diferencia significativa entre muestras
se utilizo el test de Tukey (a < 0.05). Los andlisis se realizaron
usando XLSTAT Version 2011 (Addinsoft 1995-2010, France)
e Info Stat Statistical Software version 2011.

Calculos de rendimiento y
aprovechamiento de los sélidos de queso

Rendimiento Relativo (%) = peso del queso con TG
peso queso referencia

Las recuperaciones de los solidos del queso se determi-
naron segun:

Recuperacién de _ peso queso x extracto seco queso x 100
Extracto Seco (%)  peso leche x extracto seco leche

Recuperacién  _ peso queso x proteinas en queso x 100
de Proteinas (%) peso leche x proteinas leche

Recuperacién de _ peso queso X materia grasa queso x 100
Materia Grasa (%) ~ peso leche x materia grasa en leche

Resultados

Rendimiento y parametros
fisicoquimicos de quesos

En el Grafico 1 se presentan los perfiles del rendimiento
relativo al queso de referencia (100%) obtenidos en la
fabricacion de los quesos en cada una de las condiciones
del estudio, segiin el momento de agregado de TG y su
concentracion.

110

105 [y

Rendimiento relativo

Con cuajo Con cuajo en frio Al corte

Momento de agregado de TG

Il 017G Il 057G B 107G

Grifico 1. Rendimiento de la produccién de quesos
fabricados en las diferentes condiciones del estudio,
relativo al queso referencia (100%). Letras distintas indican
medias con diferencia significativa (p>0,05).

Del estudio del momento de agregado de la enzima (con
el cuajo, con cuajo en frio y al corte) se observa que la tnica
condicién que mostré una diferencia significativa (p=0,005)
en el rendimiento relativo fue el momento de agregado de la
enzima, no importando la dosis de TG utilizada, ni encon-
trandose interaccion entre los factores estudiados. El agregado
de TG con el cuajo fue el que mostré el mayor rendimiento
relativo del proceso.

No se encontraron diferencias significativas en la varia-
cién del peso de los quesos a lo largo del estudio.

Los aumentos de rendimiento encontrados fueron de un
6% y 4% respecto al queso referencia cuando la TG se incor-
por6 junto con el cuajo en una concentraciéon de 0,5y 1,0 U
TG / g de proteina en la leche, respectivamente.

La recuperacidn relativa del extracto seco para los quesos
alos quela TG se incorpor6 junto con el cuajo se muestra en
el Grafico 2. Se encontr¢ diferencia significativa (p=0,0009)
en las concentraciones de TG utilizadas; los quesos fabricados
con 0,5y 1,0 U TG/ g proteina fueron los que presentaron
mayor recuperacion relativa de extracto seco y no se encon-
traron diferencias a lo largo del tiempo.

En cuanto a la recuperacion relativa de proteinas, no se
hallaron diferencias respecto al momento de incorporacioén de
laenzimaalolargo de todo el estudio. Al analizar la condicién
de agregado de la enzima con cuajo a lo largo del tiempo, se
encontrd que existe interaccion entre el momento de agregado
de la enzima y su concentracién (p=0,0210). En la Tabla 1 se
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muestran las recuperaciones relativas de los quesos respecto
al queso referencia. Se puede afirmar que a los 3 y 4 meses
del estudio la concentracién 1,0 U TG / g proteina da mayor
recuperacion relativa de proteinas que la concentracion 0,1
U TG/ g proteina.
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Grafico 2. Variacién de la recuperacion relativa del
extracto seco a lo largo del tiempo del estudio para los
quesos con TG incorporada con el cuajo. Letras distintas

indican medias con diferencia significativa (p>0,05).

UTG/g
proteina | MesO | Mes1l | Mes2 | Mes3 | Mes4
agregadas

0,1 TG 0,98a | 0,97a | 0,98a | 0,98a | 0,97 a

0,5TG | 0,99ab | 0,96a | 0,99ab | 0,98a [0,99 abc

1,0 TG 0,96a |1,02 abc|1,03 abc| 1,08 ¢ 1,08 ¢

Tabla 1. Recuperacion relativa de proteinas a lo largo del
tiempo en los quesos con TG incorporada con cuajo en
sus distintas concentraciones. Letras diferentes indican
que los valores son significativamente diferentes al 5% de
confianza.

El estudio de la recuperacion relativa de materia grasa
mostro diferencias significativas (p=0,003) segun el momen-
to de agregado de la enzima, pero no se vio afectada por la
concentracion. Los momentos de agregado de la enzima al
corte y con cuajo dieron mayores recuperaciones relativas de
materia grasa que el momento en frio.

En el Grafico 3 es posible apreciar la variacion de la
recuperacion de materia grasa en los quesos fabricados
con la incorporacién de TG con cuajo. No se observaron
diferencias significativas (p=0,0810) en esta recuperacion al
5% de confianza. Al 10% de confianza se puede afirmar que
efectivamente existe diferencia entre la concentracion 0,1y
las concentraciones 0,5y 1,0U de TG/ g proteina.

En cuanto a la humedad relativa solo se presenté una
diferencia significativa segun el momento de agregado de
enzima a tiempo 0 (p=0,008). En el tiempo 0 la humedad fue
mayor al agregar la enzima junto con cuajo que al agregarla

al corte. Se observo que al agregar la TG con cuajo las dosis
utilizadas no presentan diferencias significativas al 5% de
confianza, aunque al 10% de significancia si hay diferencias,
siendo mayor la humedad con la dosis 0,5 de TG, tal como
lo muestra el Grafico 4.
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Grafico 3. Variacién de la recuperacion relativa de materia
grasa a lo largo del tiempo para quesos fabricados con TG

incorporada con el cuajo. Letras distintas indican medias
con diferencia significativa (p>0,1).
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Grifico 4. Variacion de la humedad relativa de los quesos
fabricados con TG incorporada con cuajo a lo largo del
tiempo.

El Gréfico 5 muestra la variacion del pH de los quesos
fabricados con TG incorporada con cuajo. Se encontraron
diferencias significativas segun la concentraciéon de enzima
utilizada (p<0,001), obteniéndose valores de pH menores con
el uso de 0,5y 1,0 U TG/ g proteina.

Perfil de textura instrumental

Respecto al andlisis del perfil de textura, se analizaron los
resultados de dureza, elasticidad y cohesividad.

En el Grafico 6 se presentan los resultados de los analisis
de dureza de los quesos con TG incorporada con cuajo a lo
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Grafico 5. Variacion del pH de los quesos fabricados con
TG incorporada con cuajo a lo largo del tiempo del estudio.
Letras distintas indican medias con diferencia significativa
(p>0,05)
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Grifico 6. Dureza de los quesos fabricados incorporando
la TG con cuajo y del queso referencia. Letras distintas
indican medias con diferencia significativa (p>0,05)

largo del tiempo y de los quesos referencia correspondientes.
Se puede observar que la concentracion de TG afectd la dureza
de los quesos fabricados a lo largo de todo el estudio, produ-
ciéndose los quesos mas duros con 1,0 U de TG / g de proteina.
La elasticidad de los quesos (Gréfico 7) fue afectada
significativamente tanto por la concentracién de TG como
por el momento de su incorporacion. Los quesos con con-
centraciones de 0,5y 1,0 U TG / g proteina son siempre més
elasticos que los quesos con 0,1 U TG / g proteina.
Respecto a la cohesividad estudiada en la condicién con
cuajo a lo largo del tiempo, se observd que es mayor en los
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Grifico 7. Elasticidad de los quesos fabricados
incorporando la TG con cuajo y del queso referencia.
Letras distintas indican medias con diferencia significativa
(p>0,05).
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Grafico 8. Cohesividad de los quesos fabricados
incorporando la TG con cuajo y del queso referencia.
Letras distintas indican medias con diferencia significativa
(p>0,05)

quesos fabricados con 1,0 U TG / g proteina que en el queso
referencia (Gréfico 8).

Perfil sensorial

En el Grafico 9 se presentan los resultados de la evaluacién
sensorial realizada por los jueces a los 30 dias de maduracién
de los quesos elaborados con la TG incorporada con cuajo.
Estos pardametros no experimentaron variaciones significa-
tivas a los 2, 3 y 4 meses del estudio, mas alld de las propias
del proceso de maduracién del queso.
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Perfil sensorial a los 30 dias de elaboracién
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Grafico 9. Resultados de los andlisis sensoriales de los
diferentes atributos estudiados para la condicion con cuajo
a los 30 dias de maduracion.

Desde el punto de vista sensorial se puede afirmar que a
los 30 dias de elaborados los quesos con 1,0 U TG / g protei-
na presentaron mayor dureza en boca y menor solubilidad
(p<0,05) que los quesos fabricados con la menor concentra-
cion de enzima y que el queso de referencia. En cuanto a los
cambios de los quesos con el tiempo a los 2, 3 y 4 meses del
estudio no se hallaron mas variaciones que las atribuibles al
proceso de maduracién de un queso.

Discusion
Rendimiento y parametros
fisicoquimicos de quesos

Hasta ahora se han realizado pocos estudios sobre la in-
corporacién de TG en la fabricacién de quesos. Ozer et al.
(2013) encontraron que la modificacion de la matriz del
queso debido a la reticulacion de proteinas por TG es una
herramienta eficaz para obtener un aumento de rendimiento
en queso blanco aunque con caracteristicas de textura modi-
ficadas. Se ha observado que el aumento en el rendimiento
real de los quesos no se debe tinicamente a la retencién de
mas suero en el queso. Sayadia et al. (2013), en su estudio
del tratamiento enzimatico de la leche con TG, observaron
un aumento en la relaciéon humedad / proteina en el queso
blanco irani bajo en grasa.

Bonisch et al. (2008) estudiaron el efecto de la TG en
la coagulacién de la leche utilizando TG con adicién de
glutation y constataron que al incorporar la enzima en la
leche pre-incubada a distintos tiempos antes que el cuajo,
la condicion de agregado de TG junto con el cuajo fue la
que presentd menor tiempo de coagulacion, afectando el
rendimiento del queso. La pre-incubacién de la TG podria
causar inhibicién de la hidrodlisis de la k-caseina en la fase
primaria de la coagulacidn.

A su vez, Ozer et al. (2013) investigaron la adicién de la
TG a dos temperaturas: 30 y 34 °C, concluyendo que el uso
de mayor temperatura provoc6 un mayor rendimiento en

el queso blanco, aludiendo a que la temperatura presenta
influencia en la cinética de la reorganizacion de las proteinas.
En el presente estudio la utilizacion de 15 °C (con cuajo en
frio) present6 rendimientos menores al queso de referencia.

En base a los resultados de los estudios mencionados
anteriormente, en este trabajo se constaté que los mejores
rendimientos en la produccién de queso se obtuvieron con
el agregado de la TG junto con el cuajo.

La mayor recuperacién de extracto seco, encontrada al
utilizar concentraciones de TG de 0,5y 1,0 U TG/ g proteina
en esta investigacién, podria deberse a la incorporacion de
proteina de suero en el queso, segtin lo demostrado por Ozer
et al. (2013), en el caso de queso blanco, y por Sayadia et al.
(2013), en queso blanco irani bajo en grasa.

En base al Gréfico 1 ylos resultados de contenido de hume-
dad y materia grasa, podria afirmarse que la mayor humedad
y recuperacion relativa de materia grasa cuando se agrega TG
con cuajo inducen el mayor rendimiento debido a una mayor
retencion de agua y materia grasa en la red proteica. Aaltonen
et al. (2014) demostraron una mayor incorporacién de agua
en queso Edam estandarizado con proteinas de suero.

Perfil de textura instrumental

Sayadia et al. (2013) hallaron que la dureza del queso blanco
irani aumenta con la concentracién de TG utilizada en su
fabricacion, tal como se demostr6 con este estudio para el
queso Dambo tipo barra, correlacion similar a la hallada por
Ozer et al. (2013). Estos autores atribuyen a que la funcién
principal de TG en el queso es formar enlaces isopeptidicos,
lo que conduce a una red de gel con menores agregados y
tamanos de poros, resultando en una red mds restringida,
por lo que se prevé que la dureza sea debido a una mayor
cantidad de puntos de contacto entre las proteinas de la
matriz del queso.

En lo referente a la elasticidad de los quesos, Ozer et
al. (2013) determinaron que los quesos tratados con TG
mantienen la elasticidad m4s estable durante la maduracion,
comparados con los quesos que no se elaboran con TG. En
este estudio esto se dio para los quesos fabricados con la
mayor concentracion de TG adicionada junto con el cuajo
(0,5y 1,0 U TG/ g proteina).

Se constat6 que los quesos fabricados con 0,5y 1,0 U
TG / g proteina son los que presentaron mayores valores de
cohesividad. En el trabajo de Ozer et al. (2013) se demostré
que la cohesividad no presenta diferencias significativas con
el tiempo, sin embargo, se hallaron valores mas altos en el
queso blanco salado tratado con TG respecto a la referencia.
Esto se justifica porque tanto el nimero como la fuerza de
los enlaces de la proteina en los quesos tratados con enzimas
son afectados por la TG.

Perfil sensorial

Los quesos fabricados con 1,0 U TG/ g proteina incorporada
junto con el cuajo mostraron cambios significativos en su tex-
tura, ya que presentaron mayor dureza, elasticidad y cohesivi-
dad, y también en su sabor, pues tuvieron menor intensidad
de sabor, menor sabor dcido y menor sensacidn picante. Esto
ultimo puede deberse a que al tener mas enzima los quesos
fueron menos solubles, provocando una menor movilidad de
los sabores en la lengua, lo que llevé a una deteccién menor.
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Conclusiones

El mayor rendimiento quesero se dio al incorporar la TG junto
con cuajo. Con los estudios especificos que se hicieron de esa
condicién, se constaté que al incorporar 0,5y 1,0 U TG/ g
de proteina el rendimiento aumentd un 6 y un 4%, respec-
tivamente, en relacion al queso Dambo barra tradicional
sin enzima. A efectos practicos, en la fabricacién del queso
Dambo se entiende que la condicién con cuajo es la mas facil
de adecuar a las condiciones que poseen las fabricas, porque
se puede hacer con la infraestructura de una queseria tradi-
cional y en las mismas condiciones de proceso, sin requerir
mayor know-how, equipamiento, entrenamiento adicional
del personal, y simplemente incorporando un ingrediente
mas en la fabricacidn.

Los quesos con TG incorporada con cuajo como coadyu-
vante en su fabricacion mantienen las caracteristicas propias
del queso Dambo tipo barra con una mayor dureza que el
queso tradicional, lo cual es un atributo deseable para obtener
mejores caracteristicas de feteabilidad.
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Efecto del perfil de caseinas, recuento
de células somaticas y composicion de la leche
en el rendimiento del queso Dambo

Effect of caseins profile, somatic cells count
and milk composition in Dambo cheese yield

Escobar, Daniela 0, Pelaggio, Ronny @), Grille, Lucia @, Colzada, Enrique ®), Rampoldi, Cecilia ), Carro, Silvana @,
Delucchi, Inés @, Viola, Natalia ©), Nolla, Juan Pablo ©, Reinares, Rosana (), Chilibroste, Pablo ¢, Piedrabuena, Laura @,
@ Gerencia de Investigacion, Desarrollo e Innovacidn y Gerencia de Analisis, Ensayos y Metrologia, Laboratorio Tecnold-
gico del Uruguay, LATU - @ Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Leche, Facultad de Veterinaria, UdelaR, Monte-
video, Uruguay - ® Departamento de Produccién Animal y Pasturas (Bovinos de Leche), Facultad de Agronomia - Udelar,
Montevideo, Uruguay - @INIA, Programa de Produccion de Leche. Laboratorio de Calidad de Leche - ©) CLALDY S.A.,
Uruguay - © PILI S.A., Uruguay - @ CRI Lechero del Litoral, Uruguay.

Contacto: descobar@latu.org.uy

RECIBIDO: 30/05/2014 — APROBADO: 15/10/2014

Resumen

El rendimiento quesero influye en la competitividad de las industrias queseras, por lo que se busca producir
leche de mayor valor y su mejor aprovechamiento. El conocimiento de la materia prima repercute en la toma de
decisiones del productor y la industria.

El objetivo de este estudio fue analizar la influencia de la caseina, su perfil y otros componentes de la leche en el
rendimiento del queso Dambo, producido a escala piloto e industrial, con leches provenientes del Litoral Noroeste
uruguayo. A escala piloto se utilizaron condiciones de: alta caseina y bajo RCS, alta caseina y alto RCS, baja caseina
y bajo RCS y baja caseina y alto RCS. En escala industrial se compararon los quesos de alta caseina con el promedio
de planta. Se estudiaron dos estaciones. Se encontr6 que el queso Dambo elaborado con alta caseina (>2,6g/100g) y
bajo RCS (<200.000cel/mil) tuvo un aumento de rendimiento del 10% respecto al de baja caseina (<2,41g/100g) y
alto RCS (>500.000cel/mil), ocasionado por mayor recuperacion de materia grasa en el queso. A escala industrial
se obtuvo un aumento del 9% utilizando alta caseina en leche. Asimismo, existe una influencia positiva de la k-CN
y 8-CN en el rendimiento quesero, con una asociacion entre a-CN y recuperacion de materia grasa.

Palabras clave: Calidad de la leche, rendimiento quesero, textura, recuento de células somaticas, caseina.
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Abstract

The yield of cheese affects the competitiveness of the dairy industry, so it is interesting to produce milk of higher
value for a better profit. Knowledge of raw materials affects the decisions of producers and industry. The aim of
this study was to analyze the influence of casein, its profile and other milk components in Dambo cheese yield,
produced at pilot and industrial scale with milk from the Northwest Coast of Uruguay. In pilot-scale milk condi-
tions were: high casein and low SCC, high casein and high SCC, low casein and low SCC and low casein and high
SCC. In industrial scale high casein cheeses were compared with the average plant. Two seasons were studied.
We found that Dambo cheese made with high casein (>2,6g/100g) and low SCC (<200.000cel/mil) had a perfor-
mance increased by 10% compared to low-casein (<2,41g/100g) and high SCC (<500.000cel/mil), caused by an
increased fat recovery in cheese.

In industrial scale an increase of 9% with high milk casein was obtained. There is also a positive influence of k-CN
and -CN in cheese yield, with an association between a-CN and fat recovery.

Keywords: Milk quality, cheese yield, texture, somatic cells count, casein.

Introduccion

del Litoral Norte uruguayo, donde el queso supone el 80%
de sus exportaciones, lo que representé econémicamente

Uno de los factores mds importantes para las industrias
productoras de queso y que influye decisivamente en la via-
bilidad econdmica es el rendimiento quesero. El rendimiento
quesero juega un rol fundamental en la rentabilidad de las
industrias lacteas, especialmente en el caso de las industrias

US$ 61.374.000 para el afio 2011 (Uruguay XXI, 2012). Si
bien el rendimiento depende de muchos factores vinculados
al proceso industrial, la materia prima utilizada y su cono-
cimiento en profundidad son factores fundamentales en la
ecuacién financiera de la industria quesera, que generan in-
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formacion imprescindible para la toma de decisiones. Existen
distintas formas de calculo para el rendimiento quesero, no
hay una manera tnica y correcta de predecirlo, ya que de-
pende directamente de la composicion de la leche, el tipo de
queso y las condiciones de procesamiento. Algunos autores
han discutido férmulas, y tal vez una de las recopilaciones
mas completas es el boletin especial que publicd la IDF en
el aflo 1993 (International Dairy Federation, 1993). Varios
son los parametros que impactan en la transformacién de
leche a queso, y el conocimiento de estos factores permitiria
definir potenciales acciones que representen una ventaja
competitiva para la industria quesera.

La leche es un fluido acuoso y complejo formado por
diversas fases en equilibrio, en las que los factores fisicoqui-
micos, microbioldgicos y enzimaticos afectan directamente
la calidad y el rendimiento del producto final. Las caseinas
ocupan el 80% de la fraccion proteica de la leche y son de
gran importancia para la tecnologia de productos lacteos.
En la transformacion de la leche en queso, las caseinas (a,,
a,,, P v x) forman la red proteica conocida como coagulo
o gel que serd determinante de la calidad y rendimiento
del producto final. Se ha demostrado que las interacciones
ionicas e hidrofébicas mantienen la integridad estructural
de la micela de caseina, asi como la k-caseina (k-CN) limita
el proceso de asociacion proteica, determinando el tamano
final y estabilidad de la micela (Kruif, et al., 2012; Huppertz,
etal., 2006). A su vez, juega un rol tecnolégico importante en
la formacion de la cuajada y el rendimiento final en la pro-
duccién de queso. Tal es asi, que leches con alta cantidad de
proteinas pero con bajas propiedades para la elaboracion de
queso afectan el rendimiento (Ikonen, et al., 1999) en virtud
del bajo contenido de caseina. Por ende, el rol que juegan las
caseinas es fundamental a nivel tecnoldgico.

Las micelas de caseina estan altamente hidratadas y va-
rian en tamafo desde 50 a 300 nm. El tamafio medio de las
micelas de caseina nativas estd influenciado por el régimen
de alimentacién del rodeo, sus genotipos de a,-CN y k-CN,
el pH (Devold, et al., 2000) y la variacién estacional. Glantz
y equipo (2010) estudiaron la influencia del tamafio de la
caseina en la formacion de geles de renina, concluyendo que
un menor tamano de micela de caseina mejora las propiedades
de gelificacion, lo que podria optimizar el paso inicial en el
procesamiento del queso.

Varios autores han evaluado el efecto de la composicién
delas distintas proteinas en las propiedades coagulantes de la
leche, hallando una influencia de la k-CN y su proporcion en
relacion ala CN total, donde una baja concentracion de k-CN
es asociada a una mala coagulacion de la leche (Wedholm, et
al., 2006), con su consecuente disminucion en el rendimiento
del queso. Existen estudios que han asociado el alelo B de la
k-CN como determinante para la buena coagulacién de la
leche, con la obtencién de un cuajo mas firme, reduciendo
tiempos de coagulacion de cuajada e incrementando el ren-
dimiento del queso (Ng-Kwai-Hang, 1998; Wedholm, et al.,
2006). También se constata un papel importante de la relaciéon
a-CN y B-CN como constituyentes bésicos de la microes-
tructura del queso (St-Gelais, et al., 2005) El mecanismo de
coagulacion de las micelas de caseina es un tema complejo y
parte de esa complejidad depende de la naturaleza dela leche,
su composicion, calidad y microestructura.

Asimismo, las leches con un alto contenido de células
somaticas se caracterizan por generar una alta concentracién
de proteasas y una alta actividad enzimatica (Santos, et al.,

2003) que va en detrimento de la calidad y rendimiento
de los quesos. Si bien existen factores indirectos que son
relevantes, los mismos pueden ser detectados y controlados
en el tambo y en la industria, entre otros: temperatura y
tiempo de enfriamiento de la leche, exceso de agitacién y
bombeo, corte prematuro de cuajada, defecto de disefio de
tina y liras, calibracion de instrumentos de medicidn, tipo
de cuajo utilizado, etcétera.

Ozymek y equipo (1993) sugirieron la optimizacion de
la produccién, dado que algunas leches son mas adaptadas a
la produccién de queso, mientras que otras pueden ser mas
rentables econdmicamente si son utilizadas para el procesa-
miento de la leche fluida.

Por lo antedicho, es importante el estudio de la com-
posicién y calidad de la leche, especialmente la caseina. El
conocimiento de los distintos sistemas de produccién de leche
asi como de la variacion estacional representa una ventaja
para la industria, permitiéndole disponer de fundamentos
para la toma de decisiones sobre el destino de la leche en la
elaboracion de productos lacteos.

Esta investigacidn se desarrolld en el marco de las
acciones llevadas adelante por el Consorcio Regional de
Innovacion de la Cadena Lactea del Litoral (CRI Lechero
del Litoral) en la regién Noroeste de Uruguay, mediante el
proyecto «Patrones de variacion de la caseina en leche en
el Litoral Noroeste: su relacién con sistemas productivos y
producto final», cofinanciado en conjunto con la Agencia
Nacional de Investigacion e Innovacién (ANII). El CRI Le-
chero del Litoral es una alianza publico-privada integrada
por: PILIS.A.,, CLALDY S.A., LATU, INIA y UdelaR, la cual
tiene como finalidad efectuar investigacion y desarrollos
tecnoldgicos que contribuyan a mejorar la competitividad
dela cadena lactea. Este proyecto generd un impacto a nivel
de dicha cadena, por medio del conocimiento de la compo-
sicioén de la leche y su relacién con la alimentacién animal,
variaciones climaticas, higiene de establecimiento, sanidad
animal, etcétera. El objetivo de este trabajo fue analizar la
influencia de la caseina, su perfil y otros componentes de la
leche en el rendimiento de un queso tipo Dambo, producido
a escala piloto e industrial, con leches provenientes de la
region Litoral Noroeste de Uruguay.

Materiales y Métodos

Seleccion de condiciones
para el estudio de rendimiento quesero

Para el estudio del rendimiento quesero de la leche se rea-
lizaron pruebas experimentales a escala piloto en la planta
piloto del LATU vy pruebas industriales en dos industrias
del Litoral Oeste del Uruguay. En ambos casos se realizaron
elaboraciones en dos estaciones del afo (invierno y otoio).

Escala piloto

Para la evaluacion de rendimiento en escala piloto se confor-
maron cuatro grupos experimentales, segiin la composicion
de caseina y parametros higiénicos sanitarios, como el re-
cuento de células somdticas (RCS) y el recuento de bacterias
totales (RBT). La seleccion de productores se realizé en
base a la evaluacion de los distintos parametros obtenidos
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a lo largo de un ano sobre la composicion de la leche y los
parametros higiénicos sanitarios de 30 establecimientos de
leche de las dos industrias de la zona del litoral Oeste. En el
afo de investigacion el 90% de los productores estudiados
presentaron valores de RBT menores a 50.000 ufc/mL, por
lo que la seleccion para el estudio fue realizada segtin la ca-
seina y el recuento de células somaticas. Los productores se
seleccionaron para los tratamientos estadisticos segun: 1) alta
caseina y bajo RCS, 2) alta caseina y alto RCS, 3) baja caseina
y bajo RCS, y 4) baja caseina y alto RCS.

Cada condicion se realizd por cuatriplicado con leche
de 8 productores en las dos estaciones del aio que abarca el
estudio. Se tom¢ leche por duplicado de cada uno de los 16
productores para cada elaboracién de queso.

Escala industrial

Para las pruebas industriales se utilizé para comparar el
rendimiento quesero la composicion de caseina de la leche,
debido a que es un parametro que se puede obtener rdpida-
mente en planta si se tiene el equipo adecuado. Se efectuaron
comparaciones elaborando quesos con leches de alta caseina
contra el promedio de planta (testigo).

Se realizaron cinco repeticiones de cada condicion (alta
caseina y testigo). Cada industria eligi6 para la condicion ex-
perimental de alta caseina un establecimiento con leche de alta
caseina seleccionado de los 30 establecimientos analizados.
El testigo era el que correspondia a la elaboracion del silo de
cada planta del dia de elaboracion.

Elaboracion de queso Dambo
Escala piloto

Cada lote de queso fue elaborado a partir de 50 L de leche
bovina cruda de cada establecimiento seleccionado. A la
llegada de los lotes de leche se midi6 su temperatura, pH
y acidez antes de la elaboracién. La leche se estandarizé al
3,0% de materia grasa (MG), en descremadora Westfalia
Separator modelo LWA 205-1 (Germany). El proceso de
elaboracion de los quesos se realizé en una tina quesera
doble O con doble camisa y sistema de agitacion y corte
mecanico controlado, donde a partir de 50 L se pasteurizo
inmediatamente a 72 °C por 15 segundos. Los quesos fue-
ron elaborados el mismo dia de la recepcién de la leche. E1
proceso aplicado se muestra en la Figura 1.

Todos los quesos fabricados fueron envasados y conser-
vados en la cdmara de maduracion hasta el momento de su
analisis. Se analizaron los quesos a tiempo 0, 30, 60 y 120 dias.

Escala industrial

Cada lote de queso en cada industria fue elaborado a partir
de tinas industriales de 12.000 L de leche, midiéndose pH y
densidad de laleche antes de la elaboracién. Se estandarizo y
se sigui6 el procesamiento habitual de elaboracion de queso
Dambo de las plantas procesadoras. Todos los quesos fueron
envasados y conservados en camara de maduracion a 8 +/-
2 °C hasta el momento de su analisis. La industria tomo el
peso y la humedad a tiempo 0 en la planta industrial, y luego
se realizaron los analisis en el LATU. La empresa A analizé
los quesos alos 30, 60 y 120 dias de madurados y la empresa
B alos 60 y 120 dias de madurados.

Recibo de leche cruda

N2

Estandarizacion (3 % MG)

£ 2

Pasteurizacion (72 °C/ 15 segundos)

N4

Siembra (0,09 g de fermentos lacticos
Choozit® RA21, Danisco, Dupont/37 °C)
v
Agregado de CaCl2 (10 mL, Promilk®)

Agregado de quimosina (3 mL Maxiren,
para cuajar en 30 minutos)

v

Corte hasta tamafo de grano “maiz”

Agitado inicial (5 minutos)

e

Coccion con agua caliente (42 °C/ 30 minutos)

é

Desuerado (20% del volumen de suero)

é

o
(1]
[
[q]
Q

e

Moldeado (Moldes de 1 Kg)
v
Prensado (30 minutos/4 Kg + 60 minutos/
7 Kg de peso + 60 minutos/14 Kg)
v

Salado con inversion (19° Baumé/4 horas)
v
Oreo (4 + 2 °C/12 horas)
v
Envasado a vacio (bolsas Maraflex Arg 2)

£ 2

Maduracion a (8+2 °C)

Figura 1. Proceso de elaboracién de queso.

Analisis de la leche

Se efectuaron tanto en leche cruda como en leche de tina, con
el siguiente detalle: pH, acidez (como control de rutina), RCS,
RBT fueron realizados a partir de la leche cruda, mientras
que los parametros de composicion, densidad, y perfil de
caseina fueron realizados en ambas leches. También se analizd
el diametro de micela de caseina, solo de las leches de tina
correspondientes a la segunda elaboracion. A continuacién
se detallan los andlisis:

o pH: Se midi6 con pHmetro Mettler Toledo Seven Multi
y electrodo combinado de penetracion.

o Acidez titulable: En grados Dornic segiin ISO/TS 22113
(IDF/RM 204:2012).

o Composicion de la leche. Proteinas, materia grasa,
solidos no grasos, urea, caseina total y lactosa: Se realiz
utilizando metodologia infrarroja mediante el equipo
MilkoScan TM FT2 (Foss, Dinamarca), calibrado segin
métodos de referencia (ISO 8968/IDF 20:2001; ISO 1211/
IDF1; ISO 6731/IDF 21).

o Células somaticas: Realizado con equipo Foss somatic
(Foss, Dinamarca).
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o Analisis de perfil proteico: Se determind el contenido de
a, 8 y k-caseina por cromatografia liquida de alta resolu-
cién (HPLC) de fase reversa (fase mévil polar), empleando
detector PDA vy extraccion de cromatograma a A = 222
nm, por porcentaje relativo de dreas (Bonizzi, et al., 2009).

o Distribucion del tamaiio de micela de caseina: Se utilizo
analizador de tamano de particulas por tecnologia de
difraccidn laser Zetasizer (Malvern Instruments Limited,
UK). Se calcul6 el percentil 50% D(v0,5), que es la me-
diana de la distribucidn, es decir, el valor de tamaiio de
particula que divide a la poblacion de gotas de la emulsién
en dos partes iguales, 50% por encima y 50% por debajo.
El valor de D(v0,9) representa el valor del tamaro de las
particulas para que la distribucién de estas sea exacta-
mente el 90% de las particulas de la muestra (v/v) que
presentan un tamano inferior o igual.

Analisis de los quesos

En cuanto a los quesos, se aplicaron los siguientes analisis
para medir rendimiento y textura:

o Peso: Se utiliz6 balanza de precision Shimadzu BX22KH.

o pH: Se midi6 con pHmetro Mettler Toledo Seven Multi
y electrodo combinado de penetracién I.

¢« Humedad, proteinas, materia grasa: Se analizaron
con Food Scan® Lab type 78800 Foss, Dinamarca,
previamente calibrado segtin las normas ISO 5534/
IDF 004:2004, ISO 8968/IDF 20:2001 e ISO 1735/IDF
005:2004, respectivamente.

o Textura: Se realizé el analisis de perfil de textura (TPA)
con texturémetro TA-XT-Plus Texture Analyser (Stable
Micro Systems Ltd., Godalmingel, UK). Se utilizaron
muestras cortadas en cilindros de 17 mm de didmetro y
20 mm de largo a 20 + 2 °C. Las muestras se sometieron a
doble ciclo de compresion uniaxial con probeta cilindrica
de aluminio P/36R, velocidad 5 mm/s, compresién 35%,
tiempo de pausa 5s. Se determind la fuerza, elasticidad,
cohesividad y masticabilidad y adhesividad. Fueron ana-
lizadas seis repeticiones por muestra. Para la adquisicion
de datos y calculos se utiliz6 el software Exponent Stable
Micro Systems Version 5.1.1.0.

Calculos de rendimiento
y aprovechamiento de s6lidos en queso

Se tomo en cuenta el rendimiento econémico y rendimiento
practico/técnico, para los cuales existen distintas ecuaciones
segun los contenidos de los componentes de la leche, los que
determinarian si hubo un aprovechamiento ideal de los cons-
tituyentes de la leche que pueden ser transferidos al queso.
Ademas, los calculos de rendimiento quesero permitirian es-
tablecer comparaciones validas entre diferentes fabricaciones
de un mismo tipo de queso, a pesar de que estos presenten
composicidn fisico-quimica diferente.

Rendimiento Practico/Técnico/Econdémico (R.E): es el
resultado del cociente entre el peso del queso y el peso de la
leche. Su ecuacion es:

_ Peso queso (Kg)

" Peso leche (Kg) x 100

Rend. técnico o econdmico (R.E) %

Rendimiento FIL (R.FIL): Rendimiento tedrico basado
en la composicién de la leche cuya férmula obtenida por
Van Slyke y Publow y modificada por la International Dairy
Federation (1993) incluye el contenido de materia grasa y
caseina delaleche, factor de conversion de la grasa de laleche
al queso y el contenido de humedad del queso.

Rendimiento FIL (R. FIL)

_ (RMG* MG (leche) +0.94 (0.97 * CN (leche)) +0.78)*100
100 - Hq (queso)

(R.FIL)%

Donde:

RMG: recuperacién de materia grasa.
MG: % de materia grasa de la leche.
CN: % de caseina de la leche.

Hgq: % de humedad en queso.

Rendimiento ajustado: Se utiliza para comparar el rendi-
miento quesero de quesos con diferentes tenores de humedad.
La pregunta a la que responde la siguiente ecuacion es: ;Silos
quesos tuviesen el mismo tenor de humedad, el rendimiento
seria el mismo? Se tomé como humedad de referencia 46%.

0% = R (100 - Hg. obtenida)

Rend. ajustado (R. Aj) -
(100 - Hg. de referencia)

El aprovechamiento de los sélidos de la leche en el queso
se determind mediante:

Recuperacion de materia grasa (RMG)

(RMG) = Peso del queso * MGq (queso)
Peso de la leche * MG (leche)
Recuperacion de proteina (RP)

_ Peso del queso * Pq (queso)
(RP) =
Peso de laleche * P (leche)

Recuperacion de extracto seco (RES)

(RES) = Peso del queso * ESq (queso)
Peso de la leche * ES (leche)

Donde:

MGgq: % de materia grasa del queso.
ESq: % extracto seco del queso.

Pq queso: % de proteina del queso.
P: % de proteina de la leche.

ES: % de extracto seco de la leche.

Analisis de datos

Para el andlisis de rendimiento en escala piloto se utilizé un
disefio experimental completamente al azar y se realizé un
ANOVA de dos factores con interaccion (tratamiento segtin la
condicién de caseina y células somaticas y estacion del afio).
Para los estudios de las recuperaciones de proteina, materia
grasa y extracto seco, asi como para el de variacién de la tex-
tura con el tiempo de maduracion, el analisis estadistico se
realizd segtin disefio al azar con parcelas divididas medidas
en el tiempo utilizando ANOVA. Para el andlisis de otros
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componentes de la leche se aplicé andlisis multivariado de
minimos cuadrados parciales. Para determinar la diferencia
significativa entre muestras se utilizo el test de Tukey (a <
0.05). Todos los analisis estadisticos fueron realizados usando
InfoStat Statistical Software version 2011.

Resultados

Rendimiento

Se realizé una comparacion de las tres formulaciones de
rendimiento quesero, propuestas en materiales y métodos, de
las cuales algunas de ellas son de uso habitual en la industria
quesera. En el Gréfico 1 (ay b) se muestran los rendimientos
segun la formulas FIL, ajustado y econémico, de todos los
lotes de elaboracion.

Rendimiento (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Ndmero de lote

—&— RE. —#— R.FIL R.Aj.

b.

Rendimiento (%)

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Ndmero de lote

—— %RE. —#— R.FIL R.Aj.

Grafico 1. Rendimientos de todos los lotes de produccién
realizados en las elaboraciones de quesos de invierno (a) y
otoiio (b).

En ambos graficos se observa una correlacion entre la
utilizacién del rendimiento FIL y el econémico, no siendo asi

para el rendimiento ajustado, para el cual se corrobord una
correlacion lineal entre el rendimiento FIL y el econémico
por el método de regresion lineal (p < 0,001 y R2=0,91). El
rendimiento FIL present6 correlacion con el rendimiento
econdmico, segun las siguientes ecuaciones: R.FIL = 2,14
+ 0,85*R.E y R.FIL = 1,83 + 0,88*R.E en invierno y otofio,
respectivamente.

No se verifica correlaciéon del rendimiento ajustado con
los otros rendimientos estudiados.

Efecto de la caseina y el RCS en leche
sobre el rendimiento quesero

Escala piloto

Se presentan en la Tabla 1 los resultados del rendimiento téc-
nico segin férmula FIL y el rendimiento econémico o bruto
delos cuatro grupos seleccionados para este estudio segun la
composicion de caseina y el recuento de células somaticas en
las dos elaboraciones y la correspondiente estacion del afo.

Cy*‘;%’;“ Estacién|  R.FIL (%) RE (%)
y%g'iilé s | Otoo | 1145+/-0,17¢ | 1088+/-020¢
y‘l:}:(a) IC{IC\I]S Invierno | 11,16+/-0,17ab | 10,62 +/-0,20abc
yll:!:j?)(;{lés Invierno | 11,28 +/- 0,15abc | 10,73 +/-0,17abc
yli‘ﬁz (I:{I(\JIS Invierno | 11,05+/-0,17ab | 10,40 +/-020ab
yizjj‘:) s | Invierno | 10.94-4/-015ab | 1046+/-017ab
ylz‘ﬂz o | Otofio | 10.73+/-017ab | 9,90+/-020a
yij;jj‘:) S | Otofio | 1061+/-0,15a [10,10+/-017ab

Tabla 1. Rendimientos de los quesos en las elaboraciones
realizadas en las dos estaciones estudiadas segin
contenido de caseina y las células somaticas (n = 4).
Medias con una letra comun en la misma columna no son
significativamente diferentes (p > 0,05).

Se encontré que existe diferencia significativa en el ren-
dimiento quesero por un efecto de la caseina, independien-
temente de las células somaticas en el rendimiento FIL (p- =
0,003) y en el rendimiento econémico (p = 0,009). En ambos
rendimientos hubo interaccién con las estaciones estudiadas
(p = 0,0099 y p = 0,0239, respectivamente). En el estudio
realizado en otoio las células somaticas presentaron como
valores promedios: alto RCS de 443 mil/mL y bajo RCS de
183 mil/mL. En el caso de las caseinas se obtuvieron valores
promedios de alta y baja caseina de 2,60% y 2,40%, respecti-
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Escala industrial

EMPRESA CONDICION ESTACION R. FIL (%) R.E (%)
ALTA CN 9,49 +/- 0,09 a 9,46 +/- 0,10
INVIERNO
e TESTIGO 9,33 +/- 0,09 a 9,28 +/- 0,10 a
& ALTA CN ) 10,06 +/- 0,09 b 9,94 +/- 0,09 b
OTONO
TESTIGO 9,56 +/- 0,09 a 9,32 +/- 0,09 a
ALTA CN 10,94 +/- 0,08 B 10,76 +/- 0,08 B
INVIERNO
e TESTIGO 10,11 +/- 0,08 A 10,03 +/- 0,08 A
E ALTA CN ) 12,49 +/- 0,10 B 12,04 +/- 0,10 B
OTONO
TESTIGO 10,53 +/- 0,10 A 10,12 +/- 0,10 A

Tabla 2. Rendimientos de los quesos realizados industrialmente en las empresas A y B segun cada estacion (n = 5).

Medias con una letra comun en la misma columna no son significativamente diferentes (p > 0,05).

vamente. En la Tabla 1 se observa una diferencia significativa
al 5% de confianza entre los rendimientos queseros obtenidos
a partir de leches con alta y baja caseina en las elaboraciones
de otoiio, independientemente del valor de células somdticas,
en el rango trabajado.

Para los quesos elaborados en invierno el mayor rendi-
miento se obtuvo con la utilizacién de leche de alta caseina
y bajo RCS. En esta estacion las diferencias entre los valores
promedios de caseina de las leches que se utilizaron por cada
condicion fueron menores: alta caseina 2,56% y baja caseina
2,41%. En cuanto al RCS presentaron un promedio de alto
RCS 491 mil/mL y bajo RCS 221 mil/mL.

Se expresan en la Tabla 2 los rendimientos obtenidos
por las dos empresas en ambas estaciones del afo de estu-
dio. En la empresa A se observé un aumento significativo
(p £0,05) en el rendimiento al utilizar alta caseina contra
el testigo de planta solo en otofio, que en el caso del ren-
dimiento econémico representa un 6,6%. A su vez, los
estudios realizados en invierno solo tuvieron en el caso
del rendimiento FIL una diferencia significativa al 10%
de confianza (p = 0,086) aumentando un 1,9%. En tanto,
en la empresa B se obtiene un aumento significativo del
rendimiento por el uso de leche con alta caseina contra el
testigo de planta en las dos estaciones de estudio, con un
aumento del 7% en invierno y del 18% en otofio. Luego
de los resultados obtenidos en invierno, la empresa B
realizé cambios que permitieron mejorar el aumento del
rendimiento en otono. En ambas empresas y en todos los
casos estudiados la caseina del silo promedio de la planta
siempre tuvo valores menores de caseina que los silos que
se utilizaron para leche con alta caseina.

Aprovechamiento de los solidos
de la leche en el queso
Escala piloto

Se presentan los resultados de aprovechamiento de los s6lidos
seguin la recuperacion de materia grasa, proteina delaleche en
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el queso (Graficos 2, 3 y 4) y la humedad de los quesos segiin
las elaboraciones realizadas por estacion del afio.
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Grifico 2. Recuperacion de materia grasa de leche en quesos
elaborados en invierno (a) y otofio (b) con el tiempo.

En los quesos fabricados en ambas estaciones se observa
que las leches con alta caseina y bajo recuento de células
somaticas presentaron mayor recuperacion de materia grasa
que el resto de las leches (p < 0,05), sin registrarse diferencias
en el tiempo.

55,51
53,80 .i- TT
:IO:- 52,08 |- T T
50,37 foreoooee T
48,65
Alta CN Alta CN Baja CN Baja CN
y Alto RCS y Bajo RCS y Alto RCS y Bajo RCS
Caseina Y RCS
dia0 I 30 dias I 60 dias I 120 dias

Grifico 3. Humedad en quesos en funcién del tiempo de la
elaboracion realizada en otoio.

En cuanto ala humedad delos quesos, en las elaboraciones
de invierno no se encontraron diferencias significativas en la
humedad, pero si hubo diferencias entre los tratamientos es-
tudiados en los quesos elaborados en otofio, como se muestra
en el Grafico 3.

0,74
| I. TTT
& 0,70 }-ooe T'l'
0,67 }-ovene
0,65
Alta CN Alta CN Baja CN Baja CN
y Alto RCS y Bajo RCS y Alto RCS y Bajo RCS
Caseina Y RCS
dia0 Il 30 dias I 60 dias I 120 dias

Grafico 4. Recuperacion de proteinas de la leche en quesos
con el tiempo de la elaboracién realizada en otofio.

En el Grafico 4 se presenta la recuperacion de las protei-
nas de la leche en el queso en otofo. Se determind que las
leches con baja caseina y alto recuento de células somaticas
presentaron menor recuperacion de proteina (p < 0,05). Las

leches con altos recuentos de células somaticas (indicador
del estado de salud de la glandula mamaria) estarfan indi-
cando un aumento en la actividad de la plasmina, afectando
las proteinas.

Escala industrial
En el Gréfico 5 (a y b) se expresan las recuperaciones de

materia grasa obtenidas en las elaboraciones industriales de
la empresa A, en cada estacion del afo.

a.
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Grifico 5. Recuperacién de materia grasa de la leche en
los quesos elaborados en invierno (a) y otofo (b) con el
tiempo de la empresa A.

En ambas estaciones se observo que las leches con alta
caseina de la empresa A presentaron mayor recuperacién de
materia grasa que el testigo de planta (p < 0,05).

A su vez, no se encontraron diferencias significativas
en la empresa A en la recuperacion de proteinas, ni en la
humedad del queso en ambas estaciones entre el testigo y
alta caseina.
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Grifico 6. Recuperacion de materia grasa (a) y de proteina
(b) en invierno con el tiempo de la empresa B.

En las elaboraciones de la empresa B se observo que las
leches con alta caseina presentaron mayor recuperacion de
materia grasa y de proteina que el testigo de planta (p < 0,05),
sin diferencias significativas en el tiempo. No se hallaron di-
ferencias por la humedad de los quesos en las elaboraciones
entre el testigo y alta caseina, tampoco en el tiempo.

Efecto de distintos componentes
de la leche en el rendimiento quesero

Se muestra en el Grafico 7 (a y b) la influencia de los dis-
tintos componentes de la leche, como la proteina, materia
grasa, urea, caseina, lactosa, asi como también el perfil
de caseinas (a-CN, B-CN y k-CN) y las células somaticas
segun el rendimiento quesero, humedad del queso y recu-
peracidon de materia grasa de las elaboraciones realizadas
en invierno y otofio.
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Grifico 7. Andlisis multivariado de minimos cuadrados
parciales de las variables en el Rendimiento FIL,
recuperacién de materia grasa en queso (RMG) y humedad
del queso (Hq [%]), seglin parametros de la leche MUN
(urea), CN, a-CN, B-CN y x-CN, RCS, LACTOSA y MG,
en invierno (a) y otoio (b).

Por un lado, se observa que en los quesos elaborados en
invierno, la f-CN, k-CN y la lactosa son los componentes de
laleche que afectan positivamente el rendimiento quesero. Por
otro lado, se aprecia una influencia negativa en el rendimiento
del queso por parte de la urea en leche.

Se muestra una asociacion entre la a-CN yla recuperacion
de materia grasa, lo que puede estar asociado a una mejor
retencion de grasa en la red proteica que forma el queso. No
se observo una relacion del RCS y el rendimiento quesero
en el rango de células somaticas que presentaron las leches
utilizadas en estas elaboraciones. Para los quesos elaborados
en otoflo se incluye ademas el didmetro de particula de la
caseina, en el que se observa la influencia positiva de la
caseina y 8-CN en el rendimiento quesero; la x- CN estd
mas asociada a la humedad y la a-CN a la recuperacion de
materia grasa, coincidiendo estos resultados en parte con los
obtenidos en invierno.
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Distribucion del tamaio
de micela de caseina

No se encontrd una correlacién entre el D (v0,5) y el D (v0,9)
con el rendimiento quesero. El valor medio encontrado de
D (v0,5) fue de 334 pm, variable entre un minimo de 277
pm y un maximo de 412 um. El valor medio de D (v0,9)
fue de 674 pm, variable entre un minimo de 576 pm y un
maéximo de 577 pum.

Efecto de la composicion
de la leche sobre la textura del queso

En el Grafico 8 se aprecia la dureza del queso para ambas
elaboraciones, expresada segun la fuerza aplicada. En la
elaboracion de invierno no se observan diferencias signifi-
cativas a tiempo 0 entre los tratamientos estudiados. En la
elaboracion de otofo los quesos que poseian baja caseina
independientemente de las células somaticas poseen en el
tiempo 0 mayor dureza.

En ambas estaciones se observa la disminucién de la
dureza a los 60 dias de estudio, lo que corresponde a una
protedlisis del queso con la maduracion del mismo. En la
Tabla 3 se muestra que los quesos con menor porcentaje de
proteina presentan menor fuerza, lo que podria deberse a
una mayor proteolisis.

Segun se observa en la Tabla 3, no hubo diferencias signi-
ficativas con la masticabilidad, cohesividad y la elasticidad de
los quesos estudiados. Se observa una mayor masticabilidad
en los quesos que contienen alta caseina, lo cual es razonable
ya que estd relacionada con la dureza.

Discusion

Rendimiento

Los resultados indican que el rendimiento econémico es un
buen estimativo del rendimiento técnico de la férmula FIL
presentada. El RE es una formulacién que requiere medidas
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Grifico 8. Fuerza del queso segtin condicién a tiempo 0y
60 dias de la elaboracion de invierno (a) y otofio (b).

C?{SIECT:IEA F(N) Adl(nge.ssizci)d ad Cohesividad Elasticidad Masticabilidad
yf;lltti)cflllés 9,73 +/- 0,492 -9,56 +/- 0,882 0,99 +/- 0,012 0,96 +/- 0,012 9,39 +/- 0,38 **
yA];taE}oC(I;IS 11,20 +/- 0,432 -11,39 +/- 0,892 0,97 +/- 0,012 0,96 +/- 0,012 10,3 +/- 0,39 *
y}jfljticl:{lés 7,48 +/- 0,49° -12,90 +/- 1,032 0,98 +/- 0,012 0,96 +/- 0,012 7,06 +/- 0,45 ®
y%?;%lgs 6,22 +/- 0,42° -11,12 +/- 1,012 0,99 +/- 0,012 0,95 +/- 0,012 5,79 +/- 0,38 ®

Tabla 3. Parametros de textura en los quesos en la elaboracién de invierno a los 60 dias.
Medias con letras mindsculas con una letra comtn en la misma columna no son significativamente diferentes (p > 0,05).
Medias con letras maytsculas con una letra comtn en la misma columna no son significativamente diferentes (p > 0,0628).
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de peso del queso ylaleche, y es comtinmente utilizado por las
industrias, no asi el FIL, que requiere la realizacion de técnicas
y equipos de mds valor para su determinacién. El uso del
rendimiento ajustado no se correlaciona con el rendimiento
FIL ni con el econdémico. El conocimiento de estas relaciones
podria ayudar a las industrias a elegir qué ecuaciones tomar
para el célculo del rendimiento.

Efecto de la caseina y el RCS en leche
sobre el rendimiento quesero

En la escala piloto se obtiene en rendimiento econémico
un 7% de aumento en invierno y un 11% en otoflo, lo que
confirma la variacién estacional. En escala industrial ambas
empresas obtuvieron menor aumento de rendimiento en
el mes de invierno. Este resultado dado en ambas escalas
podria estar relacionado al sistema productivo de cada
época del aio (considerando como sistema la alimentacion
y sanidad animal).

El mayor rendimiento (~9%) en escala piloto es obtenido
cuando se tiene alta caseina. Si bien se obtuvo a nivel indus-
tria un promedio de aumento de rendimiento del (~10%) al
elaborar quesos con leches de alta caseina en comparacién
al promedio de planta, se visualizé que la empresa B posee
valores mayores de aumento, lo cual puede deberse a diver-
sos factores, no solo de la leche sino también de practicas de
elaboracién a nivel industrial.

Se confirma a escala industrial los resultados obtenidos
a escala piloto y se puede afirmar que para quesos Dambo
elaborados en estas condiciones y con la leche utilizada el
rendimiento fue entre un 9y 10% mayor al utilizar leches de
alto contenido de caseina. Esto concuerda con lo demostrado
por varios autores en cuanto a que el contenido de caseina
estd directamente relacionado con el contenido del queso
(Walstra, et al., 2006; McSweeney, et al., 2007; Abd El-Gawad
y Ahmed, 2011).

El mayor rendimiento existe segun estos estudios al
presentar mayor caseina y menor RCS (Tabla 1), y esta es
la situacién en la que se tiene la mayor recuperacién de
materia grasa en el queso (Grafico 2), lo cual se mantiene
en el tiempo de estudio. Por esto se podria considerar que
el mayor rendimiento obtenido puede deberse a una mayor
retencién de la materia grasa de la leche en la red proteica
del queso.

Las leches con alta caseina y alto recuento de células
somaticas fueron las que presentaron mayor humedad en los
quesos (Grafico 3) en otofio. Vianna y equipo (2008) conclu-
yeron en un estudio de queso Prato (queso tipificado como de
pasta lavada al igual que el Dambo) que altos niveles de RCS
(785.000 células/mL) afectan las bacterias acido lacticas, los
psicotroposy el recuento de hongos y levaduras, presentando
un aumento en la humedad y un menor contenido de grasa,
pero una menor aceptacion por parte del consumidor.

En escala piloto (Grafico 4) los quesos con alto RCS y
baja CN son los que recuperan menor cantidad de proteinas.
Esto coincide con trabajos que demuestran que la leche con
alto contenido de células conduce a una mayor pérdida de
proteina en la fabricacién de queso vy, por lo tanto, a un
menor rendimiento del queso, y RCS mayores a 500.000
células/mL conducen a una disminucién del rendimiento
(Abd El-Gawad y Ahmed, 2011).

En escala industrial ambas empresas (Graficos 5 y 6)
también indican un aumento del rendimiento referido a una

mayor retencion de materia grasa de la leche en el queso, lo
que es concordante con los resultados hallados a escala piloto.

Efecto de distintos componentes
de la leche en el rendimiento quesero

Segun estudios realizados por otros autores, la k-CN desem-
pefia un papel muy importante tanto en la micela de caseina
como en la elaboracion de quesos. A su vez, es la que limita
el proceso de asociacion proteica dentro de la micela, ade-
mas de determinar el tamario final y estabilidad de la misma
(Kruif, et al., 2012; Huppertz, et al., 2006), siendo una de
las caseinas que influyen fuertemente en el rendimiento del
queso. Abd El-Gawad y Ahmed (2011) determinaron que la
k-CN tiene repercusiones sobre el tamaifio de las micelas de
caseina y sobre las propiedades de coagulacion de la leche,
dando una cuajada mds firme y capaz de retener una mayor
cantidad de sustancias, aumentando asi el rendimiento del
queso. En este articulo se consignaron resultados similares
en cuanto a la influencia de la k-caseina en el aumento del
rendimiento del queso, pero no se hicieron inferencias sobre
el tamaiio de la particula. Otros autores han reportado in-
fluencia en la coagulacion y un aumento en el rendimiento
del queso por la k-CN (Ikonen, et al., 1999; Wedholm, et al.,
2006), principalmente por el alelo bb de la k-CN (Bonfatti, et
al., 2011). St-Gelais y otros (2005) reportan a a-CN y f-CN
como constituyentes basicas de la microestructura del queso
y Bonfatti et al. (2011) sugieren mas estudios sobre la 3-CN.
A su vez, se ha reportado en estudios sobre la influencia del
tamafo de micelas de caseina nativas sobre el rendimiento
quesero que su tamaio estd influenciado por el régimen de
alimentacion de los rodeos, sus genotipos de as1-CN y k-CN,
el pH (Devold, et al., 2000) y la variacion estacional. Glantz
etal. (2010) estudiaron la influencia del tamafio de la caseina
en la formacién de geles con renina, concluyendo que un
menor tamafo de micela de caseina mejora las propiedades
de gelificacidn, lo que podria optimizar el paso inicial en el
procesamiento del queso. En este estudio no se verifica su
influencia, lo que requiere mayor conocimiento de los rodeos
estudiados y sus efectos.

La salud de la ubre es otro de los factores que afectan la
calidad delalechey, por consiguiente, la produccion de queso.
El alto contenido de RCS redunda en un mayor tiempo de
coagulacion de la leche, presentando un coagulo mas débil,
lo que conduce a una mala sinéresis y a un bajo rendimiento
quesero (Marino, et al., 2004). Sin embargo, en el rango de
RCS de este estudio realizado en el queso tipo Dambo en
la planta piloto no se asocia una relacion entre el RCS y el
rendimiento quesero en ninguna de las dos elaboraciones
realizadas (Grafico 7). Los rangos de células somaticas de
las leches estudiadas fueron desde 100.000 hasta 612.000
células/mL. En los rangos que se consideraron en este estudio
la incidencia de los valores de caseina y los tipos de caseina
tuvieron mayor incidencia en el rendimiento que los RCS. Se
han realizado estudios en queso Prato, similar al Dambo, en
los que se elaboraron quesos con bajo RCS (170.000 células/
mL) y alto RCA (800.000 células/mL), concluyendo que un
alto recuento de células somaticas aumenta el tiempo de
coagulacién y provoca pérdidas econdmicas para la industria
(Mazal, et al., 2007).

En cuanto a la urea en leche (MUN), en la elaboracién
de otono (Grafico 7 a y b) se identificé un efecto contrario
entre las estaciones estudiadas, por lo que habria que enfocar
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mas estudios en este tema. Podria haber un efecto estacion
debido a la alimentacién ofrecida a los rodeos lecheros en
las diferentes estaciones, pero no es posible confirmarlo con
los datos obtenidos. Segtin Moharrery (2004), al aumentar
la urea en leche se produce una disociacion parcial de la
caseina, calcio y fosfato hacia la fase soluble. En particular,
altas concentraciones de urea son causa directa o indirecta de
problemas como un incremento en el tiempo de coagulacién,
la formacion de una cuajada mas débil y menos estructura-
da, el desarrollo prematuro de fermentaciones irregulares y
cambios en la protedlisis de la masa. Si bien no hay muchos
reportes sobre los efectos de la urea de la leche en quesos, se
encontro que esta relacionada con la composicion cinética de
acidificacion y textura en Reblochon cheeses (Martin, 1997),y
que en leche de cabra el tiempo necesario para la coagulacién
y organizacion de la cuajada fue mayor para la leche de alto
tenor de urea (Allocati, 2002).

Textura

Si bien existen varios estudios de reologia del gel en quesos,
los estudios de textura son mas enfocados a cambios en pro-
cesos que a la composicion de laleche en si misma. Kamleh y
otros (2006) relacionaron una mayor dureza del queso Baladi
cuando se tiene una mayor concentracion de sdlidos totales.
Los efectos de textura en los quesos dependen de muchas
variables, entre ellas el tamafio de micelas de caseina que al
ser modificado cambia la textura de los quesos (Sandra, et
al., 2004a; Hnosko, 2007; Escobar, et al., 2011), asi como los
fermentos y cuajos utilizados. La disminucion de la fuerza del
queso alos 60 dias en ambas estaciones del afio puede deberse
a que las enzimas proteoliticas presentes en los quesos van
actuando y produciendo una protedlisis y disminuyendo asi
la dureza del queso con la maduracion. La masticabilidad es
el producto de la fuerza por la cohesividad y por la elastici-
dad, dado que las dos ultimas fueron independientes de las
condiciones el cambio de masticabilidad esta directamente
relacionado con la dureza del queso.

Aunque en este estudio se mantuvieron constantes las
condiciones de elaboracidn, para evaluar solo el efecto de la
leche son necesarios mas estudios.

Conclusiones

El rendimiento quesero es un factor importante para la in-
dustria por lo que representa en la economia, sobre todo en
un pais exportador. La ecuacion de rendimiento econémico
que es habitualmente utilizada por la industria lactea es un
buen estimativo del rendimiento técnico.

Los quesos producidos con leche que contiene alta caseina
y bajo RCS presentan mayor rendimiento con una mayor
recuperacion de materia grasa en el queso. Por un lado,
estos factores pueden ayudar a la industria a evaluar el pago
de la leche y, por otro lado, pueden guiar al productor a una
produccion ajustada a los intereses de la industria.

La caseina es el componente de la leche que presenta
mayor influencia positiva en el rendimiento quesero en los
rangos estudiados, lo cual coincide con la literatura de refe-
rencia a nivel mundial. Sin embargo, existen otros resultados
que resultan divergentes a lo propuesto por otras investiga-
ciones. Un ejemplo de ello son los resultados encontrados
por la influencia de la urea, los cuales segtin la bibliografia

de referencia requieren una profundizacion en el estudio de
la urea a diferentes niveles.

A suvez, se obtiene una influencia positiva de la k-caseina
y de la B-caseina en el rendimiento quesero, lo que sugiere
el estudio de los perfiles proteicos de los rodeos en el pais y
de su genética que permita buscar una relacién con la leche
y con el rendimiento del queso.

Se identificaron parametros de calidad de leche que
permiten a la industria guiar al productor hacia la obten-
cién de leche mejorada parala produccién de queso, lo cual
redunda en un beneficio para toda la cadena lactea. Tam-
bién se obtuvieron resultados que pueden permitir futuros
estudios para la evaluacion sobre la logistica de recoleccién
de leche y su destino final. Existen otros factores como los
tamarfios de la micela de caseina y del glébulo de grasa,
el equilibrio mineral, la urea y la genética de los rodeos
lecheros que resulta crucial incorporar en otros estudios
con el fin de continuar optimizando la produccion de la
industria ldctea nacional.
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Resumen

La técnica de asociacion de palabras fue utilizada para realizar un estudio preliminar de la percepcion sobre
los tipos de carnes picadas comercializadas en Montevideo. 60 consumidores recibieron cinco tarjetas con las
palabras: Carne Picada Comun, Magra, Premium, de Ternera y Especial y se les solicité que escribieran las cua-
tro primeras imagenes, asociaciones, pensamientos o sentimientos que vinieran a su mente al leer cada tarjeta.
Posteriormente, evaluaron cuan saludable consideraban que era cada tipo de carne picada. Las respuestas fueron
agrupadas en 16 categorias. La Carne Picada Comun fue percibida como un alimento con alto contenido de
grasa y evaluada como poco saludable. Las carnes picadas Magra y Premium fueron percibidas como productos
con bajo contenido graso, nutritivas, saludables y de precio elevado. La tipo Premium fue considerada, ademas,
como un producto de calidad. La carne picada de Ternera fue percibida principalmente como un producto con
una textura tierna, suave y blanda, mientras que en la carne picada Especial se encontraron contradicciones en
las palabras utilizadas por los consumidores para su descripcién (cara-econdémica, con poca grasa-con mucha
grasa). Por medio de esta técnica se identificaron los atributos mas relevantes en el proceso de seleccion y toma
de decisiones de compra de este tipo de producto.

Palabras clave: Estudios con consumidores, carne picada, asociacion de palabras.
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Abstract

The word association technique was used to perform a preliminary study of consumer’s perception of ground meat
sold in Montevideo. A total of 60 consumers were presented with five cards with the words: Regular Ground Meat,
Lean, Premium, Veal and Special and were asked to write the first four images, associations, thoughts or feelings
that came to mind with each card. Afterwards, the participants assessed how healthy they considered each type
of ground meat to be. The answers were grouped in 16 categories. Regular Ground Meat was perceived as a food
product with high fat content, and assessed as not very healthy. Lean and Premium ground meats were perceived
as having low fat content, being nutritious, healthy and expensive. The Premium ground meat was also considered
a high quality product. Lean ground meat was perceived mainly as tender, soft and mushy, while for the Special
ground meat contradictions in the choice of words were found (expensive-inexpensive, low fat-high fat). Through
this technique the most relevant attributes in the selection process and decision making process were identified.
Keywords: Consumer studies, ground meat, word association.

Introduccion de respuestas dentro de un tdpico especifico (Donoghue,
2000; Vidal, et al., 2013). Si bien las técnicas proyectivas se
Para el consumidor, un producto o servicio esmas quelasuma  creany tienen aplicacion en el dambito psicoldgico, a partir de

de sus atributos, implica también un componente emocional 1940 se empezaron a utilizar en los estudios de la conducta

y un significado simbdlico (McDonagh, et al., 2002). Las
técnicas o pruebas proyectivas permiten una condicion de
libre interpretacion y respuesta ante un estimulo ambiguo,
buscando entender las motivaciones, sentimientos, creencias,
actitudes ylas razones profundas para seleccionar alternativas

del consumidor e investigacion de mercado. A partir de esta
fecha las técnicas proyectivas hacen un aporte complemen-
tario a la informacion cuantitativa y se utilizan para entender
el porqué de las percepciones, sentimientos y motivaciones
de los consumidores; buscando el acceso a informacién que
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ellos almacenan en niveles mas profundos y no conscientes,
niveles a los cuales se puede acceder de una forma espontanea
e incluso afectiva (Donoghue, 2000; Guerrero, et al., 2010),
y permitiendo revelar informacion inaccesible que no estd
disponible cuando se trabaja con medios convencionales,
directos y explicitos (Greenwald, et al., 1995).

En la literatura, las técnicas proyectivas aparecen clasifi-
cadas o subdivididas en cinco categorias (Vidal, et al., 2013;
Catterall, 2000; Upadhyaya, 2012): técnicas de completar,
técnicas de construccién, técnicas de ordenamiento, técnicas
expresivas y técnicas de asociacion. Dentro de esta ultima
categoria se encuentra la técnica de asociacion de palabras,
segun la cual se solicita que de una lista de palabras o frases
se escriba lo que viene a la mente de la persona entrevistada,
ya sean palabras, imagenes o pensamientos (Vidal, et al., 2013;
Steinmann, 2009; Donoghue, 2000). De esta manera se asocia
el estimulo presentado con la informacion dada.

Para los productos alimenticios, se considera que las
primeras asociaciones que vienen a la mente de los consu-
midores son las mas relevantes en el proceso de seleccién
y la toma de decisiones de la compra de los productos ali-
menticios (Roininen, et al., 2006). La técnica de asociacion
de palabras ha sido aplicada recientemente para conocer la
percepcion de diversos alimentos como yogures (Ares, et al.,
2008), alimentos tradicionales (Guerrero, et al., 2010), aceites
(Gambaro, et al., 2011), chocolate (Gdmbaro y Ellis, 2012),
ensaladas (Vidal, et al., 2013) y queso de cabra (Vieitez, et
al., 2014), entre otros.

La carne picada es un producto de consumo popular
para la poblacion uruguaya, y se ha convertido en un com-
ponente cada vez més utilizado debido a su versatilidad como
ingrediente. En Montevideo, el consumo aparente de carne
picada comun es 5 gramos/persona/dia, mientras que el de
carne picada especial o magra es de 15 gramos/persona/dia.
Los hogares de mayores ingresos adquieren la picada especial
o magra y los de menores ingresos la carne picada comun
(Bove y Cerruti, 2008).

En el afio 2010, el Instituto Nacional de Carnes (INAC)
publicé un estudio sobre las preferencias de cortes en el
que se observd que la carne picada pasé del tercer lugar de
preferencia en 2005 al primer lugar en 2010 en las cuatro
zonas en las que se dividio el pais (INAC, 2010). El Decreto
del Poder Ejecutivo 215/006 del 3 de julio de 2006 (Uruguay;,
2006) reglamenté la composicion y elaboracion de la carne
picada en Uruguay, nombrando tres tipos de carne picada
que se pueden comercializar en el dmbito nacional: carnes
picadas comunes, magras y extra magras. Solamente estd
reglamentado el contenido maximo de grasa total que debe
tener la carne picada en forma genérica (20%). En caso de que
el comercio expendedor ofrezca para la venta carnes picadas
magras o extra magras, debera especificar el porcentaje de
grasa total que contiene, no habiendo en la legislacion limites
superiores para los mismos.

A pesar de esta normativa, se encuentran en los comer-
cios de Montevideo una disparidad de nombres con los que
la carne picada se comercializa: Comun, Magra, Especial,
Super, Premium, Super especial, de Ternera, etcétera. Por ese
motivo, el objetivo de este trabajo fue utilizar la técnica de
asociacién de palabras para realizar un estudio preliminar
sobrela percepcion de un grupo de consumidores uruguayos
frente a los diferentes nombres con los que se comercializa
la carne picada en los supermercados y carnicerias de la
ciudad de Montevideo.

Materiales y Métodos

Participantes

El estudio se llev6 a cabo en la ciudad de Montevideo, uti-
lizando una muestra de conveniencia de 60 consumidores
esporadicos y habituales de carne picada, reclutados en di-
versos lugares publicos (Mercado Agricola de Montevideo,
Facultad de Quimica y Hospital de Clinicas). La muestra se
considera de conveniencia dado que los sujetos de la investi-
gacion fueron seleccionados para el estudio en funcién de la
facilidad para el reclutamiento y de su interés en participar y
no considerando las caracteristicas que los hacen represen-
tativos de la poblacion.

Procedimiento

Los tipos de carne picada seleccionados para este trabajo
fueron los que se encontraron con mayor frecuencia en las
principales cadenas de supermercados y carnicerias (Comtun,
Magra, Premium, de Ternera y Especial). No se utilizaron
todos los nombres de los tipos de carne picada que se en-
cuentran en el mercado en este estudio por considerar que
podia resultar agotador para el encuestado. Para obtener las
asociaciones de palabras, se presentaron a los consumidores
cinco tarjetas con las palabras: Carne Picada Comun, Carne
Picada Magra, Carne Picada Premium, Carne Picada de
Ternera y Carne Picada Especial.

Las tarjetas fueron presentadas en orden aleatorio, dife-
rente para cada consumidor. Se les solicité que escribieran
las cuatro primeras imagenes, asociaciones, pensamientos
o sentimientos que vinieran a su mente al leer cada tarjeta.

Posteriormente, se les solicitd a los participantes evaluar
cuan saludable consideraban que era cada tipo de carne
picada, utilizando una escala de 9 puntos, con descripciones
verbales en los extremos (1 = nada saludable a 9 = muy sa-
ludable) (Ares y Gambaro, 2007). La frecuencia de consumo
de carne picada se evalud con una escala de 9 puntos con
descripciones verbales en los extremos (1 = nuncaa 9 =todos
los dias) (Gambaro, et al., 2013). Al final, los participantes
respondieron una pequena encuesta donde se relevaron sus
datos personales, los lugares de compra de carne picada y los
tipos de carne picada que habitualmente compran.

Analisis de datos

Sobre los datos de cuan saludable consideraban cada tipo de
carne picada se realizé un andlisis de varianza y test de Tukey
para determinar diferencias significativas (p<0.05).

Las palabras asociadas a cada tipo de carne picada fueron
analizadas cualitativamente. Se realizé un analisis inicial de
los términos recurrentes, agrupando los términos con signi-
ficado similar en categorias. El procedimiento se basé en la
interpretacion personal de los investigadores del significado
de las palabras. El analisis se llevé a cabo de forma indivi-
dual por dos de los investigadores y los resultados obtenidos
fueron posteriormente discutidos en detalle entre todos los
integrantes del equipo de investigacion. Las categorias defini-
tivas y su nombre fueron finalmente acordadas por consenso.
La frecuencia de mencién para cada categoria se determiné
contando el nimero de participantes que utilizaron palabras
similares para describir los conceptos incluidos dentro de
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cada categoria. Si el participante utilizaba mas de una pala-
bra dentro de la misma categoria, se consideraba como una
sola mencién. Por ejemplo, en la categoria «Alimentos», un
mismo consumidor podriallegar a mencionar distintos tipos
de alimentos (hamburguesas, tucos, etcétera), pero solo se
consideré una mencién en la categoria «Alimentos» para el
calculo de la frecuencia de mencioén. Una vez calculadas las
frecuencias de mencidn, solo se consideraron las categorias
mencionadas por mas del 10% de los encuestados.

Para detectar diferencias en la percepcion de cada tipo de
carne picada, se realiz6 la prueba Q de Cochran para cada una
de las categorias consideradas. La prueba Q de Cochran es
una prueba estadistica no paramétrica utilizada en el analisis
de disenos de bloques al azar de dos vias para determinar si
los tratamientos tienen efectos idénticos cuando la variable
de respuesta es binaria.

Posteriormente se realiz un Anélisis de Correspondencia
para observar graficamente la relacion entre los tipos de carne
picaday las categorias de palabras. El Analisis de Correspon-
dencia es una técnica descriptiva/exploratoria disefiada para
analizar tablas de contingencia de dos vias que muestran
un cierto grado de correspondencia entre filas y columnas
(Greenacre, 2010).

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el soft-
ware XL -Stat 2012 (Addinsoft, NY).

Resultados

La muestra estuvo compuesta por un 78% de mujeres y 22%
de hombres, y por un 49% de egresados universitarios, 36%
de estudiantes de educacion terciaria y 15% de individuos
con menor nivel de estudios. La edad de los participantes
estuvo comprendida entre 25 y 75 afios (promedio 43 + 13
afnos). Al ser una muestra de conveniencia, mostré un sesgo
hacia las mujeres y hacia los individuos con mayor nivel de
estudios, ya que son los grupos de consumidores mas afines
a contestar encuestas.

La frecuencia de consumo promedio de carne picada de
la poblacion encuestada fue de 4,0 (en escala de 9 puntos),
con un 44,1% de consumo bajo (puntajes 1 a 3), un 47,5%
de consumo medio (puntajes 4 a 6) y un 8,5% de consumo
alto (puntajes 7 a 9). En cuanto al lugar de compra, el 77%
compra la carne picada en los supermercados y el 23% en
carnicerias.
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Comun Magra deTernera Especial Premium

Grafico 1. Porcentaje de los consumidores encuestados
que consumen habitualmente cada tipo de carne picada.

En el Grafico 1 se muestra el porcentaje de los consumi-
dores encuestados que consumen habitualmente cada tipo
de carne picada; la carne picada Magra y la Especial son las
mas consumidas.

De acuerdo al andlisis de varianza realizado, se encontrd
diferencia altamente significativa (p<0,0001) en la percepcion
de cudn saludable es cada tipo de carne picada, como se
observa en la Tabla 1. Las carnes picadas Premium y Magra
fueron consideradas como las mas saludables de todas. En
segundo lugar aparecen las carnes picadas de Ternera y
Especial, mientras que la Comun fue percibida como muy
poco saludable.

Tipo de carne picada Percepcion de saludable
(escala de 9 puntos)
Premium 7,12
Magra 6,82
de Ternera 6,00
Especial 5,5b
Comun 38¢

Tabla 1. Puntajes promedio de cuan saludable es percibido
cada tipo de carne picada. Letras diferentes implican
diferencia significativa segun el test de Tukey (p<0.05).

Asociacion de palabras

Todos los participantes fueron capaces de proporcionar tres o
cuatro asociaciones diferentes para cada tipo de carne picada.
Las palabras fueron agrupadas en un niimero final de las si-
guientes 20 categorias: alimentos, agrado, apariencia, animal,
calidad, coccién, consumo, conocimiento, equipamiento,
dieta, desagrado, grasa, lugar de compra, ocasion, origen, olor,
precio, sabor, salud y textura. De esas 20 categorias iniciales
se eliminaron cuatro (conocimiento, equipamiento, origen y
olor) que no alcanzaron un minimo de un 10% de menciones
en por lo menos uno de los tipos de carne picada.

En las Tablas 2 y 3 se observan las categorias resultantes, el
porcentaje de menciones dentro de cada categoria y ejemplos
de las palabras utilizadas por los participantes.

Segun la prueba Q de Cochran, se encontraron dife-
rencias significativas (p<0.05) en 11 de las 16 categorias
mencionadas por mas del 10% de los participantes. El
nimero mayor de menciones que recibieron los tipos de
carne picada fueron relacionadas con los alimentos que
la incluyen como ingrediente, con 131 menciones totales,
seguida de la categoria grasa, con 105 menciones, y precio,
con 93 menciones.

La carne picada Comun fue percibida principalmente
en relacion con los alimentos que la incluyen como ingre-
diente (empanadas, pastel de carne, hamburguesas, tucos).
Mas de un 30% de los consumidores hicieron mencién a
un alto contenido de grasa (grasosa, con grasa), mientras
que las demds categorias recibieron un nimero mas bajo
de menciones.

La carne picada Magra fue percibida por mas del 50% de
los consumidores como un producto de bajo contenido graso
(poca grasa, sin grasa) y por mas del 47% de los consumidores
como un producto nutritivo, saludable y sano. Mas del 30%
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Categoria Comun Magra Premium De Ternera Especial P (Q de Cochran)
Alimentos *** 83,1 37,3 28,8 28,8 44,1 <0,0001
Agrado » 13,6 22,0 8,5 13,6 6,8 0,094
Apariencia ns 23,7 20,3 27,1 23,7 25,4 0,885
Animal ** 6,8 0,0 3,4 18,6 3,4 0,0002
Calidad *** 11,9 16,9 47,5 13,6 25,4 <0,0001
Coccion * 0,0 10,2 3,4 1,7 3,4 0,027
Consumo * 0,0 8,5 8,5 11,9 10,2 0,029
Dieta *** 0,0 16,9 0,0 0,0 0,0 <0,0001
Desagrado »s 16,9 11,9 10,2 10,2 22,0 0,163
Grasa ** 32,2 50,8 37,3 16,9 40,7 0,001
Lugar de compra ns 20,3 13,6 22,0 11,9 16,9 0,335
Ocasién * 11,9 5,1 1,7 1,7 5,1 0,048
Precio *** 13,6 32,5 50,8 18,6 42,4 <0,0001
Sabor ns 6,8 5,1 8,5 11,9 8,5 0,709
Salud *** 0,0 47,5 25,4 11,9 8,5 <0,0001
Textura *** 1,7 3,4 3,4 44,1 5,1 <0,0001

*P <0.05,** P <0.01, **P < 0.001, ns: Diferencia no significativa (P > 0.

05) segun la prueba Q de Cochran.

Tabla 2. Frecuencia (%) de mencion de cada categoria seleccionada.

de los consumidores hicieron mencién al precio (cara, muy
cara) y a los alimentos que la incluyen como ingrediente
(canelones, empanadas, hamburguesas, pastel de carne,
zapallitos rellenos).

Cerca del 50% de los consumidores percibieron la
carne picada Premium como un producto de calidad (de
exportacion, excelente) y de precio elevado. Mas del 37%
de los consumidores hicieron mencién al contenido de
grasa, percibiéndolo como un producto sin grasa o con
menos grasa.

La carne picada de Ternera fue percibida principalmente
como un producto con una textura tierna, suave y blanda.
Se destaca también un nimero mayor de menciones en la
categoria animal que en el resto de los tipos de carne picada,
relacionadas con el propio nombre del producto. La carne
picada Especial fue percibida mayormente en relacién a su
precio y contenido de grasa.

Estas relaciones entre los tipos de carne picada y las
categorias obtenidas de la técnica Asociacion de Palabras se
reflejan en los resultados del Analisis de Correspondencia
(Gréfico 2). Las dos primeras dimensiones explicaron el 79,8%

de la variabilidad de los datos experimentales. El factor 1
explico el 44,5% y el factor 2 el 31,8% de la varianza.
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Grafico 2. Analisis de Correspondencia para
visualizar las asociaciones entre las categorias
y los distintos tipos de carne picada.
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Categoria Comun Magra Premium De Ternera Especial
Canelones, Comidas
Empanadas, . g
astel de carne empanadas, especiales, Albéndigas, pan | Canelones, tuco,
Alimentos p ’ hamburguesas, empanadas, de carne, guiso, empanadas,
hamburguesas,
- pastel de carne, hamburguesas, hamburguesas hamburguesas
zapallitos rellenos pan de carne
. . Buena, me gusta. Rica, apetitosa. .
Agrado Rica Rica, me gusta > Me gusta, > AP > Rica
la mejor me gusta
. . . , . Roja, . . . .
Apariencia Roja Roja, mas roja YL Roja, rojo claro Roja, no tan roja
rojo intenso
. Vaca joven, .
Animal Vaca [ Vaca Vaca, novillo
ternera
Calidad, fresca . . .
. . ’ ’ Exportacion, Calidad, fresca, Calidad,
Calidad Calidad buen corte, . .
. calidad, excelente natural seleccionada
seleccionada
., Se apelotona, . ,
Coccion ——-- P i - Rinde mds Reduce mucho
se reduce
Consumo No la consumo, no No compro, No consumo, No consumo,
la compro Nno consumo nunca usé no compro
Baja en calorias,
Dieta [ alimento dietético, . - [
engorda menos
Desconfianza, Desagrado, . Engano, no me
No me gusta, A Engafio, A
Desagrado rechazo, invento para gusta, comida de
no me agrada . - no me gusta . wn
no me gusta dieta, engano animal o
-
. =
Sin grasa, poca . Poca grasa, w
N Sin grasa, menos | Grasa, menos s
Grasa Grasa, grasosa grasa, casi sin grasosa, mas ) =
grasa grasa, mas grasa =
grasa grasa =
Lugar Carniceria, Carniceria, Carniceria, Carniceria, Carniceria,
de compra supermercado supermercado supermercado supermercado supermercado
<. Reunion, cena - <.
QOcasion Almuerzo . i Restaurante Almuerzo Familia, reunion
familia
Cara, barata,
Precio Barata, econOmica Cara, muy cara Cara, mas cara Cara, costosa econdémica,
accesible
. Sabrosa,
Sabor Sabrosa Desabrida, sosa Sabrosa, gustosa Sabrosa
buen sabor
Nutritiva, Saludable
Salud —-- i Saludable, sana N Saludable
saludable, sana nutritiva
. . Tierna, suave
Textura Fibrosa Seca Tierna blail da ’ Jugosa, suave

Tabla 3. Ejemplos de asociaciones individuales dentro de cada categoria.

Discusion de estudios, quienes podrian tender a consumir productos
con menor contenido de grasa, lo cual coincide con lo repor-
tado por Bove y Cerruti (2008). Los resultados sobre cuan
saludable se percibe cada tipo de carne picada pueden sugerir
que el principal motivo de compra de la carne picada Magra
es la salud, mientras que en la carne picada Especial pueden
influir otros factores. Si bien la carne picada Premium fue

también considerada como muy saludable, no fue de las mas

Los participantes del estudio mostraron una frecuencia de
consumo de carne picada entre media y baja. La carne picada
Magra y la Especial son los dos tipos mas consumidos ha-
bitualmente. El alto consumo de carne picada Magra podria
estar vinculado a las caracteristicas de la poblacién estudiada,
con un alto porcentaje de mujeres e individuos con alto nivel
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consumidas por la poblacién encuestada; en este tipo de carne
picada pueden también influir otros factores que expliquen
su frecuencia de consumo, por ejemplo que no se encuentre
para la venta en todos los establecimientos comerciales.

Los resultados del analisis de los datos obtenidos con
la técnica de asociacion de palabras indican que los entre-
vistados percibieron en forma diferente cada tipo de carne
picada. Las categorias alimentos, grasa y precio fueron las
que recibieron mayor nimero de menciones, lo que indica
la importancia que le da el consumidor encuestado a estos
atributos, y son las asociaciones que vienen a su mente mds
frecuentemente con los distintos tipos de carne picada. La
frecuencia de mencion se ha asociado conla importancia con
que un concepto en particular se encuentra en la mente de los
encuestados (Guerrero, et al., 2010). A su vez, las categorias
conocimiento, equipamiento, origen y olor no alcanzaron
el minimo del 10% de menciones en ninguno de los tipos
de carne picada estudiados, lo cual ademds estd indicando
que estas asociaciones no estan presentes en la mente del
consumidor a la hora de comprar o consumir este producto.

Que la carne picada Comun fuera percibida por mas
del 30% de los consumidores como un producto con alto
contenido de grasa (grasosa, con grasa) puede explicar
que haya sido el tipo de carne considerado como el menos
saludable. Sin embargo, no recibié menciones dentro de la
categoria saludable (ni positivas ni negativas), a diferencia
de los demas tipos de carne picada que fueron consideradas
saludables, sanas y nutritivas. Esto implica que en la mente
del consumidor uruguayo no es relevante la salud a la hora
de comprar la carne picada Comun, aunque cuando se le
pregunta directamente, la considera como poco saludable.

El elevado puntaje asignado respecto a cuan saludable
consideran la carne picada Magra (Tabla 1) podria explicarse
por el alto nimero de consumidores que la percibe como un
producto de bajo contenido graso (poca grasa, sin grasa) y
nutritivo. Aunque también se hizo mencién al precio (cara,
muy cara), fue la carne picada mas consumida (Grafico 1) por
la poblacién encuestada, lo que podria indicar que el concepto
de salud prevalece ala hora de comprar este tipo de producto.

En el caso de la carne picada Premium, que un alto nd-
mero de consumidores la percibieran como un producto sin
grasa o con menos grasa, explica que haya sido considerado
como muy saludable (Tabla 1). Comparando la percepcién
de la carne picada Premium con la Magra se observa en la
primera un menor numero de menciones respecto a su bajo
contenido de grasa y un nimero menor de menciones en
la categoria salud; el consumidor la percibe principalmente
como un producto caroy de alta calidad. Es decir, en la mente
del consumidor uruguayo el concepto de salud relacionado
con la carne picada Premium es menos relevante que en el
caso de la carne picada Magra, aunque cuando se le pregunta
directamente la considera como muy saludable. Esto podria
también explicar el menor consumo de este tipo de carne
picada entre la poblacién encuestada. Las demds asociaciones
realizadas por los consumidores con la carne picada Premium
no permiten explicar la percepcion de la misma como un
producto de alta calidad, por lo que esta percepcion podria
estar vinculada exclusivamente al nombre que lleva.

La carne picada de Ternera fue percibida principalmente
como un producto con una textura adecuada, relacionada con
el animal que da origen al nombre del producto, pero no apa-
recen menciones en un niimero importante en otras categorias.
Este tipo de carne fue la menos consumida por la poblacién

encuestada (solamente un 1,7% la consumen habitualmente),
lo que podria llevar a que no esta presente en la mente del
consumidor y por esto recibié un menor niimero de menciones
que el resto de los tipos de carnes picadas del estudio.

En el caso de la carne picada Especial se observan con-
tradicciones en las palabras utilizadas por los consumidores
dentro de las dos categorias mas mencionadas (precio y con-
tenido de grasa), ya que algunos participantes la consideraron
como un producto caro y con poca grasa, mientras que otros
la consideraron como un producto econémico, accesible y con
mucha grasa. Esto demuestra que existe una variabilidad en
las carnes picadas comercializadas con el nombre «especial»,
lo cual lleva a que el consumidor no tenga una percepcion
definida sobre este producto.

En el Gréfico 2 se puede observar como los distintos tipos
de carne picada se encuentran relacionados con las distintas
categorias de la técnica de asociacion de palabras. El factor
1 estuvo positivamente correlacionado con los términos
textura y animal y negativamente correlacionado con los
términos dieta, salud y coccién, permitiendo la diferenciacion
principalmente de la carne picada Magra de la de Ternera. El
factor 2 correlaciond positivamente con los términos dieta,
salud, coccion, textura y consumo, y negativamente con los
términos alimentos y ocasién, permitiendo diferenciar las
carnes picadas Magras, Premium y de Ternera de la Comun.

Conclusiones

Por medio de la técnica de asociacion de palabras se evalud la
percepcion de los consumidores de diferentes tipos de carnes
picadas, lo cual permitid identificar los atributos que son mas
relevantes en el proceso de seleccion y la toma de decisiones
de la compra. Este trabajo deberia ser complementado con
un estudio con un mayor numero de consumidores y més
representativo de la poblaciéon de Montevideo, y con un
analisis del contenido graso y de otros factores de calidad
de los distintos tipos de carnes picadas que se comercializan
en nuestro mercado que permita investigar cudn real es la
percepcion que el consumidor tiene sobre estos productos.
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Resumen

Se evalud harina de platano verde con cascara (Musa AAB Horn Plantain Cv. Harto) como sustituto de grasa
para productos carnicos. El producto se obtuvo mediante secado con aire a 70 °C y se realiz6 una molienda
para obtener harina con dos tamanos de particula (HE, HG). A esta se le determind la composicion proximal,
capacidad de absorcion de agua (WHC), solubilidad (S), hinchamiento (SW) y capacidad de absorcion de grasa
(FAC). Se elaboraron modelos de emulsiones cdrnicas con 2, 4 y 6% de harina a los cuales se les midi¢ el pH,
rendimiento de coccion, capacidad de retencion de agua, perfil de textura y color. No se encontraron diferencias
significativas para proteina, grasa, cenizas, almidon, pH, color, WHC, S, SW y FAC entre las harinas. En los
geles se determinaron diferencias significativas en el rendimiento de coccidn, capacidad de retencién de agua,
dureza, gomosidad, masticabilidad y color; pero no en pH, adhesividad, elasticidad y cohesidn. Se determiné
un descenso en los parametros de color L*, b* y C* al aumentar el grado de sustitucion en las formulaciones.
Se recomienda utilizar 4% de harina, lo cual representa un 20% de disminucién de grasa.

Palabras clave: Geles carnicos modelo, capacidad de retencion de agua, capacidad de retencion de grasa, textura.
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Abstract

Green banana flour with shell was evaluated as fat substitute for meat products. Unripe plantains were dried
in a hot air dryer (70 °C) and milled by a hammer mill to obtain two flours with different mesh sizes (HE,
HG). Proximal composition, water holding capacity (WHC), solubility (S), swelling (SW), and fat absorption
capacity (FAC) were determined. 2%, 4% and 6% of HG and HF were added to a meat model emulsion as fat
replacement. The effect of adding green banana flour was evaluated on cooking yield, water holding capacity,
pH, hardness, gumminess, chewiness, adhesiveness, elasticity, cohesiveness and color. There were not significant
differences between both flours for protein, fat, ashes, WHC, S, SW, and FAC. No significant differences were
found for adhesiveness, elasticity, and cohesiveness. A drop in L*, b* and C* parameters regarding the control
gel was determined with the increase of fat substitution. We recommend a substitution percentage equal or
lower than 4%, which represents a 20% of fat reduction.

Keywords: Meat product model, water holding capacity, fat absorption capacity, texture.

Introduccion

El platano pertenece al género Musa; a la familia Musaceae
y al orden de las zingiberaceas. Los biotipos cultivados se
basan en los genomas AA para el grupo acuminata y BB
para el grupo balbisiana, lo cual se retine en los triploides
AAA, AAB y ABB. Los platanos AAB pertenecen al grupo
paradisiaca, entre los cuales se encuentran el Dominico
(French Plantain), el Curraré (Horn Plantain) y el Liberal
(Murillo y Pacheco, 1994; Smith y Velasquez, 2004).

Los platanos son uno de los principales alimentos
basicos en Africa, América Latina, el Caribe y la India

(FAO, 2011). La producciéon mundial del platano tiende
a aumentar y es un fruto disponible todo el afio en las re-
giones tropicales y subtropicales (Sarawong, et al., 2014).
Shaibu et al. (2012) seiialan que los bananos y platanos
representan el segundo fruto de mayor cosecha a nivel
mundial con 129.906.098 toneladas métricas en 2010, y
es el cuarto producto alimenticio en importancia a nivel
mundial. En Costa Rica, segtin la Secretaria Ejecutiva de
Planificacion Sectorial Agropecuaria, SEPSA (2011), enlos
ultimos afios se ha dado un aumento en el drea de produc-
cion del platano, hasta alcanzar en 2010 un drea sembrada
de 10.000 hectéreas.
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Los frutos verdes y maduros que no se comercializan
en fresco pueden ser aprovechados para alimentacién
humana en la elaboracién de chips, cremas, panes, tortas,
helados, batidos, mermeladas, purés, productos lacteos
como los yogures, bebidas sazonadas y alcoholicas, alimen-
tos infantiles, salsas, produccién de harina como fuente
de fibra dietética, en la extraccién de almidones nativos
y la obtencién de almidones modificados, y alimentos
concentrados para la alimentacién animal (Gonzélez y
Pacheco-Delahaye, 2006; Gonzalez, et al., 2009; Mazzeo,
etal.,2010). Ademas, estas harinas y almidones se utilizan
para la elaboracion de pastas alimenticias y productos de
panificacion (Mazzeo, et al., 2010).

El platano presenta muchos beneficios para la salud debi-
do a su composicién de fibra dietética total (FDT), almidén
total (AT), almidén disponible (AD) y almiddn resistente
(AR) y compuestos fenolicos cuando no ha madurado (Gon-
zalez y Pacheco-Delahaye, 2006; Islas, et al., 2007; Sarawong,
et al., 2014). Ademas, es rico en vitamina B6, vitamina C,
calcio, hierro, magnesio, potasio y fosforo (Hernandez, et
al., 2009; Molina, 2001). Restrepo (2002) sugiere el uso del
platano como una sustancia de relleno en alimentos, debido
a su capacidad retenedora de humedad, lo cual extiende el
volumen de las formulaciones, abaratando costos de pro-
duccién e incorporando propiedades funcionales. A su vez,
Gonzalez y Pacheco-Delahaye (2006) utilizan las propiedades
de gelificacion de la harina de platano para elaborar geles de
pifa a partir de jugos clarificados.

Para determinar la posibilidad de uso de la harina de
platano en productos carnicos, el uso de modelos resulta
conveniente para definir el impacto de condiciones de pro-
ceso. Los modelos de emulsiones carnicas son sistemas que
se componen de los principales componentes del producto
carnico, en el que se sustituye una proporciéon de algtin
componente por algiin ingrediente funcional, generalmente
reemplazos de proteinas o grasas (Codex Alimentarius, 1989;
Tokusoglu y Kemal, 2003).

Eluso de geles modelo permite realizar investigaciones de
una forma mds econdmica, ya que se utilizan los componentes
principales de la formulacién a menor escala. Esta metodolo-
gia ha sido aplicada por una gran variedad de investigadores
para evaluar propiedades tecnoldgicas de sustancias como la
K-carragenina, la albimina de huevo y la transglutaminasa
(Pietrasik, 2003), y el efecto como ingrediente funcional de
materias primas como la fibra de salvado de arroz (Choi, et
al., 2011), la fibra de coliflor (Femenia, et al., 1997), la fibra
de naranja (Bortoluzzi, et al., 2005) y las algas comestibles
(Lopez-Lépez, et al., 2009).

Debido a la relacion entre el consumo de grasa y el de-
sarrollo de enfermedades cardiovasculares ha aumentado la
necesidad de desarrollar productos con menos contenido de
grasa. Para evitar cambios en las caracteristicas sensoriales
y quimicas, y en consecuencia el rechazo del producto por
parte del consumidor, se ha intentado sustituir la grasa
por ingredientes no carnicos o ligantes (Pinero, et al.,
2008). Dado que el platano y su cascara son fuentes ricas
en polisacdridos, el objetivo de este proyecto es evaluar el
potencial tecnolégico de dos harinas de platano verde con
cascara, variedad curraré (Musa AAB Horn Plantain Cv.
Harto) con diferentes tamafios de particula, con el fin de
determinar la factibilidad de utilizarla como sustituto de
grasa en productos carnicos mediante geles modelo con
adicién de 2%, 4% y 6% de las harinas.

Materiales y Métodos
Materia prima

Se utiliz6 platano verde de 7 semanas de desarrollo fisiol6-
gico, proveniente del cantén de Matina en la provincia de
Limoén, Costa Rica.

Proceso de elaboracion de la harina

Los platanos se lavaron y se desinfectaron por inmersion
en una disolucion de acido peracético a 80 mg/kg durante
5 minutos. Luego, se les eliminaron las puntas y seguida-
mente se trocearon en cubos con un tamano de 1 cm de
arista empleando una cortadora Hobart. Los trozos de
platano se secaron con aire caliente (The National Drying
Machine Co., TY2-48397) a 70 °C y una velocidad de aire
de 5,4 m/s hasta alcanzar una humedad de 2 - 3% (m/m).
El platano seco se proces6 en un molino de martillos
(Tainea S.A., TEW 21) con dos mallas de 0,33 y 0,63 pul-
gadas para obtener distintos tamafos de particula, harina
fina y gruesa, respectivamente. Producto de la molienda
realizada el 67,48% de la harina fina HF presenta un ta-
maio de particula inferior a 0,0555 mm, y en el caso de
la harina gruesa HG el 68,87% presenta un didmetro de
particula superior a 0,0530 mm e inferior a 0,2105 mm.
Ambas harinas se empacaron en bolsas de polietileno de
alta densidad y se almacenaron a temperatura ambiente.
Se hicieron tres repeticiones del proceso de la harina.

Caracterizacion
de la harina de platano

Composicion proximal

La humedad se midié en una muestra de 5 g que se secé a
70 °C en estufa de vacio, adaptando el método 925.09 AOAC
(1990c¢). El contenido de cenizas se determin6 mediante
la calcinacién segin el método 923.03 AOAC (1990b). La
grasa se determiné con extractor de Soxhlet, siguiendo el
método 920.85 de la AOAC (1990a). La cuantificaciéon de
proteina se realiz6 en forma indirecta por medio del con-
tenido de nitrégeno total utilizando el método de Kjeldahl
AOAC 920.152 (AOAGC, 2005). El almidén se determind
enzimaticamente hidrolizando con amiloglucosidasa y se
cuantifico espectrofotométricamente la concentracion de
glucosa (Mestres, et al., 1993). Se realizaron las mediciones
por triplicado de cada una de las tres repeticiones.

Propiedades tecnoldgicas de la harina
Capacidad de retencion de agua (WHC)

Se modificé la metodologia descrita por Femenia et al.
(1997); 2,5 g de harina se suspendieron en 50 mL de diso-
lucién buffer de fosfatos de 1 mol/L a pH 6,3 y se dejo6 en
reposo por 24 horas. Luego se centrifugaron 4,5 minutos a
6000 rpm; los residuos sdlidos recuperados por filtracion
se colocaron en cépsulas de porcelana a masa constante y
se secaron en estufa de vacio a 70 °C hasta obtener masa
constante. La WHC se calcul6 con las expresiones (Femenia,
et al., 1997):
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_ (mcépsula+muestra - mcépsula+residua)

WHC

(mcépsula+residuo —k)
Donde’ a (mcépsula+muestra - mcépsula+residuo),
a=2,8x102gPO-+4/mL

Solubilidad (S)

La solubilidad se midié por triplicado en conjunto con la
capacidad de retencion de agua, y se expresd como porcentaje
de pérdida en el peso de la muestra original en seco (corregida
por la presencia del buffer de fosfato) después de la recupera-
ci6én de material insoluble utilizado para determinar la WHC
(Femenia, et al., 1997). Se calculd de la siguiente forma:

. (mresiduo - k)
Solubilidad = Mypeserqa — ————————
Minuestra

Donde, k = a (Mespsutarmuestra — Meavsulatresiduo)s

a=2,8x102gPO+/mL
Hinchamiento (SW)

Se hidrataron, por triplicado, 0,5 g de muestra con 10 mL de
buffer de fosfatos en una probeta y se dejé reposar durante
24 h. Se determino el volumen de harina que se hidraté con
el buffer y el resultado se expresa como mL de residuo/g
muestra seca (Femenia, et al., 1997).

Capacidad de absorcion de grasa (FAC)

Se midi6 gravimétricamente utilizando el método modificado
descrito por Femenia et al. (1997), para lo cual se mezclé por
triplicado muestras de 5 g de la harina con 30 mL de aceite
de girasol y se dejo en reposo durante 24 horas a temperatura
ambiente. Luego se centrifugd 3,5 minutos a 6000 rpm, se
decant¢ el liquido sobrenadante y la FAC se expres6 como g
aceite/g muestra seca.

Propiedades de los geles carnicos
Proceso de elaboracién de los geles modelo

La formulacién del gel modelo se obtuvo de modificar lo
descrito por Bortoluzz et al., 2005 y Chang y Carpenter, 1997
(Tabla 1). Se elaboraron geles modelo conteniendo 0 (control),
2,4y 6% (m/m) de las harinas de platano, reduciéndose el
contenido de grasa (aceite de soya) y aumentando el porcenta-
je de agua a medida que se incremento el porcentaje de harina.

Los geles modelo se procesaron segtin la metodologia mo-
dificada de Choi et al. (2011), para lo cual la pechuga de pollo
sin piel, desgrasada y deshuesada se picé en un procesador
de alimentos (Hobart) durante 1 minuto a 4 °C, se mezclé en
un procesador de alimentos (Black y Decker, HC300 Handy
Chopper Pluss TM) con el resto de los ingredientes durante
1 minuto a 4 °C y se adiciond harina de platano en caso de
que el gel tuviera un grado de sustitucion. Posteriormente, la
pasta obtenida se transfiri6 a tubos de centrifuga de 50 mL,
se taparon y se centrifugaron a 2500 rpm durante 1 minuto
para eliminar las burbujas de aire.

Lamezcla sellevd a 20 °C durante 10 minutos en un bafio
de agua (Digisystem Laboratory Instruments Inc., 1009045)
y luego se calent6 a 90 °C durante 20 minutos, aumentando
el calor a una velocidad de 2 °C/min. Los tubos de centrifuga
se sumergieron en un bafo de agua con hielo durante 20
minutos y se refrigeraron a 4 °C durante 24 horas.

Evaluacion de los geles
pH

Se midié por triplicado siguiendo la metodologia sugerida por
Choi et al. (2011) con un pHmetro (Metrohm, 827 pH lab).

Rendimiento de coccion

El rendimiento se determiné como la diferencia porcentual
entre las masas de los geles crudos y cocidos. Luego de la

Porcentaje (% m/m)
Ingrediente Harina gruesa Harina fina
Control

Gel 1 Gel 2 Gel 3 Gel 4 Gel 5 Gel 6
Carne de pollo molida 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Aceite de soya 25,0 22,5 20,0 17,4 22,5 20,0 17,4
Agua destilada 22,7 23,2 23,7 24,3 23,2 23,7 24,3
Cloruro de sodio 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Tripolifosfato de sodio 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Harina de platano 0,0 2,0 4.0 6,0 2,0 4,0 6,0
Reduccidn aceite de soya 0,0 2,5 5,0 7,6 2,5 5,0 7,6
Aumento agua destilada 0,0 0,5 1,0 1,6 0,5 1,0 1,6
Reduccién de grasa 0,0 10,1 20,2 30,3 10,1 20,2 30,3

Tabla 1. Formulacién de los geles modelo para evaluar sus propiedades tecnoldgicas.
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coccidén a 90 °C durante 20 minutos se procedi6 a decantar
el liquido sobrenadante, se enfrié y se midié la masa.

Capacidad de adsorcién de agua (WHC)

Se siguid la metodologia de Choi et al. (2011) modificada.
Al preparar los geles modelo, luego de que se mantuvo la
temperatura a 90 °C durante 20 minutos en el baiio de agua
(Digisystem Laboratory Instruments Inc., 1009045), se de-
canto el liquido sobrenadante y se midié su masa. Los geles
se almacenaron a 4 °C durante 24 horas y posteriormente se
centrifugaron (Labnet, HERMLE Z300) a 6000 rpm durante
1 minuto y se midié la masa de los geles centrifugados y
cocidos. Las mediciones se realizaron por triplicado. WHC
se calculé mediante la férmula:

WHC = <1 _ mgel centrifugado) +100

Mgel cocido

Analisis del perfil de textura (TPA)

La textura de los geles modelos se midié con un texturd-
metro (TA.TX Plus, Stable Micro Systems) con celda de
carga de 50,0 kg, utilizando muestras cilindricas de 2,0 cm
de altura que se comprimen dos veces al 50% de su altura
original con 1,0 mm/s de velocidad de cabezal, 1,0 mm/s
de velocidad de pre-prueba, 1,0 mm/s de velocidad de
post-prueba, 2 kg de carga maxima, 10,000 mm de distancia;
5,00 s de tiempo y 25,0 g de fuerza. Se obtuvieron los para-
metros de: dureza (pico de fuerza en la primera compresion,
N), elasticidad (distancia entre la primera compresién y la
segunda), cohesion (razoén entre el area del segundo pico
de fuerza y el primero), adhesividad (4rea del tercer pico
de fuerza), gomosidad (dureza * cohesion) y masticabilidad
(dureza * cohesidén * elasticidad) (Choi, et al., 2011). Para
la determinacion se realizaron seis mediciones de cada una
de las tres repeticiones.

Color

Se determind usando un colorimetro (Hunter Lab, Color
Flex), calibrado con un plato negro, uno blanco y uno verde
(L*=53,11; a* = -26,13 y b* = 12,28) a una diferencia de +
0,30. Se midieron los pardmetros L*, a* y b* por triplicado.
La intensidad de color se calculé como C*= (a2+b2)1/2 y
el angulo de matiz se calcul6 he = artctan (b*/a*) (Choi, et
al. 2011).

Analisis de datos

Para la caracterizacion de las harinas los resultados se re-
portaron como el promedio entre los valores obtenidos en
las tres repeticiones con su respectiva desviacién estandar
y se analizaron estadisticamente con una t-student. Para
la evaluacion de los geles se utilizé un disefio irrestricto
aleatorio con siete tratamientos y tres repeticiones. Las va-
riables respuesta se analizaron estadisticamente mediante un
ANDEVA y en caso de detectar diferencias significativas al
95% de confianza se aplicé una prueba de comparacién de
medias Tukey. En los parametros en los que no se detectaron
diferencias significativas se calcul6 la potencia de la prueba
para el andlisis estadistico.

Resultados

Se determinaron diferencias significativas entre ambas
harinas para los contenidos de humedad, carbohidratos y
almidon, mientras que no se hallaron diferencias significativas
para los contenidos de cenizas, grasa y proteina (Tabla 2).

Contenido
(% m/m en base seca)
Variable Probabilidad

Harina Harina

gruesa fina
Humedad 2,85 £ 0,072 | 2,29 =+ 0,07° 0,0287
Cenizas 3,41 £0,14 | 3,23+£0,14 0,4561
Grasa 1,13+ 0,16 | 0,610 + 0,16 0,1502
Proteina 3,78 £ 0,07 3,48 £ 0,07 0,0881
Carbohidratos | 91,7 £ 0,032 | 92,7 + 0,03b 0,0021
Almidén total | 68,6 + 0,53 69,6 £ 0,53 0,0245

Tabla 2. Composicion proximal de harinas de platano (Musa
AAB) verde con cascara de diferente tamaiio de particula.
*Letras diferentes entre la fila indican diferencias
significativas con un 95% de confianza.

No se determinaron diferencias significativas en ninguna
de las cuatro propiedades tecnoldgicas evaluadas (Tabla 3).

Valor
Variable Harina Harina Probabilidad
gruesa fina
WHC (g/g) 1,58 £ 0,11 1,54 + 0,05 0,1675
S (g/g) 1,59 + 0,02 1,58 + 0,02 0,8302
SW (mL/g) 3,77 £ 0,17 3,91 +0,17 0,6222
FAC (g/g) 0,795 £ 0,02 | 0,788 £ 0,02 0,8617

Tabla 3. Propiedades tecnoldgicas evaluadas para las
harinas de platano con diferente tamaiio de particula.

Los valores de pH de la mezcla carnica se encontraron
en un rango entre 6,07-6,10 y no presentaron diferencias
significativas (p = 0,5621), es decir, ni el grado de sustitucién
ni el tipo de harina que se utiliz6 tuvo influencia sobre el pH,
por lo que se asegura que los geles no sufririan cambio de
textura producto de variaciones del pH.

En el Grafico 1 se presentan los resultados del rendimiento
de coccidn y la capacidad de adsorcion de agua de los geles
carnicos elaborados.

Mediante el Andlisis de Perfil de Textura (TPA) (Gréfico 2)
se determinaron diferencias significativas entre los tratamien-
tos para las variables de dureza (p = 0,0128), gomosidad (p =
0,0059) y masticabilidad (p = 0,0059). La elasticidad, cohesi-
vidad (p = 0,6566) y adhesividad (p = 0,7344) no mostraron
diferencias significativas entre los geles formulados.
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Grafico 1. Efecto de la adicion de harina de platano con céscara con diferentes tamafios de particula y grados de
sustitucién sobre el rendimiento de coccién (a) y la capacidad de adsorcion de agua (b) en geles cérnicos.
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Grifico 2. Efecto de la adicion de harina de platano con céscara con diferentes tamaros de particula y grados de sustitucion
sobre la dureza (a), elasticidad (b), cohesividad (c), adhesividad (d), gomosidad (e) y masticabilidad (f) en geles carnicos.

Se obtuvieron diferencias significativas para los parametros de luminosidad visual (L*) (p < 0,0001), enrojecimiento

(a*) (p =0,0001), amarillo (b*) (p < 0,0001), croma (C*) (p < 0,0001) y angulo de matiz (h°) (p = 0,0001) para los geles
formulados (Gréfico 3).
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Grifico 3. Efecto de la adicién de harina de platano

con cascara con diferentes tamafios de particula y

grados de sustitucion sobre la luminosidad visual (a), el
enrojecimiento (b), el amarillo (c), el croma (d) y el 4ngulo
de matiz (e) en geles carnicos.

Discusion
Caracterizacion de la harina
de platano verde con cascara

Las diferencias del contenido de humedad (Tabla 2) pueden
deberse a que durante el proceso de secado por aire caliente
no se controlé regularmente el descenso de humedad, sino
que se fijo un tiempo de secado.

Respecto al contenido de carbohidratos, se determinaron
diferencias significativas entre los dos tipos de harina, siendo
mayor para la harina fina. Durante el proceso de molienda de
laharina fina se observo una gran cantidad de cascara retenida
en comparacion con la harina gruesa, lo que pudo ocasionar
una variacion en la proporcion. Las harinas obtenidas tienen
altos porcentajes de almidén; Gonzalez y Pacheco-Delahaye
(2006) mencionan que el almidén proveniente del platano
proporciona pastas cortas que en el enfriamiento producen
geles de gran fuerza. Tapia (2005) indica que el platano con-
tiene almiddn resistente tipo 2 (AR2), el cual presenta una
estructura parcialmente hidratada y gelatinizada tan empa-
quetada que limita la accesibilidad de las amilasas. Ademas,
cuando estas estructuras se calientan y rehidratan, la amilosa
forma una estructura de almidén resistente complejo y estable
(almidon resistente tipo 3, AR3), el cual es altamente resistente
a las enzimas amiloliticas (Tapia, 2005) que lo convierten en
un ingrediente funcional (Soto, 2010).

Evaluacion de las propiedades
tecnoldgicas de la harina

En las condiciones del estudio el tamafo de particula no
influye en la capacidad de retencién de agua, solubilidad,
hinchamiento, ni en la capacidad de adsorcién de grasa de
las harinas (Tabla 3).

Sangnark y Noomhorm (2003) realizaron un estudio
del efecto del tamano de particula sobre las propiedades

funcionales de la fibra dietética y determinaron que una
disminucién en el tamafio de particula de la fibra se asocié
con un aumento en la densidad y una reduccién dela WHCy
FAC. Sin embargo, Raghavendra et al. (2006) indican que una
reduccion en el tamano de particula de 1127 a 550 um tiene un
efecto significativo en la estructura fisica de las fibras de coco
y que esto se relaciona con un aumento de las propiedades de
hidratacién —tales como la capacidad de retencién de agua,
capacidad de adsorciéon de agua e hinchamiento—, de forma
tal que las propiedades de hidratacion tienden a disminuir
conforme aumenta el tamaiio de particula.

Sangnark y Noomhorm (2003), en su estudio con Lami-
naria digitata (kombu breton), encontraron que tamanos de
particula menores se asociaron con una adsorcion de agua
y grasa mayor. Asimismo, pardmetros experimentales como
la agitacién podrian alterar la estructura fisica de las fibras y
dar lugar a grandes cambios en la WHC y FAC.

Estos resultados indican que los tamanos de particula
utilizados en esta investigacion no fueron lo suficientemente
diferentes para detectar una diferencia, si es que existe una.
Por otra parte, si se considera que la composicion quimica
en general no mostro diferencias, se podria decir que esta no
influyé sobre las propiedades tecnoldgicas ni tampoco sobre
la superficie de contacto, o bien que un contenido mayor de
cascara en la harina de platano (harina gruesa) no aporta
significativamente compuestos o materia que incremente las
interacciones de la matriz con el agua o el aceite del medio
¥ por lo tanto, no se da una mayor ni menor capacidad para
retener agua o grasa.

Con respecto a la WHC de la harina de platano, se
puede considerar baja comparada con valores reportados
en la literatura, por ejemplo: 2,7 g agua retenida/g de
materia seca en salvado de trigo a 42,5 g agua retenida/g
de materia seca en fibra dietética insoluble de zanahoria
(Elleuch, et al., 2011); 11,4 a 20,3 en subproductos de
esparrago (Fuentes-Alventosa, et al., 2009). Abbas et al.
(2011) determinaron la WHC a diferentes temperaturas
tanto para cdscara como para pulpa de banano (Musa
acuminate L., cv cavendshii) con valores que oscilaron de
4,91 a 5,88 g de agua/g de muestra seca de cascara y 5,66
a 6,31 g de agua/g de muestra seca de pulpa. Doporto et
al. (2012) determinaron por suspension de la muestra en
agua y centrifugacion la WHC de harina y almidones de
flame (Pachyrhizus ahipa (Wedd.) Parodi) y yuca (Manihot
esculenta Crantz). Con ambas materias primas la WHC
fue mayor en las harinas que en los respectivos almidones.
A pesar de que la metodologia empleada es diferente a
la empleada con la harina de platano de este estudio, los
resultados son similares, dado que para harina de fiame
el rango fue entre 1,32-1,91 g de agua por g de muestra
seca, en el caso de la yuca fue de 1,01-1,10 g de agua por g
de muestra seca. Mweta et al. (2008) reportan también la
WHC de almidones de diferentes variedades de yuca con
un rango en 0,86-1,08 g de agua por g de almidon seco.

Este comportamiento se ve reflejado en las otras dos pro-
piedades que incluyen interacciones con la harina y el agua,
como lo son la solubilidad y el hinchamiento. En la literatura
se reporta que la solubilidad para la coliflor varia entre 21,6-
48,1 g solubilizados/g de materia seca (Femenia, et al., 1997),
mientras que el hinchamiento varia entre 4,2 mL residuo/g
de materia seca para la coliflor (Femenia, et al., 1997) y 62,2
mL residuo/g de materia seca para la fibra dietética insoluble
de zanahoria (Chau, et al., 2007).
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En promedio, la capacidad de retencién de grasa para la
harina fue de 0,792, valor similar al reportado para coliflor, 0,9
g aceite / g de materia seca (Femenia, et al., 1997), e inferior
a fibras de desechos de naranja, 195 g aceite / g de materia
seca (Tamayo y Bermudez, 1998).

Evaluacion de las propiedades
de la harina en modelos
de emulsiones carnicas

Para todos los geles los rendimientos de coccion fueron supe-
riores a 99%, siendo el valor menor para el gel control. Con
respecto a la capacidad de retencién de agua del gel, también
estuvo por encima de 99,5% (Grafico 1).

Segun Brewer (2012), al reducir el contenido de grasa se
puede aumentar la pérdida de liquidos. Ademas de lo men-
cionado anteriormente, Kumar y Sharma (2004) indican que
los sustitutos de grasa en su mayoria provocan una reduccién
del rendimiento y una purga excesiva.

Se determiné que para el rendimiento de coccidn existe
una diferencia significativa (p = 0,0006) entre tratamientos
(Gréfico 1.a). El gel formulado con harina fina al 2% y el gel
control fueron los de menor rendimiento de coccion. Los
geles formulados con 2 y 4% de HF y los de 4 y 6% de HG
no mostraron diferencia significativa. El rendimiento de
coccién fue mayor para los geles que contenian algtin grado
de sustitucion, contrario a lo esperado segtn la literatura,
aunque se puede concluir en general que los rendimientos
fueron satisfactorios y que este aspecto deberd evaluarse en
experimentos mas relacionados a la escala industrial.

El aumento en el porcentaje de rendimiento de coccién
pudo deberse a que la harina presentaba un alto contenido
de almidoén, lo que genera un aumento en la capacidad de
retencién de agua y por tanto interviene en el peso del pro-
ducto terminado (Tapia, 2005).

Una propiedad funcional de los geles proteicos es su
capacidad para adsorcién de agua, la cual se ve favorecida
en condiciones adecuadas de temperatura y pH (Brewer,
2012), ya que las proteinas logran formar de una manera mas
eficiente estructuras de gel que retienen grandes cantidades
de agua y otros componentes alimentarios (Kocher y Foege-
dind, 1993). La determinacién de la WHC permite evaluar la
capacidad del gel carnico de adsorber agua y a su vez indica
la estabilidad de la emulsién al ser sometida a un esfuerzo
mecdnico, en este caso a una operacién de centrifugacion
(Choi, et al., 2011; Femenia, et al., 1997).

Se determinaron diferencias (p < 0,0001) en la capacidad
de adsorcion de agua entre los tratamientos, sin importar el
grado de sustitucion ni el tipo de harina utilizado con respecto
al control (Gréfico 1.b). Esto indica que al utilizar la harina
de platano con cascara como sustituto de grasa se obtiene un
incremento en la capacidad de adsorcion de agua del gel car-
nico, lo cual podria deberse, como se menciond antes, a que la
harina de platano con cdscara tiene alto contenido de almidén,
componente que le brinda una alta capacidad de retencién
de agua y gelificacion al producto (Linden y Lorient, 1996).

En el Grafico 2.a se observa que el gel 3, el cual corres-
ponde alaadicién de 6% harina gruesa, es significativamente
mas duro que el gel control y el gel 4 (harina fina, 2%). A
su vez, las demads sustituciones no presentaron diferencias
significativas con respecto al control. Ademads de que el gel
3 presenta un contenido menor de grasa, lo cual influye en

su dureza, presenta un contenido mayor de harina y, por lo
tanto, de almidén de platano en su formulacién. La dureza,
de acuerdo a Rosenthal (2001), se define como la fuerza re-
querida para comprimir un alimento entre los molares. Una
reduccién del contenido graso entre 10 a 25% en productos
de carne triturados afecta la dureza (Brewer, 2012), debido a
que la grasa promueve la suculencia, sabor, sensacion en la
boca, cohesidn, estabilidad, jugosidad, terneza, saciedad y la
emulsion, de forma tal que alimentos con bajo contenido de
grasa presentan una dureza mayor (Kaack y Pedersen, 2005).

Segtin Smith (2001) y Smewing (2001), las caracteristicas
de gelatinizacion y temperatura de transicion vitrea (Tg) afec-
tan la reologia y las propiedades mecénicas de los alimentos
basados en almidén, debido a que el cambio estructural im-
plicala fusién de biopolimeros de almiddn, desnaturalizacion
de proteinas y la formacién de complejos entre moléculas
como los azticares y las grasas, lo cual, en este caso, le brinda
al producto un leve aumento en la rigidez.

Al igual que con la dureza, se determinaron diferencias
significativas tanto para la gomosidad (Grafico 2.e) como para
la masticabilidad (Grafico 2.f). El gel 3 presenté un mayor
valor de gomosidad y masticabilidad con respecto a los geles
1, 4, 5y control, y 3 no mostrd diferencias con respecto a los
geles 2 y 6. En estas caracteristicas interviene directamente
el contenido de grasa del alimento, ya que esta mejora la
sensacion bucal y facilita la masticaciéon de los alimentos
(De Bruijne y Bot, 2001; Greaser y Pearson, 2001). Por esto,
de acuerdo a los resultados obtenidos, una mayor cantidad
de harina y por ende mayor contenido de almidén influyen
significativamente en la capacidad de masticacion y desinte-
gracion de los geles formulados.

Con respecto al color de los geles carnicos formulados,
las diferencias detectadas coinciden con el estudio de Choi et
al. (2011), en el cual al incrementar los niveles de sustitucion
en geles carnicos de cerdo cocidos y sin cocer con fibra de
salvado de arroz se obtuvieron cambios significativos en los
parametros de color L*, a*, b*, C*y H°.

La luminosidad visual (L*) se define como la cantidad
de luz que el estimulo parece emitir y va de una escala de 0
(negro) a 100 (blanco) (MacDougall, 2002). En el caso del
gel control, este fue diferente con respecto a todos los trata-
mientos. Se observé que, independientemente del tamaiio de
particula, L* disminuye al aumentar el grado de sustitucién
(Grafico 3.a). Esto podria deberse a que al sustituir grasa por
agua y harina cambia la distribucion de la luz al aumentar la
cantidad de agua y de pigmentos provenientes de la harina,
lo que puede aumentar la retencién de la luz en la estructura
de los geles y reflejar menos.

Seguin Kaack y Pedersen (2005), varios experimentos han
demostrado que el bajo contenido de grasa en salchichas provo-
ca productos mas oscuros, mas rojos y menos amarillos compa-
rados contra las salchichas control. El enrojecimiento (a*) esla
coordenada cromatica de rojo (+a*) a verde (-a*) (MacDougall,
2002). Paralos geles analizados, los valores de a* se encuentran
en el eje positivo, es decir que los geles tienden mas al rojo
que al verde. Se determinaron diferencias significativas entre
el control y los geles 3 (6% de harina gruesa), 5 (4% de harina
fina) y 6 (6% de harina fina) (Grafico 3.b), siendo el control el
que presentd menos enrojecimiento. Los geles con mayor grado
de sustitucion presentaron el mayor enrojecimiento.

El amarillo (b*) es la coordenada cromatica de amarillo
(+b*) a azul (-b*) (MacDougall, 2002) y los resultados ob-
tenidos indican que se tiende a mas amarillo que a menos
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amarillo. Se determinaron diferencias significativas entre el
control y los demas geles sustituidos, pero no entre los geles
sustituidos (Grafico 3.c). Este comportamiento puede deberse
a que en el gel control existe una mayor cantidad de grasay,
por lo tanto, una mayor concentracién de pigmentos como
carotenoides. Estos suelen aumentar la intensidad del amarillo
en los productos; al reducirse el contenido de aceite en los
demas geles se reduce el amarillo en el color del producto. Asi
lo afirman Kaack y Pedersen (2005), quienes indican que una
reduccién en el contenido graso provoca una disminucién
significativa del amarillo. Estos resultados son contrarios a
los citados por Choi et al. (2011), quienes determinaron un
aumento significativo en geles de carne de cerdo crudos y
cocidos con niveles crecientes de fibra de salvado de arroz,
en emulsiones carnicas sustituidas con fibra de trigo (Choi,
et al, 2011) y en tortas de carne para hamburguesas con la
adicion de pelicula de avellana (Turhan, et al., 2005).

El croma (C*) representa la distancia vectorial desde el
centro del color espacial hasta el color medido (MacDougall,
2002). Seguin los valores obtenidos, se determinaron diferen-
cias significativas entre el control y los demds geles carnicos,
siendo el gel control el que presenta un croma mayor, mientras
que entre los geles sustituidos no se observaron diferencias
significativas entre si (Grafico 3.d).

Los resultados en cuanto a las diferencias de croma son
muy variables. Por un lado, Choi et al. (2011) afirman que las
diferencias C* de geles crudos y cocidos aumentaron con los
niveles crecientes de fibra de salvado de arroz, al igual que al
adicionar céscara de tomate seco a embutidos secos (Calvo,
et al., 2008) o al agregar un concentrado de fibra dietética a
partir de melocoton en salchichas (Grigelmo-Miguel, et al.,
1999). Por otro lado, Mansour y Khalil (1999) no hallaron
cambios de color en tortas para hamburguesas con fibra de
trigo bajas en grasa, y Dzudie et al. (2002) indicaron que las
diferencias de croma no fueron significativas en embutidos
de carne sustituidos con harina de frijol. Estos ultimos con-
cuerdan mas con lo que se determind para los geles carnicos
sustituidos con harina de platano con cascara.

Ademas de la luminosidad visual y el croma, el angulo
de matiz (h°) es el tercer parametro mas importante en la
explicacion del comportamiento delos colores en el tiempo y
se da como un dngulo entre 0y 360° (MacDougall, 2002). Se
determinaron diferencias significativas para los geles 3,5y 6
con respecto al gel control que tenia mayor h°® (Grafico 3.e).

En el caso del platano, el angulo de matiz para los geles
sustituidos se determiné entre 79,2° (gel 6) a 85,4° (gel 1). El
control present6é un angulo de 88,7°. Esta tendencia decre-
ciente del angulo de matiz se vio mds acentuada al utilizar la
harina fina, debido a que se dispersa mejor en el gel carnico
gracias a su menor tamano de particula, y al aumentar el
grado de sustitucion se logra disminuir la tonalidad del gel
modelo, tendiendo a tonos mas amarillos.

Conclusiones

Con respecto a la composiciéon quimica de las harinas
evaluadas, solo se observaron diferencias significativas en
la humedad y carbohidratos. No se observaron diferencias
significativas en los dos tipos de harinas estudiados en lo que
respecta a su capacidad de absorcién de agua (WHC), que en
promedio fue de 1,56 g de agua/g harina, la solubilidad (S),
cuyo promedio fue de 1,58 g harina/g agua, el hinchamiento

(SW), en promedio 3,84 mL/g, y capacidad de absorcién de
grasa (FAC), que fue de 0,792 g aceite/g harina.

La harina de platano verde con céscara representa una
fuente de almiddn en la formulacién de un producto cérnico
y es una opcion para sustituir grasa, principalmente por su
composicion quimica y caracteristicas tecnofuncionales.

Bajo las condiciones analizadas en esta investigacion, el
factor mas importante a considerar en el desarrollo de un
producto carnico es el porcentaje de sustitucion, el uso de igual
o menor a un 4% de harina fina, que representa un 20% de
disminucién de grasa y es el recomendado a fin de disminuir
el impacto sobre el color y la textura. Sin embargo, debera
evaluarse el contenido final de carbohidratos para cumplir con
lalegislacion respecto ala composicion proximal del producto.
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Resumen

Se estudi6 el efecto en la calidad del pan segtin el proceso de elaboracion y del nivel de sustitucién (20%, 36%)
de una harina precocida por extrusion preparada en base a combinacion de avena, soja y salvado de trigo en la
calidad del pan. Se caracterizé la harina compuesta segin sus propiedades funcionales (Indice de Absorcién de
Agua), granulometria y propiedades nutricionales (proteina, fibra total, fibra soluble, cenizas, materia grasa).
Se realiz6 seguimiento del volumen, indice de blancura, medidas reoldgicas (dureza, cohesividad, elasticidad y
masticabilidad) de los panes. Las condiciones del proceso de elaboracién fue lo que generé mayor impacto en
la calidad del pan. Los cambios operativos realizados provocaron un incremento del 37% en el volumen, 6% de
elasticidad y 15% de cohesividad, y una disminucién del 44% de dureza y 34% de masticabilidad. Esta tendencia
se mantuvo en los cuatro dias siguientes al dia de elaboracion. El nivel de sustitucion de harina compuesta no
provocé cambios significativos en la dureza, elasticidad y masticabilidad del pan, pero se observaron cambios en
la cohesividad y volumen. El pan con 36% de sustitucion resulté un 7% menos cohesivo y con un 27% menos de
volumen que el de 20% de sustitucion.

Palabras clave: Calidad pan multigrano, panificacion, harinas compuestas.
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Abstract

The effect in bread quality of a new bread making process and two replacement levels (20%, 36%) of refined wheat
flour by extrusion precooked prepared based on combination of oats, soybeans and wheat bran was studied.
Composite flour was characterized according to its functional properties (water absorption index), grain size
and nutritional properties (protein, total fiber, soluble fiber, ash, fat). The volume, whiteness index, rheological
measurements (hardness, cohesiveness, springiness and chewiness) of the bread were monitored. No significant
changes were recorded in hardness, elasticity and chewiness of bread according to the level of substitution of
composite flour; bread with 36% substitution was 7% less cohesive, with 27% less volume bread with 20% sub-
stitution. The process conditions caused greatest impact on the quality of bread. The new process resulted in a
37% increase in volume, 6% elasticity, 15% of cohesiveness and 44% decrease in hardness and 34% in chewiness,
compared to the traditional process. This trend continued the four days following the date of processing. The
substitution level of composite flour did not cause significant changes in hardness, elasticity and chewiness of
bread, but changes were observed in cohesiveness and volume. Bread with 36% substitution was 7% less cohesive,
with 27% less volume than the 20% substitution.

Keywords: Quality multigrain bread, bread process, composite flours.

Introduccion y ganancia de peso. El Instituto de Medicina de Washington
DC (OIM, 2011) también concluyd que el incremento del

Es conocido a nivel mundial el beneficio del consumo de  consumo de fibra dietética en niflos provoca la extension de

fibra en la dieta. En los ultimos anos, esta premisa fue di-
fundida con mayor intensidad y diversos estudios fueron
desarrollados para aumentar su integracion en la dieta. El
comité asesor de las Guias Alimentarias de Estados Unidos
(U.S. Department of Agriculture, 2010) ha concluido que
existe evidencia cientifica de que el consumo del grano entero
reduce el riesgo de enfermedades cardiovasculares, obesidad

vida del adulto mayor.

En Uruguay, segun los datos aportados por la tltima
Encuesta Nacional de Gastos e Ingresos del Instituto
Nacional de Estadistica (2005), la ingesta de fibra en los
hogares urbanos se encuentra entre 8 gramos por dia en
la poblacién con mayores ingresos y 3 gramos por dia en
la poblacién con menores ingresos. Este bajo consumo es
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una situacion que se extiende a nivel mundial. A pesar de
los esfuerzos del Departamento de Agricultura de Estados
Unidos (USDA) para estimular el consumo de 48 gramos por
dia de grano entero en los ciudadanos de Estados Unidos,
las Guias Alimentarias (U.S. Department of Agriculture,
2010) informaron que el consumo medio del adulto es
de 8 gramos por dia. Menos del 1% de los ciudadanos de
Estados Unidos consumen la cantidad recomendada, el
20% no consume grano entero (Marquart, et al., 2013). Los
britdnicos consumen 14 a 16 gramos por dia, mientras que
la poblacién adulta de Suecia consume 42 gramos por dia
de grano entero y los daneses consumen 36 gramos por dia
(Thane, et al., 2007; Kyro, et al., 2012).

Entre las barreras para aumentar el consumo del grano
entero se encuentran las preferencias sensoriales de los con-
sumidores, la falta de informacién en la identificaciéon de los
alimentos de grano entero, la accesibilidad, el precio de las
harinas de grano entero y el tiempo de preparacion de los
alimentos de grano entero (Kuznesof, et al., 2012; Ellis, et al.,
2005; Lafferty, et al., 2006; Burgess-Champoux, et al., 2006).

El desarrollo de tecnologias para el procesamiento del
grano entero que logre un alimento «palatable» y preserve
sus propiedades nutricionales es un aspecto fundamental
también para favorecer su consumo (Marquart, et al., 2013).
Su desarrollo comercial ha sido acotado por la vida util mas
corta comparada con las harinas refinadas. El grano entero
posee un contenido natural de grasas, aceites y de enzimas
lipoliticas que dificultan su incorporacién en los alimentos.
Crosa et al. (2013), Hansen y Rose (1996), Pomeranz et al.
(1992) y Tait et al. (1988) estudiaron la disminucion de la
calidad del pan debido al enranciamiento de las harinas.

La extrusion fue clasificada como una tecnologia de
coccion HTST (alta temperatura, corto tiempo) que pro-
voca cambios quimicos y fisicos deseables en el alimento:
destruye o inactiva componentes antinutricionales o t6xi-
cos (inhibidores de tripsina, hematoglutininas, etcétera),
enzimas indeseables como la lipoxigenasa, peroxidasa y
los microorganismos. A nivel nutricional, el proceso mi-
nimiza la degradacién de los nutrientes por calor y mejora
la digestibilidad por gelatinizacién del almidén y desna-
turalizacidn de la proteina, comparado con los procesos
térmicos tradicionales (Crosa, et al., 2013; Robin, et al. 2012;
Sosa-Moguel, et al., 2009; Athar, et al., 2006; Brennan, et al.,
2011; Killeit, 1994; Turgeon, et al., 2011; Rose, 2008; Sing, et
al., 2007; Vetrimani, 1990). El proceso de coccién durante
la extrusién provoca cambios en la estructura granular del
almidon que afectan las propiedades de hidratacién. Segun
el grado de coccidn, ocurre un incremento de la proporcién
de sélidos dispersables y de restos de granulos hinchados
que determinaran las caracteristicas reoldgicas de la disper-
sion de la harina precocida (Pérez, et al., 2008). La mayor
absorcién de agua de las harinas extrudidas en relacién a
las no extrudidas es un aspecto a considerar para su uso en
la elaboracién del pan.

El pan es un producto «pronto para el consumo» de
consumo masivo en la poblacidon uruguaya. De acuerdo
a la Encuesta Nacional de Gastos e Ingresos del Instituto
Nacional de Estadistica (2005), el consumo es de 150 gramos
promedio por dia de pan elaborado con harina de trigo
refinada, siendo despreciable el consumo de pan integral
o en base a otros cereales. La sustitucion parcial de harina
refinada por harina multigrano aporta al pan una mejora
nutricional por el aumento de aminoacidos esenciales, fi-

bra, minerales y vitaminas. La soja posee proteinas de alta
calidad (41%) particularmente rica en lisina, 27% de fibra
total correspondiente a la fraccién insoluble, la avena con
un 16% de proteinas, 21,3% de fibra total, del cual 3,3%
corresponde a fibra soluble. Esta fraccion soluble se destaca
por su contenido de betaglucanos con importantes benefi-
cios nutricionales: aumentar el contenido gastrointestinal,
interferir en la formacion de micelas y absorcion de lipidos,
aumentar la excrecion de esteroles y cidos biliares e inhibir
la sintesis de colesterol hepatico debido a la absorcién del
acido propidnico formado en la fermentacién (Matos-Cha-
morro, 2010). El salvado presenta un alto contenido de
fibra total (43,4%), correspondiente a la fraccion insoluble.

La inclusion de harinas multigrano en la masa del pan
puede provocar una pérdida de su calidad sensorial si no
se estudian adecuadamente las condiciones operativas del
proceso de panificaciéon. Durante el amasado e hidratacion de
las proteinas del trigo gluteninas y gliadinas se da lugar ala
formacion de una red tridimensional, lograda por la polime-
rizacion de los enlaces disulfuro entre restos del aminoacido
cisteina y otros enlaces que colaboran en la formacién de la
estructura. En esta etapa el agua se encuentra fuertemente re-
tenida por esta estructura y pasa a formar parte de la misma.
La formacion de esta red requiere que el trabajo mecanico de
amasado prosiga hasta lograr el méximo de enlaces posibles.
Esta condicion es sustancial para conseguir la mayor reten-
cién de los gases formados durante la fermentacién dentro
de la masa y la que permitira su esponjamiento.

Cuando en la composicién de la masa hay presencia de
elementos integrales como granos enteros o parcialmente
molidos desde el inicio del amasado, la formacién de la red
se dificulta, quedando interrumpida en partes, y la masa
se debilita provocando defectos en el producto final, como
la disminucién del volumen y el aumento de la dureza de
la miga del pan multigrano (Indrani, et al., 2010 y 2011;
Gébmez, et al., 2011; Feillet, et al.,1996).

En este trabajo se proponen cambios en la cantidad y el
momento de agregado del agua respecto a la receta habitual,
tomando en cuenta los cambios en las propiedades funcio-
nales de la harina compuesta precocida por extrusion. El
objetivo de este articulo es estudiar el efecto en la calidad
del pan elaborado segtin el nuevo proceso.

Materiales y Métodos

A continuacion se describen los anlisis fisicoquimicos utili-
zados para caracterizar la harina compuesta, las medidas de
calidad del pan resultante, la caracterizacion de los procesos
de elaboracién de harinas y de los panes. Se detallan también
los procedimientos experimentales utilizados.

Analisis fisicoquimicos de las harinas

Fueron realizados siete tipos de analisis fisicoquimicos en la
harina compuesta.

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

o Proteinas, expresada en gramos de proteina en 100 g de
harina segin AACC 46-30, método de combustion en
equipo Leco FP-528. Medida por duplicado.



REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

INNOTEC 2014, 9 (61-69) - ISSN 1688-3691 - 63

o Fibratotal e insoluble, expresada en gramos de fibraen
100 g de harina segin: Método AOAC 985.29 (AOAC,
2010). Medida por duplicado.

o Cenizas, segin ISO 2171 (International Organization
for Standardization, 2010). Medida por duplicado.

o Humedad (%H), expresada en gramos de agua en 100 g
de harina. En la harina de soja se sigui6 el protocolo
de analisis basado en AOCS Bc 2-49. En el resto de las
harinas la determinacién de humedad fue en base a la
técnica AACC 44-40. Medida por duplicado.

o Materia grasa (%MG), expresada en gramos de materia
grasa en 100 g de materia seca de la harina. En equipo
Soxtec de Tecator, solvente éter de petrdleo ppa., se
expresa en g/100 g de muestra de harina, luego de
determinar el tiempo 6ptimo de extracciéon de materia
grasa para cada harina. Basado en AOCS Bc 3-49. Me-
dida por duplicado.

o Medida del indice de absorcion de agua (IAA) segun
Anderson et al. (1969). Se pesa 2,5 g de muestra en
tubos de centrifuga de 50 mL y se le agregan 30 mL de
agua destilada, se termostatiza en bafio de agua a 30 °C
durante 30 minutos, agitandolos cada 5 minutos en
un vortex durante 15 segundos. Luego se centrifuga a
temperatura ambiente, a 5000 rpm por 30 minutos. Se
separa el sobrenadante y se pesa el gel. E1 TAA se registra
como el peso del gel (g) / peso de muestra (g). La medida
se realiza por triplicado.

Medidas de calidad del pan

Se analizaron cuatro variables para medir la calidad del
pan: color, volumen, textura de la miga por ensayo de TPA
y escaneado de la imagen del pan resultante. La medida se
realiza por triplicado.

o Medida del color. Se realiz6 en colorimetro HUNTER-
LAB PLUS XE. Las medidas de color fueron expresadas
por los valores especiales obtenidos por el sistema CIE-
L* a* b*; el parametro L* describe la luminosidad en una
escala de 0 (negro) a 100 (blanco puro), el parametro
a* es matiz del color (+ rojo - verde), y el pardmetro b*
es matiz del color (+ amarillo - azul). Se determin el
indice de blancura (WI), acorde a Hsu et al. (2003). La
medida se realiza por triplicado.

WI = 100-RAIZ((100-L)*(100-L) + a*a + b*b)

o Medida del volumen. Se realizé por método de des-
plazamiento de semillas de canola. Se llena totalmente
un recipiente plastico de 2,0 L, con semillas de canola,
se enrasa y se registra el peso de las semillas. Se coloca
el pan en el recipiente, se completa con semillas y se
vuelve a enrasar. Se mide el volumen de las semillas que
quedaron en la probeta y se registra ese volumen como
el volumen del pan. La medida se realiza por triplicado.

o Ensayo de TPA (Texture Analysis Profile). Ensayo con
texturometro TA.XT2 usando un cilindro de 36 mm
con bordes redondeados, en las siguientes condiciones
de medida: Test speed: 1 mm/sec, 40% deformacion
en 2,43 + 0,02 cm (dos rodajas) y 5 segundos de rela-
jacidn. Se realizaron seis repeticiones en cada ensayo.
Las muestras se cortaron en rebanadas de 2,5 cm de

Nivel de sustitucion N1:20% N2:36%

Ingredientes % | Gramos | % | Gramos

Harina de trigo panadera 30 1200 | 64 960

(000)

Harina compuesta 20 300 36 540
Aceite 3 45 3 45

Agua masa blanca 48 720 [38,4| 576
Agua prehidratacién 20 300 36 540
Sal 1,5 22,5 1,5 22,5

Levadura seca instantdnea 14 21 14 21

(Lesaffre Group)

Gluten vital 4 60 4 60
Sp+ (mejorador

de pan Nutrigold: 0,8 12 0,8 12
Super pan plus)

Tabla 1. Formulacién del pan en los dos niveles de
sustitucion de harina precocida por extrusion.

altura, la medida se realizé en el centro de la rebanada.
El valor de la fuerza méaxima del ensayo se interpretd
como la dureza de la miga de pan; la recuperacién de
la altura de las rodajas luego de ser comprimidas una
vez se asoci6 con la elasticidad; la relacion entre las dos
areas (a2/al) con la cohesividad, y la masticabilidad del
pan se interpreté como el resultado del producto de la
dureza, la cohesividad y la elasticidad (Bourne, 2002).
o Imagen escaneada. Se escanea una rodaja de 1,5 cm
de espesor de pan. La medida se realiza por triplicado.

Proceso de elaboracion de las harinas

Las harinas fueron elaboradas en la planta semi-industrial
del Centro Cereales y Oleaginosas del Instituto Nacional
de Tecnologia Industrial (9 de Julio, Buenos Aires, Argen-
tina). Los granos de avena, sorgo y soja fueron clasificados,
limpios y molidos en molino de martillo hasta un tamano
de particula inferior a 4 mm. El germen y salvado no se
molieron previo a la extrusion. Fueron procesados en
una extrusora de tornillo simple de tres secciones con las
siguientes especificaciones: longitud del barril 200 mm; did-
metro del barril 105 mm; velocidad de tornillo de 60 rpm. La
velocidad de alimentacién de la extrusora fue en promedio
550 kg/h y el tiempo de residencia promedio del producto
en la misma fue de tres segundos. En el procesamiento de
la soja y el germen, la torta obtenida luego de la extrusién
se desgrasd parcialmente mediante prensa-tornillo. En la
siguiente etapa se procedi6 al enfriado y secado de las hari-
nas mediante una corriente de aire que es forzada a pasar a
través de la columna de secado. Por tltimo, se llevo a cabo
la molienda final en molino de martillo hasta la granulome-
tria deseada para cada harina. Todos los productos finales
fueron envasados en bolsas de papel Kraft (doble lamina)
con ldmina interna de polietileno.
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Proceso de elaboracion de pan

Los ingredientes del pan fueron: 1500 g en total de harina
(mezcla de harina refinada-harina precocida por extrusion),
aceite (45 g), sal (1,5 g), levadura seca instanténea (1,4 g),
gluten vital (4 g), mejorador de pan (0,8 g).

Se elabord pan con dos niveles de sustitucion de harina
precocida por extrusion por harina refinada, N1: 20% y N2:
36%. El volumen de agua agregado en cada receta vari6 segin
larelacion harina refinada y compuesta. Se mantuvo la misma
relacién de peso de agua y peso de harina refinada (0.6:1) y
la misma relacion del agua con harina compuesta (1:1). Enla
Tabla 1 se describe la receta del pan segtn el nivel de sustitucion
de la harina refinada por la harina precocida por extrusién o
harina compuesta.

Ensayo de panificacion

Las diferencias entre los procesos de elaboraciéon de pan
consistieron en la forma en que se combina el agua con los
ingredientes y en el momento en que se agregd la harina
compuesta durante la panificacién. A continuacidén se
describen:

o Descripcion procedimiento P1: Se mezclaron los
ingredientes secos, incluyendo la harina compuesta,
menos la levadura. Se agrego6 el 80% del agua total y
se amasé en velocidad lenta (123 rev/min de batidor
y 12 rev/min del tacho), una vez hidratados los ingre-
dientes se agreg6 el aceite y el resto del agua amasando
en velocidad lenta hasta completar los 5 minutos. Se
continudé amasando en velocidad répida (185 rev/min
de batidor y 17 rev/min del tacho) y pasados 2 minu-
tos se agregd la levadura. Una vez que la masa quedd
elastica se interrumpio el amasado y se dejo descansar
por 30 minutos (F1) el amasijo. Pasado este tiempo, se
pesaron bollos de 198 g, se dejaron descansar por 15
minutos (FI), se armaron y se estibaron. Se realizé la
fermentacion final en camara (35 °C y 80% HR) durante
75 minutos. Luego se cocinaron en horno a 200 °C por
25 minutos, se desmoldaron una vez sacado del horno
y se dejaron enfriar por 2 horas.

o Descripcion procedimiento P2: La elaboracion de
pan mediante este procedimiento present6 dos etapas.
En una primera instancia se elaboré una masa blanca,
homogeénea y elastica y posteriormente se agregaron las
harinas compuestas, prehidratadas como se detalla a
continuacion. En ambos procesos se incorpora la misma
cantidad de agua en total que en el procedimiento P1.
Se prehidraté la harina compuesta en proporcion Harina:
Agua de 1:1 con el inicio del proceso de elaboracién.
Se mezclaron los ingredientes secos menos la levadura y
la harina compuesta, se agregaron el 80% del agua para
la masa blanca y se amasaron a velocidad lenta. Una
vez hidratados, se agreg6 el aceite, el resto del agua y
se continu6 amasando hasta completar los 5 minutos.
Luego se amaso a velocidad rapida y pasados 2 minutos
se incorporo la levadura. Una vez formado el gluten y
al haber obtenido una masa eldstica se interrumpio6 el
amasado y se dejo descansar el amasijo por 30 minutos.
Cumplido el descanso de la masa blanca, se unieron las
harinas prehidratadas amasando un minuto en veloci-
dad lenta y dos minutos en velocidad rapida. Pasado

este tiempo se dejé descansar el amasijo en bloque por
15 minutos, para luego pesar bollos de 198 g y se dejé
descansar por 15 minutos mas. Se armaron, se estibaron
y luego se realiz6 la fermentacién final en camara (35 °C
y 80%HR) durante 75 minutos. Por altimo se cocind en
horno a 200 °C durante 25 minutos, se desmoldé y se
dejé enfriar por dos horas.

Diseno estadistico

o Comparacion del procedimiento de elaboracion y ni-
vel de sustitucion. Se realiz6 un disefio completamente
aleatorizado (DCA). Los tratamientos consistieron en
un factorial de 2 niveles en proceso de elaboracion (P1
y P2) y 2 niveles en sustitucion de harina precocida
por extrusion (20% y 36%). Cada tratamiento se rea-
liz6 por duplicado y consistié en un amasijo (unidad
experimental) del cual se obtuvieron 8 panes de 198
g. Se realizaron andlisis de varianza para el modelo
completo y las diferencias de medias fueron testeadas
por el test «t» o diferencia minima significativa (LSD).
Las variables del ensayo fueron volumen, color, textura
(ensayo TPA).

o Seguimiento de textura durante el almacenamiento.
Se realizé el ensayo de textura TPA en unidades de
pan provenientes de cada tratamiento durante 4 dias
consecutivos. Para cada tratamiento se calcul6 la media
e intervalo de confianza en cada dia. Los datos fueron
analizados segiin un disefio completamente aleatoriza-
do de 4 tratamientos, tomandose los dias como repeti-
ciones, considerando las medidas repetidas en el tiempo
y ajustando una matriz de correlacién temporal AR(1)
(autoregresiva de orden 1) y CS (simétrica compuesta).

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica
de la harina compuesta

La harina compuesta fue formulada en base a avena, salvado
y soja, dando lugar a una composicién porcentual: 4,4% de
cenizas, 9% humedad, 1,1% fibra soluble, 29,5% fibra inso-
luble, 5% materia grasa, 24,5% proteina.

El tamafio de grano de la harina se compone de las si-
guientes partes: 17% fue retenido por malla 1 mm (tamiz 18),
35,8% fue retenido por malla 0,42 mm (tamiz 40), 14% fue
retenido por malla 0,25 mm (tamiz 60), 15,8% fue retenido
por malla 0,177 mm (tamiz 80) y el 17,5% quedd en la base.

La harina compuesta extrudida presentd un indice de ab-
sorcion de agua de 5,8 + 0,2 gagua/gharinay 4,07 +0,2genla
harina sin extrusion de la misma granulometria ala extrudida.

Comparacion de los procesos
en el pan recién elaborado

Se presentan en la Figura 1 las imdgenes obtenidas por esca-
neo y en la Tabla 2 los resultados de las medidas de textura,
volumen y color del pan segtin los 4 tratamientos con un dia
de almacenamiento.
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Textura Color
Volumen
Factor Dureza Elasticidad Cohesividad Masticabilidad L A B
. |P-valor .| P-valor . |P-valor X P-valor . |P-valor X P-valor .| P-valor . |P-valor
Medias Medias| Medias Medias Medias Medias Medias Medias
DMS DMS DMS DMS DMS DMS DMS DMS
P1|1117a 0,90 a 0,57 a 6629 a 418 a 58,57 a 522a 15,25 a
PN, 0,0133 0,0133 0,0025 0,0202 0,0080 0,0003 0,0582 0.1231
324 0,022 0,0339 1686 88 0,30 0,14 0,41
P2 | 622b 0,94 b 0,66 b 4362 b 573 b 59,85 b 5,09 a 14,96 a
20 | 760 a 0,92 a 0,64 a 5004 a 575a 62,23 a 4,62 a 15,02 a
L, 0,1349 0,3390 0,0213 0,1808 0,0074 <0,0001 <0,0001 0.3116
Ysustitucion
324 0,022 0,0339 1686 88 0,30 0,14 0,41
36 | 979a 0,92 a 0,59 b 5987 a 416 b 56,19 b 5,69b 15,19 a
Interaccién:
0,0309 0,0342
Proceso 0,9447 0,2444 0,9473 0,9329 0,0874 0,1546
o 0,4288 0,1978
Y%sustitucion

Tabla 2. Medidas de volumen y color segiin los 4 tratamientos en pan con un dia de elaboracién. Los pardmetros de
textura informados en la tabla corresponden a la interpretacion de la curva durante la compresion del pan hasta un 40%.
Dureza corresponde a la fuerza maxima, elasticidad a la recuperacion de la altura de las rodajas luego de ser comprimidas
una vez, cohesividad a la relacion entre las dos areas (a2/al) y masticabilidad se calculé como el producto de la dureza, la
cohesividad y la elasticidad. Se presentan las medias, Pvalor y DMS de cada variable analizada. Letras iguales entre valores
indican que no existen diferencias significativas entre efectos con un 95% de confianza.

Interaccion proceso* nivel de sustitucion
Variable estudio: L Variable estudio: a Variable estudio: WI
Proceso |%sustitucion| Medias Proceso |%sustituciéon| Medias Proceso |%sustitucion| Medias
P1 36 55,73 a P2 20 4,47 a P1 36 52,85a
P2 36 56,65 b P1 20 4,77 b P2 36 53,72 b
P1 20 61,41 c P1 36 5,67 ¢ P1 20 58,21 ¢
P2 20 63,05 d P2 36 5,70 ¢ P2 20 59,96 d

Tabla 3. Estudio del efecto de la interaccion entre «proceso» con «nivel de sustitucion» con 95% de confianza.

20%

36%

Figura 1. Imagen escaneada de una rodaja de pan en

los 4 tratamientos. En las columnas se ubican los panes
elaborados seguin el proceso P1y P2. En las filas se ubican
los panes elaborados con 20% y 36% de sustitucion.

Seguimiento de textura
durante almacenamiento

A continuacién se presenta en forma gréfica la variacién
durante 4 dias consecutivos de las medidas de compresion
del pan. Cada medida se interpreta con un pardmetro de
textura: fuerza maxima (dureza), recuperacion de la altura
luego de la primera compresion (elasticidad), relacion entre
dos dreas (cohesividad) y masticabilidad como el producto
de las tres mediciones. Se informan las medias y los interva-
los de confianza (95%) de estos parametros por dia en cada
tratamiento (Graficos 1, 2, 3 y 4).

En la Tabla 5 se presenta el ANOVA tomando el dia de
medida y considerando las repeticiones independientes para
cada tratamiento.
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Grafico 1. Medida de la fuerza méxima en el ensayo de
compresion (TPA), interpretada como la dureza de la miga
de pan, segun el nivel sustitucién de harina compuesta
(20%, 36%) y el proceso de elaboracién (P1y P2). Se
presentan la media y el intervalo de confianza (95%)
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Grafico 2. Medida del grado de recuperacion de su altura
luego de la primera compresion, asociada con la elasticidad de
la miga del pan elaborado seguin el nivel sustitucion de harina
compuesta (20%, 36%) y el proceso de elaboracién (P1y P2).
Se presenta la media y el intervalo de confianza (95%)
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Grifico 3. Relacion de las dreas del ensayo de TPA,
interpretado como un parametro de cohesividad de la miga
de pan elaborado con dos niveles de sustitucion de harina
compuesta (20%, 36%) y dos procedimientos (P1y P2). Se
presenta la media y el intervalo de confianza (95%)

Masticabilidad
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Grifico 4. Célculo de masticabilidad de la miga de pan, con
dos niveles de sustitucion de harina compuesta (20%, 36%)
y dos procedimientos (P1y P2). Se presenta la media y el
intervalo de confianza (95%)

Textura
Factor Dureza Elasticidad Cohesividad Masticabilidad
medias | P-valor Error std | medias | P-valor Error std | medias | P-valor Error std | medias | P-valor Error std

P1 | 1367 a 0,8653 a 0,4599 a 6128 a

Proceso <0,0001 0,0738 0,1734 <0,0001
P2 | 775b 0,8950 a 0,5224 a 4066 b

. 20 | 1022 a 0,8718 a 0,4891 a 4690 b

N“’:i de. 0,1851 0,927 0,9277 0,0139

sustitucion 1 36 1 1120 a 0,885 a 0,4931 a 5504 a

Proceso® 0,0031 0,3201 0,6718 0,0080

Nivel sustitucion > > > >

Tabla 4. Resumen de analisis de varianza, promedios de los efectos principales y la interaccién en el seguimiento de la
textura del pan. Letras iguales entre valores en columna indican diferencias no significativas entre los procesos o los
porcentajes de incorporacion para un nivel de significancia del 5%.
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Efecto interaccion proceso — Nivel de sustitucion
Variable estudio: Dureza Variable estudio: Masticabilidad
Proceso Nivel de Sustitucion Medias Proceso Nivel de Sustitucion Medias
P1 20 1446 a P1 20 6170 a
P1 36 1288 a P1 36 6086 a b
P2 36 952 b P2 36 4921b
P2 20 598 c P2 20 3211 ¢

Tabla 5. Estudio del efecto de la interaccidn entre «proceso» con «% sustitucion» significativas (5%).

Discusion

Enla Figura 1 se presentan las imagenes obtenidas por scaneo
del pan y se observa a simple vista el mayor desarrollo de los
panes mediante el procedimiento P2 en relacién al P1.

Segun se aprecia en la Tabla 2, en las variables de textura
y volumen el efecto de la interaccion entre «proceso» y «nivel
de sustitucion» result6 no significativa, por lo cual en este caso
se suma el impacto de los efectos (modelo aditivo). El estudio
del efecto «proceso» presenté diferencias significativas en las
variables que describen la textura del pan y en el volumen.
El proceso P1 da panes significativamente mas duros, menos
elasticos, menos cohesivos, de mayor masticabilidad y menor
volumen. Segun el efecto «nivel de sustitucion», en las varia-
bles dureza, elasticidad y masticabilidad no se observaron
diferencias significativas. La cohesividad y el volumen del pan
resultaron significativamente menores en el pan con 36% de
sustitucion para cualquier proceso de elaboracion.

En cuanto al color, se observo efecto significativo de la
interaccion en las variables: luminosidad de los panes (L), (a)
eindicede (WI). En Ly WI todos los tratamientos resulta-
ron estadisticamente significativos y con el mismo orden de
medias, de mayor a menor: P1-36, P2-36, P1-20, P2-20. El
orden de las medias responde al nivel de sustitucion, siendo
36% el de menor luminosidad y W1, y los procesos siguen el
orden P1 con menor luminosidad que P2. Respecto al 20%
de sustitucion de harina compuesta, la variable a presentd
diferencias significativas en los panes con 36%, con un matiz
de color mas cercano al rojo. En el porcentaje de sustitucion
del 20% se observé un efecto del proceso, por lo que el proceso
P1 resulté con matices mds rojos que P2 (Tabla 3).

En el seguimiento de la textura del pan durante el alma-
cenamiento los Graficos 1, 2, 3 y 4 expresan las tendencias
de los resultados obtenidos. En el Gréfico 1 se observa que el
pan elaborado segtin el proceso P1 presentd un aumento mas
marcado de la dureza durante los cuatro dias de seguimiento
en relacion al P2. En cuanto a los parametros de elasticidad y
cohesividad, se observé para ambos tipos de pan una disminu-
cion delos valores con el tiempo. Ocurrié unaleve disminucion
dela masticabilidad en todos los tratamientos, con diferencias
significativas entre el proceso y porcentaje de sustitucion.

Sibien en los graficos se observan tendencias de respuesta
de los tratamientos en el tiempo, los datos no se ajustaron a
un modelo de regresion lineal y se investigé otra forma de
andlisis de datos. Para ello se midid la posible autocorrelacion
de los datos experimentales a través del tiempo de estudio,
ajustandose un modelo de medidas repetidas en el tiempo bajo
tres condiciones de autocorrelacion: autorregresiva de primer

orden (AR1), Simétrica Compuesta (CS) y de Independencia.
Estas tres condiciones fueron comparadas mediante los indices
de Akaike Corregido (AICC) y el Indice Bayesiano corregido
(BIC). Los resultados indicaron un mejor comportamiento
del modelo de independencia entre observaciones, siendo
los valores de AICC y BIC menores (160,4 y 160,5, respecti-
vamente) frente a las condiciones de AR1y CS (163,4y 163,6,
respectivamente, e iguales para los dos modelos).

Considerando los dias de medida como repeticiones
independientes, el pan elaborado segtin el procedimiento P1
fue significativamente mas duro y de mayor masticabilidad.
Enlas medidas de elasticidad y cohesividad no se observaron
diferencias significativas segun el proceso. De acuerdo al
porcentaje de sustitucion, se observaron diferencias signifi-
cativas entre los niveles en masticabilidad y en el resto de las
variables no se observaron diferencias significativas (Tabla 5).

Enla Tabla 5 se presenta el estudio de la interaccion entre
los factores. Los valores de dureza de la miga de pan cuando
se aplica el proceso P1 no se diferenciaron entre si segtin el
nivel de sustitucién y fueron significativamente mayores a los
panes elaborados segiin el proceso P2. Sin embargo, la dureza
del pan elaborado segun el proceso P2 se diferencio segun el
nivel de sustitucion, aumentando con este.

Conclusiones

El proceso recomendado (P2) parala elaboracion de pan con
harinas compuestas mejora significativamente la calidad del
pan y estas mejoras se mantienen en el tiempo. El proceso
genera panes significativamente menos duros, mas eldsticos,
mas cohesivos, de menor masticabilidad y mayor volumen.
El proceso P2 también afecta el indice de blancura del pan,
siendo los panes elaborados segun el proceso habitual (P1)
mds oscuros que los elaborados segun el proceso P2.

El nivel de sustitucion de harina precocida por extrusién
afecta significativamente el volumen y el color del pan. Se
observé una notoria disminucion del volumen de pan con el
36% de sustitucion, resultados concordantes con la bibliogra-
fia de referencia (Indrani, et al., 2010 y 2011; Gomez, et al,,
2011). El pan con mayor nivel de sustitucion (36%) es mas
oscuro y menos luminoso.
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Resumen

Existe una tendencia del mercado al consumo de alimentos mas saludables que ha motivado a la industria alimen-
taria a innovar en tecnologias. La fritura en vacio es una tecnologia alternativa a la fritura tradicional que preserva
las propiedades sensoriales del snack frito y mejora la calidad nutricional.

El objetivo del trabajo fue estudiar los beneficios nutricionales y para la salud y las caracteristicas organolépticas
de chips de papa elaborados por fritura en vacio en relacién a los elaborados por fritura tradicional y diferenciarlos
de los actualmente presentes en el mercado uruguayo.

Los chips elaborados por fritura en vacio presentaron en promedio un 50% menos de materia grasa y un 90%
menos de acrilamida que los chips elaborados por fritura tradicional. Sensorialmente fueron muy bien evaluados
en todos los atributos menos en la percepcion de intensidad de sabor salado.

Palabras clave: Acrilamida, lipidos, aceptabilidad sensorial.
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Abstract

The new tendency of the consumers to eat healthier foods which has impacted the market has motivated the
food industry to innovate in technologies. Vacuum frying is an alternative to traditional frying that preserves the
sensory properties of fried snacks and improves its nutritional quality.

The objective of this work is to study the nutritional and health benefits as well as the organoleptic characteristics
of potato chips prepared by vacuum frying in relation to those made by traditional frying, and differentiate them
from those that are currently present in the Uruguayan market.

The chips produced by vacuum frying showed an average of 50% less fat content and 90% less acrylamide than
chips made by traditional frying. In sensory evaluation of chips, consumers gave both chips with good acceptance
in all attributes but the perception of salt taste intensity.

Keywords: Acrylamide, color, sensory acceptability.

Introduccion

La alimentacién es un factor importante para promover y
mantener la buena salud a lo largo de toda la vida. Esta bien
establecida su funcién como factor contribuyente de determi-
nadas enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) y eso
la convierte en componente fundamental de las actividades de
prevencion (OMS, 2002b). En la Region de las Américas las
ECNT son las principales causas de muerte y discapacidad.
Uruguay no es ajeno a esta realidad, ya que las ECNT cons-
tituyen las principales causas de morbimortalidad, el origen
de la mayor parte de las discapacidades que presentan los
individuos y son responsables de més del 60% de las defun-
ciones. Estas enfermedades generan, ademas, una enorme
carga para los sistemas de salud, los servicios sociales y los
individuos, determinando en nuestro pais el 60% del total de

los costos de atencion médica (Ministerio de Salud Publica,
2014; Nutricién 21, 2004; OMS, 2003).

Investigaciones realizadas en Uruguay (Marians, et al.,
2011) revelan la informacion nutricional de chips de papa
declarada en el etiquetado de 49 productos. En el estudio se
incluyeron productos de imitacién preparados a partir de
papa deshidratada como fécula o almidones nativos o modi-
ficados, gluten de trigo y aceites comestibles, disponibles en
las cadenas de supermercados de Montevideo. Los resultados
muestran que la cantidad de lipidos declarados es en promedio
de 31,9%, con un rango entre 25,6% a 37,2%.

En este articulo se presenta una tecnologia de fritura
alternativa a la fritura tradicional que mejora las propiedades
nutricionales de los chips, manteniendo su sabor y textura.

Existen estudios cientificos acerca de los beneficios nutricio-
nales y sensoriales del proceso de la fritura en vacio en compa-



REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

INNOTEC 2014, 9 (70 - 74) - ISSN 1688-3691 - 71

racion con la fritura tradicional. Sus beneficios estan asociados
con la menor temperatura de fritura y la menor exposicién con
el oxigeno. En este proceso el alimento se sumerge en aceite en
condiciones de presion sub-atmosférica en un sistema cerrado.
La presion de trabajo disminuye la temperatura de ebullicion
del agua contenida en el alimento, permitiendo la disminucién
de la temperatura del aceite durante la fritura sin afectar nega-
tivamente la textura caracteristica del alimento frito (Dueik, et
al., 2009; Da Silva, et al., 2008).

Estudios del deterioro del aceite de fritura realizados en el
Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (Crosa, et al., 2014) con-
firmaron la importancia de la fritura en vacio en la disminucién
de las reacciones de degradacion del aceite. Se estudiaron los
cambios de acidez, indice de p-Anisidina, compuestos polares
y estabilidad oxidativa del aceite durante la fritura en vacio
y fritura tradicional de chips de papa. La calidad del aceite
refinado de girasol con 85% de alto oleico luego de 40 horas
de fritura en vacio fue: acidez g oleico/g aceite (0,099), indice
de p-Anisidina (33), % compuestos polares (6,4), estabilidad
oxidativa (2,67). Mientras que la calidad del aceite luego de 40
horas de fritura tradicional present¢ alteraciones severas que
se detallan a continuacion: acidez en g oleico/g aceite (0,327),
indice de p-Anisidina (82), % compuestos polares (21,9) y
estabilidad oxidativa (0,65). La ingesta de aceite con este grado
de deterioro afecta negativamente la salud debido a que los
compuestos polares son sustancias muy reactivas al oxigeno
a nivel plasmédtico. Estos compuestos han sido relacionados
en animales de experimentacién con retraso del crecimiento,
hipertrofia e hiperplasia hepética, higado graso, tllceras gastricas
y lesiones en corazon y rifidn (Suaterna, 2009).

Un estudio realizado en la Facultad de Quimica de la Uni-
versidad de la Republica (Grompone, 2009) advierte que un
alto niimero de chips comercializados aun con vida util vigente
tienen severas alteraciones con alto contenido en compuestos
polares. Lalegislacion uruguaya admite en el aceite de fritura un
maximo del 25% m/m de compuestos polares (Uruguay, 2012).

A su vez, Granada, Moreira y Tichy (2004) compararon la
formacién de acrilamida en chips de papa procesados por fritura
en vacio y tradicional. Resultados de sus estudios indicaron una
disminucién del 94% de acrilamida en los chips procesados por
fritura en vacio. OMS y FAO (2002a) reconocieron la impor-
tancia de la presencia de la acrilamida en los alimentos para
los humanos, por su incidencia en el bajo peso en los recién
nacidos e induccion de cancer y mutaciones hereditarias en
animales de experimentacion. Adicionalmente, la exposicién
a bajos niveles causa dafio en el sistema nervioso (Valenzuela,
2007). La OMS no indica un valor umbral para el riesgo de
acrilamida, por lo que no es posible identificar un nivel se-
guro de exposicion. Recomienda minimizar cualquier riesgo
existente, incluyendo, entre otros, optimizar la formulacion, el
procesamiento y las condiciones de coccién para minimizar y
posiblemente eliminar los niveles de acrilamida en los alimentos
preparados en la industria y en el hogar.

El Codex Alimentarius (2009) elaboré un informe técnico
de précticas para reducir el contenido de acrilamida en los
alimentos. La OMS indica que la ingesta de acrilamida es muy
variable y la estima entre 0,3 a 0,8 ug por kilo de peso corporal
por dia (ug/Kg/dia). Se anticipa que la ingesta en nifios puede
ser mayor a dos o tres veces la de un adulto cuando se expresa
sobre la base del peso corporal (OMS y FAO, 2002a).

En cuanto al ingreso de aceite en los chips procesados por
fritura en vacio existen reportes cientificos contradictorios.
Resultados de las investigaciones de Troncoso et al. (2009)

indicaron un aumento del contenido de aceite en los chips de
papa procesados por fritura en vacio. Segtin sus investigaciones,
ocurre un importante ingreso de aceite en el momento que fi-
nalizala fritura y se recompone la presion atmosférica. El aceite
adherido a la superficie del chip ingresa a presion al alimento
hasta recuperar la igualdad de presiones. Sin embargo, otros
grupos de autores obtuvieron resultados diferentes. Dueik et
al. (2009) informaron una reduccion del 50% en el contenido
de aceite en chips de zanahoria debido a la fritura en vacio res-
pecto a la fritura tradicional. Mariscal et al. (2008) reportaron
que el contenido de aceite en los chips de boniato y de mango
procesados por fritura en vacio fue significativamente menor al
delos chips procesados por fritura tradicional. No obstante, en
los chips de mango no se observaron diferencias significativas
en el contenido de aceite segun el proceso de fritura. Este grupo
de cientificos concluyé que las variables que rigen el proceso
de impregnacion del aceite en el alimento son: el escurrido del
aceite de la superficie del chip y la succion que ocurre en el poro
del chip debido ala disminucion del volumen del vapor de agua
cuando el chip se enfria. Los autores concluyeron que es nece-
sario escurrir el aceite de la superficie antes de recomponer la
presion del sistema para controlar y disminuir la impregnacion
del aceite en el alimento.

Por otra parte, un cambio en el contenido de aceite del chip
puede afectar el grado de aceptacion de los consumidores. La
calidad sensorial de un chip de vegetal esta relacionada con su
textura crujiente, color dorado uniforme y brillante, el sabor y
aroma caracteristicos por la incidencia del propio aceite y por
nuevas sustancias producidas durante el proceso (Morales,
2008). Los estudios a consumidores permiten conocer si los
cambios en formulacién y/o proceso afectan la aceptabilidad
sensorial delos nuevos productos desarrollados (Morten, 2006).

El color del chip influye en la aceptabilidad sensorial del
alimento, pero también es un parametro de control del proceso
de fritura. Los cambios de los pardmetros L, a, b del sistema
CIE-L* a* b*, se asocian con reacciones de pardeamiento, de-
gradacion o pérdida de pigmentos respecto al vegetal fresco.
Shyu y Hwang (2001) estudiaron la preservacion del color y
sabor en los alimentos elaborados por fritura en vacio. Dueik
et al. (2009) correlacionaron la disminucion del valor de los
parametros a* y b* del chip de zanahoria con la degradacién
de los carotenoides segtin la condicién de fritura. Resultados
de sus ensayos en fritura en vacio asociaron la preservacion del
90% del trans a-caroteno y del 86% trans p-caroteno con la pre-
servacion de los parametros a* y b* en fritura en vacio. Segnini
etal. (1999), Scanlon et al. (1994) y Sahin (2000) investigaron
acerca de la importancia del seguimiento del pardmetro L* en
los vegetales fritos. Una disminucién de L* indica un oscure-
cimiento del vegetal durante la fritura, lo que se asocia con las
reacciones de pardeamiento no enzimatico.

En la papalas reacciones de pardeamiento durante la fritura
dependen de la variedad, las condiciones de crecimiento del
cultivo y almacenamiento del producto, de la temperatura y
del tiempo de fritura. Se originan con la combinacién de los
aminodacidos con los azticares reductores acumulados durante
el almacenamiento (Masson, et al., 2007; Méarquez, 1986). El
aminoacido dominante de la papa es la asparragina —40% del
total de aminodcidos— (Martin, et al., 2004). Las reacciones
de Maillard en presencia de este aminoacido producen la acri-
lamida (Rosen, et al., 2002; Tareke, et al., 2002). Numerosos
investigadores han reportado la alta correlacién del color de los
chips con la concentracion de acrilamida (Mottram, et al., 2002;
Pedreschi, et al., 2007; Rosen, et al., 2002; Stadler, et al., 2002).
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El objetivo de este trabajo es informar acerca de los bene-
ficios nutricionales y para la salud, asi como las caracteristicas
organolépticas de los chips de papa elaborados con fritura
en vacio, y diferenciarlos de los actualmente presentes en el
mercado uruguayo.

Materiales y Métodos

Comparacion entre procesos
de fritura en vacio y fritura
tradicional de chips de papa

Se realizaron ensayos de fritura en vacio y fritura tradicional
en papa. Se determind la materia grasa, humedad, cambio
de color, acrilamida y evaluacién sensorial. Se tomaron
muestras de chips de papa del mercado para incluirlos en
los estudios de evaluacion sensorial y para evaluar el nivel
de acrilamida.

Materiales

Papa variedad Atlantic. Aceite refinado de girasol con 86,6%
de acido oleico.

Proceso de elaboracion
Preparacion de muestra

Los vegetales se lavaron y cortaron en fetas de 2 mm de es-
pesor. Se enjuagaron con abundante agua. Se centrifugaron
hasta peso constante de manera de asegurar la remocién de
la pelicula de agua adherida a la superficie del vegetal.

Proceso de fritura

Lotes de 300 g de muestra se sumergieron durante 5 minu-
tos en aceite de fritura a 130 °C y presion del sistema de 40
mmHg, con posterior centrifugacion a 30 Hz. durante 30
segundos y recomposicién de la presion atmosférica.

En fritura tradicional, se sumergieron lotes de 300 g de
muestra en aceite a 180 °C durante 2 minutos, luego se es-
currieron en canasto agitado fuertemente en forma manual
durante 30 segundos.

Larelacion papa/aceite fue de al menos de 30 gramos/litro
aceite en ambos casos. Se adiciond sal al 1,0% (peso/peso).

Los chips fueron envasados hasta su posterior analisis en
film laminado de polipropileno biorientado natural y poli-
propileno biorientado metalizado en 17 micrones cada capa.

Medidas de calidad en chips

Humedad (%H, g /100 g): por AACC 44-40.

Materia grasa (% MG, g materia grasa/100 g): por AACC
02-014.

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

Cambio de color (Hunter lab PLUS XE, CIELAB system
(L,a,b)): medida del cambio de color segiin Pedreschi et al.
(2007): AE = ((L,-L)>+ (a,-a)2+ (b,-b)2)2,donde L, a, y b, son
los valores parala papa fresca y L, ayblos valores de chips fritos.
Acrilamida: determinacion basada en Mastovska y Lehotay
(2006), con modificaciones.

Evaluacion sensorial: 100 consumidores de entre 19 y 58
afnos evaluaron los atributos color, sabor y agrado general de
las muestras, utilizando una escala hedénica estructurada de
nueve puntos (1- me disgusta mucho, 5- me es indiferente,
9- me gusta mucho). Evaluacion sensorial: intensidad de sabor
salado, crocantez e intencion de compra en una escala «lo
justo» estructurada de siete puntos (1- Poco salado/crocante,
4- Lo justo, 7- Muy salado/muy crocante).

Disefo experimental

Para el estudio del efecto del proceso en la calidad de los
chips de papa, se realizé un DCA con dos tratamientos:
fritura en vacio y fritura tradicional. Para cada tratamiento
se realizaron 5 dias de experimentacién y en cada dia de
ensayo se procesaron 8 batchs de 300 g de vegetal fresco. La
unidad experimental correspondi6 a la muestra compuesta
por los 8 batchs de un dia de fritura. La comparacién de los
tratamientos se realizé por LSD (5%). Se utilizo el software
libre InfoStat/L 2009.

Para el estudio de acrilamida en los chips del mercado se
tomaron cuatro muestras de diferentes numeros de lote de tres
marcas seleccionadas aleatoriamente. Los valores aportados
en este articulo son de cardcter exploratorio.

Para el estudio de evaluacién sensorial de los chips de
papa se incluy6 una sola muestra comercial.

Resultados

Se presentan los atributos fisicoquimicos de chips de papa
elaborados por fritura en vacio y fritura tradicional en la
Tabla 1. En la Tabla 2 se presentan la media y limites su-
perior e inferior del contenido de acrilamida de chips del
mercado uruguayo.

Atributos Proceso fritura

fisicoquimicos Vacio Tradicional | Pvalor DMS
Matermgrmss | g5 | gy | 0901
f;‘:rb(izg)e 12,12 255b o
‘Eﬁ;ﬁgida 422 332b <0’2201

Tabla 1. Composicion fisicoquimica de chips de papa
seguin el proceso de fritura. Se presentan las medias,
P-valor y Diferencia Minima Significativa (DMS) de cada
variable analizada. Letras iguales entre valores en la misma
fila indican que no existen diferencias significativas entre
efectos para un nivel de significancia del 5%.
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ACRILAMIDA (ug/kg)
Chips del Media Limite Limite
mercado inferior (95%) | superior (95%)
1020 593 1447

Tabla 2. Contenido de acrilamida de chips de papa
muestreados del mercado. Se presenta la media, limites
superior e inferior para un nivel de confianza del 95%.

En la Tabla 3 se expresan las medias del puntaje asignado
por los consumidores en la evaluacion sensorial de los chips
de papa elaborados por fritura en vacio y chips del mercado.

Atributos C.hlps de papa Chips de papa
Fritura en vacio Mercado
Intencion de 50 6.0
compra
Sabor 6,8 7,5
Agrado general 6,6 7,4
Crocantez 4.4 5,5
Intensidad de

sabor salado B 57

Tabla 3. Promedios de la evaluacién sensorial de chips
elaborados por fritura en vacio y chips del mercado. Los
atributos de sabor y agrado general se evaluaron segiin
escala hedonica de 9 puntos. Los atributos de intencién
de compra, intensidad del sabor salado y crocantez segiin
escala hedénica de 7 puntos.

Discusion

Se observa que los chips de papa elaborados por fritura en
vacio presentaron una reduccion del 61% de materia grasa
respecto de los chips elaborados con fritura tradicional
(Tabla 1). Esta reduccion de la materia grasa en la fritura
en vacio se atribuyo al escurrido por centrifugacion previo
a la recomposicion de la presion atmosférica (Dueik, et al.,
2009; Mariscal, et al., 2008).

Al ser el contenido de materia grasa un parametro de
importancia para la salud, se compararon los resultados
obtenidos con los provenientes del estudio de rotulacion
nutricional de chips comercializados en Montevideo (Ma-
rians, et al., 2011), verificindose una reduccion del valor
energético de entre 36% y el 55%, segun el rango de materia
grasa de los chips comercializados (26% min. y 37% max.).
A suvez, los chips obtenidos mediante fritura en vacio pre-
sentaron en promedio una reduccion del 50% de lipidos en
relacion al valor promedio de los chips de papa comerciales,
por lo tanto pueden considerarse un alimento reducido en
grasa segun el Reglamento Técnico de Mercosur (RTM).

En cuanto al contenido de acrilamida se constaté una
reduccién del 87% en comparacion con los chips elaborados
por fritura tradicional (Tabla 1). Si estos datos se confrontan
con las determinaciones de acrilamida realizadas en chips del
mercado, los niveles de acrilamida son altamente superiores
incluso a las determinaciones realizadas en los productos

elaborados con fritura tradicional. El valor de 332 (ug/Kg)
en los chips ensayados con fritura tradicional asciende a una
media de 1000 (ug/Kg) en los chips comercializados en plaza
(Tabla 2). En contraste, en la fritura en vacio se alcanz6 un
valor de 42 (pg/kg), como se muestra en la Tabla 1.

El color de los chips cambia significativamente segun el
proceso aplicado. La fritura en vacio preserva mejor el color
del vegetal fresco, favoreciendo el aspecto del chip desde lo
sensorial y nutricional. Este impacto del proceso en el color
del vegetal es coincidente con los valores de concentracién de
acrilamida en el chip segun el proceso de fritura. Resultados
que se suman a las investigaciones realizadas por otros grupos
de cientificos entre los cuales se destacan Mottram et al. (2002),
Pedreschietal. (2007), Rosen et al. (2002) y Stadler et al. (2002).

Los chips de papa procesados segun fritura en vacio
fueron evaluados en los atributos de sabor y agrado general
por encima del nivel de aceptabilidad, a pesar de su menor
contenido de materia grasa. Los atributos crocantez e inten-
cioén de compra también fueron evaluados por encima de «lo
justo», pero en la valoracién de intensidad de sabor salado
los consumidores evaluaron por debajo de «lo justo», encon-
trando los chips de papa procesados por fritura en vacio poco
salados. Los consumidores acostumbran consumir chips de
papa con un porcentaje de aceite y sal mayor al de los chips
elaborados por fritura en vacio. El menor contenido de mate-
ria grasa de los chips de papa procesados por fritura en vacio
también disminuye la cantidad de sal adherida a la superficie
del vegetal, siendo esta la causa de la leve disminucién de la
aceptabilidad sensorial en relacién alos del mercado (Tabla 3).

Conclusiones

En relaci6n a la fritura tradicional, la fritura en vacio se des-
taca entre los procesos tecnoldgicos que logran la mejora de
la calidad nutricional de los alimentos fritos y la disminucién
de la cantidad de lipidos, asi como también la disminucién
de la produccion de compuestos perjudiciales para la salud.
Desde el punto de vista nutricional y de beneficios para la
salud, los chips elaborados por fritura en vacio presentaron
un 50 % menos de materia grasa y 90% menos de acrilamida
que los chips elaborados por fritura tradicional.

Los chips de papa fueron sensorialmente muy bien
evaluados en todos los atributos menos en la percepcion de
intensidad de sabor salado.
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Resumen

Las Escherichia coli productoras de Toxinas Shiga (STEC) O157:H7y no-O157 son patdgenos alimentarios emer-
gentes, responsables de numerosos brotes a nivel mundial. Muchos alimentos han sido vinculados a estos brotes,
principalmente las hamburguesas de carne bovina insuficientemente cocidas. Dada la creciente produccién y
consumo de hamburguesas en nuestro pais, es importante disponer de técnicas rapidas para el screening e iden-
tificacién de estas cepas en alimentos.

En este trabajo se evalud la sensibilidad y especificidad para detectar las siete cepas STEC: 026, 045, 0103,
0111, 0121, 0145 y O157 en hamburguesas congeladas crudas, utilizando los kit «STEC Screening stx/eae» para
la bsqueda de los genes stx/eae y los kits «<STEC Panel 1 E. coli 026, O111, O121», «STEC Panel 2 E. coli O45,
0103, 0145» y «E. coli 0157:H7 MP» (DuPont) para los diferentes serogrupos. Se validd la utilizaciéon de muestras
compuestas (wet pools), evaluando la recuperacién de los positivos en medios selectivos luego de la inmunocon-
centracion especifica de cada cepa y la deteccion de los genes de virulencia stx y eae en cultivos aislados mediante
PCR multiplex a tiempo final. Se validé una técnica que permite la detecciéon de las cepas STEC mencionadas
utilizando wet pools, con limites de detecciéon de 1-5 UFC en 65 gramos de hamburguesas congeladas crudas.
Palabras clave: Patégenos alimentarios emergentes, Escherichia coli shiga-toxigénicas, factores de virulencia,
muestras compuestas, carne bovina.

Abstract

Shiga toxins-producing Escherichia coli (STEC) O157:H7 and no-O157:H7 have been identified as emerging
foodborne pathogens responsible for an increasing number of outbreaks worldwide. Many foods have been asso-
ciated to these outbreaks, mainly undercooked beef burgers. Due to the increasing production and consumption
of burgers in our country, it is important to have a rapid technique to identify and isolate the most important
STEC strains in foods matrixes.

The objective of these investigation was to assess the sensitivity, specificity and limit detection for the screening
of the most prevalent STEC in frozen raw beef burgers, using the «STEC Screening stx/eae» kit to detect the stx/
eae genes and the «Panel 1 STEC E. coli 026, 0111, O121» and «Panel 2 STEC E. coli 045, 0103, O145» and «E.
coli O157: H7 MP» (DuPont) kits for the detection of the different serogroups. The use of composed samples (wet
pools), the recovery of each strain from the positives samples on selective media after specified inmunoconcentra-
tion and the detection of stx/eae virulence genes in isolates by PCR were also evaluated. A technique that allows
the detection of the mentioned STEC strains with limits of detection between 1-5 CFU in 65 grams of raw frozen
hamburgers using wet pools, was validated.

Keywords: Emerging food pathogens, Escherichia coli Shiga toxigenic, virulence factors, composed samples, raw beef.
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Introduccion

Las Escherichia coli productoras de Toxinas Shiga (STEC) han
sido identificadas como importantes patogenos trasmitidos
por alimentos. Los serogrupos de STEC O157:H7 y los no-
0157, dentro de ellos E. coli 026, 045, 0103, 0111, 0121y
0145, referidos en la literatura como «Big Six STEC», cons-
tituyen un problema creciente para la salud publica a nivel
mundial (Brooks, et al., 2005). Las STEC son responsables
de enfermedades gastrointestinales e infecciones graves
tales como el sindrome urémico hemolitico (SUH) y colitis
hemorragica (HC) (D’Aoust, et al., 2007; Varela, et al., 2008).

La patogenicidad de las STEC depende mayoritariamen-
te de la produccion de factores de virulencia tales como las
toxinas Shiga. Estas proteinas son codificadas por diferentes
genes (stxI y stx2) con actividades bioldgicas similares (Hus-
sein, 2007). Uno de los efectos de estas toxinas es el dafio en
las células endoteliales del intestino y rifién del huésped. Las
cepas STEC patogénicas también producen otros factores de
virulencia que pueden aumentar la severidad de las enferme-
dades que provocan, por ejemplo, intimina y enterohemolisina,
involucradas en la adherencia intima a la superficie intestinal y
posterior dao a los enterocitos (Hussein, 2007). La intimina
y la enterohemolisina codificadas por los genes eae y ehxA,
respectivamente, se encuentran en todas las cepas de E. coli
0157:H7 (Neill, 1997) y en la mayoria de las cepas STEC no-
O157. Por definicion, una STEC contiene uno o ambos genes
involucrados en la produccién dela toxina Shiga (stxI y/o stx2)
y el gen eae (Paton y Paton, 2000; Hussein, 2007), por lo que los
mismos suelen utilizarse como marcadores para la deteccién
de estos microorganismos mediante técnicas moleculares.

Enlos brotes alimentarios ocasionados por cepas STEC se
ha sefialado al ganado vacuno como su principal reservorio
y a la carne picada insuficientemente cocida como su vehi-
culo més frecuente (Marzocca, et al., 2006; Hussein, 2007;
Masana, et al., 2011). Esto se debe a que es probable que la
carne se contamine durante el proceso de sacrificio y faenado
de los bovinos. Asimismo, el procesamiento del picado y su
manipulacién suponen un riesgo extra en lo que a inocuidad
respecta (Signorini, et al., 2009).

Seguin datos aportados por el Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) de Estados Unidos, del total de los
casos de enfermedades humanas provocadas por STEC en
el aio 2006, 36% se debieron a cepas de E. coli 0157 y 64%
a cepas no-O157. De estas ultimas, entre un 70 a un 83%
fueron ocasionadas por alguno de los seis serogrupos STEC
anteriormente mencionados (CDC, 2011).

Por otra parte, en Europa las infecciones ocasionadas
por STECs no-O157 son mas frecuentes que las producidas
por O157:H7 (Pradel, et al., 2000; Varela, et al., 2008). En
los ultimos tres afios, los casos de infecciones por no-O157
aumentaron vertiginosamente debido al brote ocurrido en
Alemania en el afio 2011 (EFSA y ECDC, 2013).

En América del Sur, desde fines de los afios noventa en
Chile y en Argentina se han reportado casos de diarrea y SUH
vinculados tanto a Escherichia coli O157:H7 como a serogrupos
no-0157 (Rios, et al., 1999; Rivas, et al., 2008). En Uruguay,
el primer caso de diarrea sanguinolenta vinculada a E. coli
O157:H7 se inform¢6 en una nifia de 16 meses en el afio 2002
(Gadea, et al., 2004).

Debido entre otros al tltimo brote ocurrido en Europa en
el afio 2011, muchos paises han aumentado significativamen-
te el nimero de controles oficiales destinados a la deteccién

de la presencia de STEC en alimentos, tanto en aquellos que
se importan como en los que se exportan (USDA, 2011;
EFSA y ECDC, 2013).

Pese al creciente interés por la detecciéon de las STEC
no-0157 a nivel mundial, las técnicas de busqueda e iden-
tificacion de estas cepas en alimentos se encuentran adin en
pleno desarrollo. Tanto en Europa como en Estados Unidos
la deteccion de estos patdgenos esta remitida a unos pocos
laboratorios especializados, ya que no resultan sencillas la
deteccién y diferenciacion de los diversos serogrupos en los
medios de cultivo disponibles. Al mismo tiempo, no es facil
acceder a los insumos necesarios para su deteccion con la
celeridad correspondiente (CDC, 2005; USDA, 2011).

En este trabajo se presenta una metodologia que permite la
deteccion rapida delos siete serogrupos de STEC mds prevalen-
tesanivel mundial (026, 045,0103,0111,0145,0121y0157)
en una matriz alimentaria compleja (hamburguesas congeladas
crudas) mediante el uso de insumos accesibles en el mercado.
La misma sigue los lineamientos de la técnica desarrollada y
utilizada por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA) para estos patégenos (USDA, 2013), que per-
mite tanto la detecciéon como el aislamiento e identificacién de
las cepas en las muestras positivas. Aplicando esta metodologia
es posible detectar mediante PCR a tiempo real las siete cepas
STEC anteriormente mencionadas con limites de deteccion muy
bajos, utilizando muestras compuestas (wet pools). Se evalud
ademas la recuperacion de las muestras positivas en medios
selectivos luego de la inmunoconcentracion (IMS) especifica
de cada cepa y la deteccion de los factores de virulencia stx/eae
en cultivos aislados mediante PCR multiplex a tiempo final.

Materiales y Métodos

Cepas de referencia

Se utilizaron seis cepas de Escherichia coli productoras de
toxina Shiga (STEC) no-O157, adquiridas del Instituto Statens
Serum (Copenhagen, Denmark): 026, 045, 0103, O111,
0121 y O145 y la cepa Escherichia coli 0157:H7 (ATCC
43895) perteneciente a la coleccion del Departamento de
Microbiologia del LATU. En la Tabla 1 se muestran los perfiles
de virulencia caracteristicos de las cepas segun informacion
del proveedor, los cuales fueron confirmados mediante PCR
multiplex en el laboratorio.

Cepade STEC Genes de virulencia

026 stx1/eae
045 stx1/stx2/eae
0103 stx1/eae
0111 stx1/stx2/eae
0121 stx2/eae
0145 stx2/eae

O157:H7 stx1/stx2/eae

Tabla 1. Perfiles de virulencia de las siete cepas de STEC de
referencia utilizadas.
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Preparacion del indculo

Las siete cepas STEC de referencia se sembraron individual-
mente en el medio Nutrient Broth (Oxoid, Basingstoke, UK)
y se incubaron overnight a (37.0 + 1.0) °C con agitacién de
120 rpm. Cumplido el tiempo de incubacion se realizaron
diluciones sucesivas a partir de dicho caldo (concentracién
estimada mediante curva de recuentos del laboratorio = 1x10°
UFC/mL) hasta obtener una concentracion final aproximada
de 100 UFC/mL. Se inocularon las muestras con 50 pL de
esa suspension (carga estimada: 0 a 5 UFC) y se realizaron
recuentos por quintuplicado en Petrifilm™ AC (3M, USA)
del mismo volumen inoculado.

Determinacion de la sensibilidad y limite
de deteccion de STEC en hamburguesas
100% carne vacuna mediante Bax’
System Real-Time PCR (DuPont)

Inoculacidon de las muestras

Se inocularon 65 g de hamburguesa 100% carne vacuna
(perteneciente al establecimiento de mayor produccién de
hamburguesas de Uruguay) con 0 a 5 UFC de cada una de
las siete cepas de STEC individualmente. Las muestras fueron
homogeneizadas de forma manual y rdpidamente llevadas a
refrigeracion (3.0 + 2.0) °C con el fin de generar un estrés
en el indculo. Luego de 4 horas, las muestras se hidrataron
con 195 mL de caldo Tryptic Soy Broth, Modified w/8mg/L
Novobiocin & Acid Digest of Casein - mTSB (Acumedia,
Michigan, USA) de modo de mantener una relacién 1:4
(muestra: caldo de cultivo) y se incubaron en estufa a (41.5
+ 1.0) °C durantel8 a 22 horas.

Paralelamente, se realizé una muestra control (blanco)
que consistié en 325 g de hamburguesa 100% carne vacuna
sin inocular. El blanco se hidrat6é con 975 mL de mTSB
y se incubd en las mismas condiciones que las muestras
inoculadas.

Extraccion de ADN

Cumplido el tiempo de incubacion, se realizé la extraccion de
ADN gendémico de todas las muestras. La lisis fue realizada
siguiendo el protocolo establecido por el proveedor, utili-
zando Bax® System Lysis Buffer adicionado con Bax® System
Proteasa (DuPont, USA).

Bax’System Real-Time PCR

Se realizo el screening de presencia de STEC en la muestra
blanco utilizando el kit «<STEC Screening stx/eae» (DuPont)
en el equipo Bax' System Q7 (DuPont). Una vez confirmada
la ausencia en la muestra blanco, se procedi¢ al screening
de las muestras inoculadas. Para ello se generaron wet
pools mezclando una parte de la lisis de la muestra ino-
culada con cuatro partes de la lisis de la muestra blanco.
Luego de someterlos al screening, los wet pools fueron
evaluados frente a los kits «<STEC Panel 1 E. coli 026,
O111, O121», «STEC Panel 2 E. coli 045, 0103, O145» y
«E. coli O157:H7 MP» (DuPont). Todos los ensayos fueron
realizados por duplicado.

Recuperacion y confirmacion
de las siete cepas STEC inoculadas
en hamburguesas 100% carne vacuna

Inmunoconcentracion especifica de los
serogrupos y siembra a medios selectivos

Una vez realizado el screening de los serogrupos em-
pleando wet pools, se realizé la inmunoconcentracién de
los caldos inoculados empleando perlas especificas para
cada serogrupo: RapidCheck® CONFIRM 026 Magnetic
Particles, RapidCheck® CONFIRM 045 Magnetic Parti-
cles, RapidCheck® CONFIRM 0103 Magnetic Particles,
RapidCheck® CONFIRM O111 Magnetic Particles, Rapid-
Check® CONFIRM O121 Magnetic Particles, RapidCheck®
CONFIRM 0145 Magnetic Particles (Sdix, Delaware, USA)
y Dynabeads® Magnet Beads for E.coli O157:H7 (Life Te-
chnologies, USA). De manera de verificar la especificidad
y la sensibilidad de la IMS para cada serogrupo, se realizé
un pool de todos los caldos inoculados. Del mismo se to-
maron siete alicuotas de 1 mL cada una y se sometieron a
la separacién magnética de cada serogrupo con las perlas
correspondientes, segun las instrucciones brindadas por el
fabricante. El inmunoconcentrado correspondiente a cada
cepa se sembrd en diferentes medios selectivos y diferencia-
les. Para los productos de la separacién inmunomagnética
delas STEC no-O157 se usé Agar Sangre lavada con Mito-
micina - MWBA (Sugiyama, et al., 2001) y Rainbow Agar
- RA (Biolog, USA) suplementado con 0,8 mg/L de telurito
de potasio y 10 mg/L de novobiocina. La descripcion de las
morfologias esperadas descritas por el fabricante para cada
serogrupo en Rainbow Agar se muestra en la Tabla 2. Para
las inmunoconcentradas con perlas de E. coli O157:H7 se
utilizé el medio «CHROMagar™O157» (CHROMagar™,
Paris, Francia) suplementado con telurito de potasio (2.5
mg/L) y novobiocina (5mg/L).

Serogrupo | Descripcion de colonias en Rainbow Agar

026 Colonias violeta con borde blanco

Colonias violeta, violeta-grisdceas, magenta
045

claro. Borde blanco

Colonias gris, violeta, violeta-azuladas.
0103

Borde blanco
0111 Colonias gris, gris-azuladas
0121 Colonias violeta, magenta.

Borde violaceo difuso

Colonias violeta-grisaceas, violeta-azuladas.
0145 . 14 s

Borde violdceo difuso

Tabla 2. Descripcion de morfologias esperadas de STEC en
Rainbow agar.
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Confirmacion de colonias sospechosas
de STEC: PCR y serologia

Con el propdsito de realizar la confirmacion, se repicaron
todas las colonias que presentaban fenotipo sospechoso en
los diferentes medios selectivos a Tryptone Soya Agar (TSA,
Oxoid, Basingstoke, UK). Se seleccioné un aislamiento por
fenotipo y por medio de cultivo selectivo empleado, de
acuerdo a las caracteristicas descritas en la bibliografia de
referencia. A las mismas se les realizé la busqueda de los
genes que codifican los factores de virulencia: toxinas Shi-
ga (stx1, stx2) e Intimina (eae) mediante PCR multiplex a
tiempo final, utilizando el kit comercial «E. coli DEC PCR»
(Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark). La mez-
cla de reaccidn asi como el ciclo de amplificacién utilizado
fueron los descritos por el fabricante del kit empleado. Los
productos de PCR se corrieron en gel de agarosa al 2% tefiido
con GelRed™ (Biotium, USA). En la Tabla 3 se muestran
los tamarfios de los amplicones esperados para cada gen de
virulencia. Luego de la confirmacién de la presencia de los
genes de virulencia por PCR en cada aislado, se prosigui6 a
la identificacion seroldgica.

Para las pruebas seroldgicas se seleccion6 una sola colo-
nia por cada serogrupo que previamente hubiese confirmado
la presencia de los genes de virulencia mediante PCR. Para
las presuntas colonias de E. coli 026, 0103, 0111 y O145 se
utilizé la prueba de latex «Dry Spot Technology Serocheck
(Oxoid, Basingstoke, UK)», para 045 y 0121 se utilizé «E.
coli Antisera» (Statens Serum Institut, Copenhagen, Den-
mark) y para O157:H7 «RIM™E. coli O157:H7 Latex Test»
(Remel, Lenexa, USA).

Gen diana Tamaiio del amplicon esperado (pb)
stx1 260
eae 377
stx2 420

Tabla 3. Tamaiios de los amplicones esperados para cada
gen de virulencia al utilizar el kit «E. coli DEC PCR»
(Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark).

Extrapolacion de la deteccion
de STEC a otras formulaciones
de hamburguesas y establecimientos

Sevalidé la deteccion de STEC en hamburguesas 100% carne
vacuna y en hamburguesas con agregado de proteina de soja,
asi como provenientes de diferentes establecimientos de pro-
duccioén (cinco mayores productores del mercado interno).
Para esto se inocularon 20 muestras de hamburguesas de 65
g (dos muestras de cada tipo por establecimiento) con 0-5
UFCdeE. coli O26 y se realizaron los screenings correspon-
dientes en el Bax® System Q7 (DuPont), segtin procedimiento
previamente detallado. El recuento del indculo utilizado se
realizé mediante Petrifilm™ AC (3M, USA) por quintupli-
cado. Se optd por la utilizacion de la cepa Escherichia coli
026 para estas pruebas por tratarse de la STEC no-O157 con
mayor prevalencia a nivel internacional (Varela, et al., 2008;

Mathusa, et al., 2010). Todos los ensayos fueron realizados
por duplicado.

Validacion de la especificidad
y recuperacion de las siete
cepas de STEC

Se realizd el recuento de aerobios totales de diez hamburgue-
sas, correspondientes a las dos formulaciones de los cinco
establecimientos productores, mediante el método de siem-
bra incorporado en Plate Count Agar (Oxoid, Basingstoke,
UK). Se selecciond el tipo de hamburguesa (formulacién y
establecimiento) que presento el mayor valor de recuento
de aerobios totales, y se inocul6 65 g de dicha muestra con
0 a 5 UFC de cada una de las siete cepas. Se prosigui6 a la
incubacion y deteccion de los serogrupos inoculados segtiin
el procedimiento previamente descrito. Todos los ensayos
fueron realizados por duplicado.

Determinacion del limite de
deteccion de STEC de la técnica

A partir de las diferentes pruebas en las que se realizaron
inoculaciones de las muestras se determino el limite de
deteccién de la técnica ensayada para cada serogrupo, to-
mando el menor valor de recuento para el cual se obtuvo
un resultado positivo para el screening y la confirmacién
del serotipo en cuestion.

Resultados

Deteccion de STEC en hamburguesas
100% carne vacuna mediante Bax’
System Real-Time PCR (DuPont)

Al confirmar la ausencia de STECs en la muestra blanco, se
procedid a la realizacién de los wet pools para llevar a cabo
el screening de las muestras inoculadas. La deteccion de los
genes de virulencia (stx/eae) y de los serogrupos de STEC
inoculados en las muestras de hamburguesas fue positiva en
todos los casos, con una carga bacteriana comprendida entre
0a 5 UFC (Tabla 4).

Recuperacion y confirmacion
de las cepas inoculadas en
hamburguesas 100% carne vacuna

Recuperacion en medios selectivos

Los productos de las inmunoconcentraciones correspondien-
tes a cada cepa fueron sembrados en los medios especificos:
MWBA, Rainbow agar y CHROMagar O157. En el primero
se obtuvieron colonias blancas y pequefias rodeadas de
hemolisis. En Rainbow Agar se obtuvieron colonias sospe-
chosas con diferentes morfologias, y por ultimo, en el medio
CHROMagar 0157 las colonias presuntivas de Escherichia
coli 0157 presentaron color malva. La descripcion completa
de lo recuperado se describe en la Tabla 5.
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Cepa inoculada 4 C.or}centraci(’)n Screening Panel 1 Panel 2 E. coli
e indculos (UFC) stx/eae (026, 0111, 0121) (045, 0103, 0145) 0157:H7

026 2 [1;4] + 026+

045 4 [2;5] + 045+

0103 2 [153] + 0103+

0111 3 [2;5] + O111+

0121 1 [0;2] + 0121+

0145 5 [4;6] + 0145+

0157 2 [1:4] + +

Tabla 4. Resultados obtenidos de la deteccion de las siete cepas de STEC (026, 045, 0103, O111, 0121, 0145 y O157)
utilizando los kits del Bax'SystemQ7 (DuPont). La concentracion de cada indculo se presenta como n [x;y], siendo «n» el
valor promedio recuperado, y «x» e «y» los valores inferior y superior del intervalo de confianza calculado.

Confirmacién de la presencia
de genes de virulencia mediante
PCR multiplex a tiempo final

En la Figura 1 se presenta el resultado de la PCR multiplex a
tiempo final de las colonias sospechosas de STEC, descritas
previamente en la Tabla 5, subcultivadas desde los medios
selectivos a TSA.

MM(+)026 A B C

D (+)O45 E F (+)0103 G H

ADNr '9

(1062 pb)

stx2
(420 pb)

eae (377 pb) '

L —~—~ oy W o o,
e ——— e‘

stx1

y iy ay -

ADNr

(1062pb)  MM(+01111  J(£O121K L M (+)0145N (+)0157 0 (260pb)
stx2

eae (377 pb) (420 pb)

stx1
(260 pb)

Figura 1. Productos de amplificaciéon de PCR multiplex
en gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed. Carriles (A-D):
Aislados presuntivos de E. coli 026, Carriles (E-F): Aislados
presuntivos de E. coli O45, Carriles (G-H): Aislados presun-
tivos de E. coli O103. Carriles (I-]): Aislados presuntivos de
E. coli 0111, Carriles (K-M): Aislados presuntivos de E. coli
0121, Carril (N): Aislado presuntivo de E. coli 0145, Carril
(0): Aislado presuntivo de E. coli 0157. (+) O26: Control
positivo de E. coli 026, (+) O45: Control positivo de E.
coli 045, (+) 0103: Control positivo de E. coli 0103, (+)
0O111: Control positivo de E. coli O111, (+) O121: Control
positivo de E. coli O121. (+) O145: Control positivo de E.
coli 0145, (+) O157: Control positivo de E. coli O157: H7.
MM (Marcador Tamafio Molecular): GeneRulerTM 1kb
Plus DNA ladder (Fermentas, USA).

En la mayoria de las muestras se observa una banda de
1062 pb del control positivo de amplificacidn del kit utilizado,
correspondiente al gen ADNr 16S. Se observa ademds que
al menos una colonia sospechosa de cada serogrupo inmu-
noconcentrado confirmé mediante PCR multiplex a tiempo
final el perfil de virulencia esperado.

Para los aislamientos de E. coli O26 (carriles A-D) y E.
coli 0103 (carriles G y H), se observan dos bandas de 260
y 377 pb correspondientes a los genes stx1 y eae, respec-
tivamente. Para E. coli O45 (carriles E-F), unicamente el
aislamiento sembrado en el carril F presenté tres bandas
de 420, 377 y 260 pb, correspondientes a los genes stx2,
eae y stxl, respectivamente. De manera similar, en los
aislamientos de E. coli O111(carril I-]) se logré confirmar
una unica colonia sospechosa (carril J) al obtenerse las tres
bandas correspondientes a stx2, eae y stxI. Por otra parte,
de tres colonias presuntivas de E. coli 0121 (carril K-M)
solo la sembrada en el carril K presenté dos bandas de 420
pb (stx2) y 377 pb (eae). Los mismos patrones de banda se
obtuvieron para el aislamiento de E. coli O145 (carril N).
Finalmente, para E. coli 0157 (carril O) se observaron tres
bandas de 420, 377 y 260 pb, correspondientes a los genes
stx2, eae'y stxl.

Confirmacién mediante serologia

A aquella colonia correspondiente a cada serogrupo de STEC
que mediante PCR multiplex a tiempo final present? el perfil
genético esperado (ver Tabla 1), se le realizaron pruebas sero-
légicas especificas para el serogrupo en cuestion. El resultado
de dichas pruebas fue positivo en todos los casos.

Extrapolacion de la deteccion de
STEC a otras formulaciones de
hamburguesas y establecimientos

Tal como se muestra en la Tabla 6, el screening de los genes
stx/eae 'y del serogrupo 026 en las muestras de hamburgue-
sas de carne y proteina de soja correspondientes a diferentes
establecimientos fue positivo. La concentracion del indculo
utilizado determinado mediante Petrifilm™AC (3M, USA)
fue de 3 UFC.
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Descripcion de las colonias recuperadas
Serogrupo
Inmunoconcentrado Rainbow Agar MWBA CHROMagar O157
026 A - Violeta con borde blanco | C - Blanca pequefia, poca hemolisis ns
B - Violeta azuladas D - Blanca mediana, poca hemolisis ’

045 E - Violeta con borde blanco F - Blanca pequeiia con hemolisis n.s.
0103 G - Violeta con borde blanco H - Blanca pequefia con hemolisis n.s.
0111 I - Gris Azuladas J - Blanca pequeiia con hemdlisis n.s.

K - Parpura con halo violdceo
0121 difuso M - Blanca con hemolisis n.s.

L - Parpura

N - Puarpura con halo violaceo No se recuperaron colonias

0145 : s n.s
difuso hemoliticas

0157 n.s. n.s. O - Color malva

Tabla 5. Descripcion de colonias sospechosas aisladas en cada medio utilizado a partir de la IMS para cada serogrupo de
STEC inoculado en las muestras. (n.s.): No sembrada.

Muestra hamburguesa: Concentracion Screening
Establecimiento - Tipo de In6culo (UFC) serogrupo

1 - 100% carne
1 - Con agregado de prot. de soja
2 - 100% carne
2 - Con agregado de prot. de soja
3 -100% carne
3 [0;5] 026+
3 - Con agregado de prot. de soja
4 - 100% carne

4 - Con agregado de prot. de soja

5 -100% carne

5 - Con agregado de prot. de soja

Tabla 6. Resultados de la recuperacion del serogrupo 026 en los dos tipos de formulacién de todos los establecimientos.
La concentracion del indculo se presenta como n [x;y]; siendo «n» el valor promedio recuperado, y «x» e «y» los valores
inferior y superior del intervalo de confianza calculado.

Validacion de la especificidad enla concentracién (Hamburguesa 6), para evaluar con ella la

recuperacion de las siete cepas de STEC especificidad de la recuperacion de las siete cepas STEC

inoculadas simultdneamente. En la Tabla 8 se resumen las

En la Tabla 7 se presentan las concentraciones de aerobios  concentraciones de los in6culos de cada serogrupo y el re-

totales obtenidas en las 10 muestras de hamburguesas sultado del screening de los mismos, el cual resultd positivo
sembradas. Se selecciond la muestra que presentd la mayor en todos los casos.
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Muestras Concentracion de aerobios totales (UFC/g)
1 4,8 x 104
2 7,7 x 104
3 2,1x105
4 6,8 x 105
5 2,8 x 106
6 (E) 4,2 x 107
7 4,1x103
8 2,4x 104
9 5,7 x 103
10 6,9 x 104

Tabla 7. Concentraciones de aerobios totales en los
diferentes tipos de hamburguesas (cinco establecimientos,
dos formulaciones). (E): Valor estimado.

Determinacion del limite de
deteccion de STEC de la técnica
La Tabla 9 resume el limite de deteccién de la técnica para

cada serogrupo, teniendo en cuenta los diferentes indculos
realizados durante las etapas del estudio.

Cepas STEC Limite de deteccion (UFC)
026 2 [1;4]
045 3 [1;5]
0103 2 [1;2]
0111 3 [2;5]
0121 1[0;2]
0145 5 [2;8]
0157 2 [1:4]

Tabla 9. Limite de deteccion determinado para cada
serogrupo inoculado. Se presenta como n [x;y]; siendo
«n» el valor promedio recuperado, y «x» e «y» los valores
inferior y superior del intervalo de confianza calculado.

Discusion
Deteccion de STEC en hamburguesas

100% carne vacuna mediante
Bax'System Real-Time PCR (DuPont)

Los resultados de la Tabla 4 demuestran la sensibilidad de la
metodologia utilizada en este trabajo, ya que la deteccién de

Cepa STEC | “0 o | panet1 | panet2 | B0l
(UEC)

026 5 [3;6] 026+

045 3 [1;5] 045+

0103 2 [152] 0103+

0111 5 [3;6] Ol11+

0121 2 [1;3] Ol121+

0145 5 [2;8] 0145+

0157 4 [2;5] 3

Tabla 8. Resultados de los in6culos y deteccion de las 7
cepas de STEC en la muestra de mayor concentracion de
aerobios totales mediante Bax’ System Real-Time PCR.
La concentracién de cada indculo se presenta como n
[x;y]; siendo «n» el valor promedio recuperado, y «x»

e «y» los valores inferior y superior del intervalo de
confianza calculado.

las cepas STEC inoculadas en las muestras de hamburguesas
fue exitosa, incluso utilizando in6culos muy bajos y wet pools.
Por tanto, la metodologia validada demostré que el empleo
de muestras compuestas resulté adecuado y no interfirié en
la deteccién de STEC en hamburguesas congeladas crudas.

Recuperacion y confirmacion
de las cepas inoculadas en
hamburguesas 100% carne vacuna

Recuperacion en medios selectivos

Respecto a la recuperacion de las cepas en medios selectivos,
las mismas presentaron colonias de morfologia tipica de
STEC O157 y no-0157, segtin lo detallado en los catdlogos
comerciales disponibles. De todos modos, las morfologias
de los diferentes serogrupos son muy similares entre si, no
siendo sencilla su discriminacién basada en las caracteristicas
que se describen en las referencias bibliograficas provistas por
los proveedores de los medios. Por esto resulta importante
seleccionar mas de un fenotipo de cada cepa para proseguir
con las etapas de confirmacién. Asimismo, cabe destacar la
buena funcionalidad del medio MWBA para diferenciar las
colonias de STEC, debido a la clara zona de hemdlisis pro-
ducidas por las mismas, en coincidencia con lo descrito en
la literatura (Sugiyama, et al., 2001).

Confirmacion de la presencia
de genes de virulencia mediante
PCR multiplex a tiempo final

La amplificacion de los controles positivos de cada cepa
de referencia demostré que durante la reaccién de PCR
multiplex a tiempo final no hubo inhibiciones. Esta etapa
permitié confirmar que al menos una de las colonias sos-



82 - INNOTEC 2014, 9 (75 - 83) - ISSN 1688-3691

REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

pechosas recuperadas mediante IMS correspondia a las
cepas inoculadas en las muestras de hamburguesas, ya que
los genes que amplificaron coinciden con los descritos por
el proveedor para cada cepa de referencia (Ver Tabla 1).

En el gel de electroforesis presentado (Figura 1) se puede
apreciar que algunos de los aislamientos no presentaron el
perfil genético esperado para cada serogrupo. Este hecho
se debe principalmente a que la inmunoconcentracién
no es 100% especifica. Es decir, si bien permite «limpiar»
concentrando las cepas del serogrupo deseado, otras E. coli
presentes en las muestras contindan en el producto final de
la inmunoconcentracion y crecen en los medios selectivos
haciendo mas compleja la seleccién de colonias.

Elresultado obtenido era esperado, ya que la concentra-
cioén se realizd a partir del caldo de cultivo que contenia las
siete cepas de STEC, y por tanto era posible que durante la
etapa confirmatoria mediante PCR multiplex se obtuvieran
perfiles asociados a los diferentes serogrupos. A pesar de
que estos resultados evidencian las principales limitaciones
de esta técnica (reacciones cruzadas y falsos positivos), es
importante resaltar que la misma permitié la confirmacién
de al menos una colonia sospechosa de cada cepa de STEC
inoculada en las muestras de hamburguesas.

Se considera que a la hora del andlisis de muestras en el
laboratorio resultaria interesante incorporar en esta etapa del
protocolo una reaccién de PCR a tiempo final que permita
confirmar el serogrupo buscado, dado que al seguir esta
metodologia desde una muestra naturalmente contaminada
no se conoce qué genes de virulencia estdn presentes en la
cepaaislada. El PCR a tiempo final es una técnica econdémica
y nos permitiria asegurar que la colonia aislada correspon-
de al serogrupo buscado y que, a la vez, contiene los genes
asociados a los factores de virulencia.

Confirmacion mediante serologia

Al igual que en las técnicas habituales de deteccion de pa-
tégenos, las pruebas seroldgicas se utilizan con el objetivo
de culminar la confirmacién de la identidad de las cepas
aisladas. Estas resultan definitorias al momento de verificar
el cumplimiento de las reglamentaciones actuales referentes
a STECs, debido a que se considera un resultado positivo con
la presencia de determinados serotipos de E. coli shigatoxigé-
nica, confirmados finalmente por estas técnicas.

Es importante destacar que en el mercado existen dis-
ponibles pruebas seroldgicas que permiten la confirmacién
de varios serogrupos de STECs en simultaneo. Estos, asi
como nuevos productos que se desarrollen, podrian ser de
gran utilidad como tamizaje en la etapa de confirmacion.
Sin embargo, al finalizar la técnica de busqueda se deberia
realizar la confirmacion con sueros especificos para cada
serotipo buscado.

Extrapolacion de la deteccion
de STEC a otras formulaciones
de hamburguesas y establecimientos

Los resultados obtenidos de la deteccion de Escherichia coli
026 en hamburguesas de distinta formulacion (100% carne
vacuna o con agregado de proteina de soja) y producidas
por diferentes establecimientos demostraron que estos para-
metros no influyen en la performance de la metodologia de

screening validada en este trabajo. Por tanto, podria emplearse
adecuadamente para la busqueda rapida de estos patgenos
en hamburguesas congeladas crudas, independientemente
de la composicién de la mezcla carnica.

Validacion de la especificidad
en la recuperacion de las
siete cepas de STEC

La recuperacién de las siete cepas de STEC cuando estas
fueron inoculadas simultdneamente demostr6 la alta espe-
cificidad de la técnica validada para detectarlas y aislarlas
cuando se encuentran compitiendo entre si y con la carga
microbiana propia del alimento.

Determinacion del limite de
deteccion de STEC de la técnica

Al ser las STECs patégenos alimentarios, las técnicas que
se utilizan para su deteccién incluyen técnicas cualitativas
de gran sensibilidad. Estas tienen la capacidad de detec-
tarlas aun cuando estos patdgenos estdn presentes en los
alimentos en muy bajas concentraciones y en distintos
tamarfios de muestra.

Si bien en Uruguay no existe normativa con respecto a
estas cepas, dada la importancia y el impacto a la salud de
las STECs y de la E. coli O157:H7 en particular, los paises
que las reglamentaron exigen ausencia en 65 g de muestra.
Por este motivo, la técnica de deteccion de STEC evaluada
en este trabajo fue desafiada con valores menores a 10 UFC
de estos patdgenos.

Los resultados observados en la Tabla 8 muestran que
para todas las cepas de STEC ensayadas la técnica validada
tiene en promedio un limite de deteccién por debajo de 5
UFC. De acuerdo a lo anteriormente planteado, este valor se
considera sumamente adecuado para la deteccion de estos
patogenos alimentarios.

Conclusiones

Durante la realizacién de este trabajo se llevo a cabo la
validacion de la detecciéon mediante PCR a tiempo real de
las siete cepas Escherichia coli shigatoxigénicas: 026, 045,
0103, O111, 0121, O145 y 0157, mediante la utilizacién
de los kits disponibles comercialmente: «STEC Screening
stx/eae», «STEC Panel 1 E. coli 026, O111, O121», «<STEC
Panel 2 E. coli 045, 0103, O145» y «E. coli O157:H7 MP»
(DuPont) y el equipo Bax® System Q7 (DuPont).

Se evalu la utilizacion de muestras compuestas (wet
pools), la recuperacion de los positivos en medios selectivos
luego de la inmunoconcentracion especifica de cada cepay
la deteccion de los genes de virulencia stx/eae en cultivos
aislados mediante PCR multiplex a tiempo final.

A partir de los resultados obtenidos a lo largo de la
validacién se logrd poner a punto una técnica de deteccién
rapida y confiable que puede ser aplicada en laboratorios es-
pecializados e industriales para el screening de las siete cepas
de STEC mas prevalentes a nivel mundial en hamburguesas
crudas, empleando muestras compuestas, con limites de de-
teccion menores a 5 UFC (valor adecuado para la busqueda
de este tipo de patégenos en alimentos).
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Resumen

Se estudi6 la capacidad inhibitoria para tripsina y elastasa de extractos de vegetales autoctonos: flores de Achyrocline
satureioidehojas (marcela), hojas de Baccharis trimera (carqueja), frutos de Eugenia uniflora (pitanga) y frutos
Schinus molle (anacahuita). Los extractos, que presentaron diferentes propiedades, se obtuvieron utilizando agua o
etanol como solventes en distintas condiciones de tiempo y temperatura. La accién inhibitoria para elastasa fue baja
(< 30%) o casi nula en los extractos ensayados. Para la tripsina, todos los extractos presentaron accion inhibitoria,
observandose para un mismo material vegetal importantes diferencias segtn el solvente utilizado, independien-
temente de la temperatura de extraccion. Los extractos de S. molle fueron los de mayor actividad inhibitoria para
tripsina. Al extracto acuoso de este vegetal, obtenido a 100 °C, se le determiné IC,, y tipo de inhibicion.
Palabras clave: Inhibidores proteoliticos, serin-proteasas, inhibidores vegetales.

Abstract

The inhibitory capacity of trypsin and elastase of extracts prepared from Achyrocline satureioidehojas flowers,
Baccharis trimera leaves, Eugenia uniflora fruits and Schinus molle fruits was studied. The extracts showed di-
fferences for the same plant material depending on using water or ethanol as solvents, and were obtained under
different time and temperature conditions. The elastase inhibitory action was low (< 30%) or almost absent in the
extracts tested. For trypsin, all extracts showed inhibitory action and significant differences depending on solvent
used, regardless of the extraction temperature. Extracts of S. molle showed the most potent inhibitory activity for
trypsin. The aqueous extract of this plant obtained at 100 °C was selected to determine IC,, and inhibition type.

Keywords: Proteolytic inhibitors, serin-proteases, plant inhibitors.

Introduccion

Las enzimas proteoliticas desempefan un papel esencial en
los procesos de regulacion de funciones celulares, tanto en
etapas del desarrollo como tras la respuesta ante un estimulo
dafiino (Fuster-Lluch, et al., 2004).

Las proteasas serinicas son la clase mas estudiada de
proteasas y la tripsina es utilizada como modelo para este
grupo (Leung, et al., 2000).

Los inhibidores de proteasas, ampliamente distribuidos en
todos los organismos, han sido aislados y caracterizados de
plantas, animales y microorganismos (Mosolov, et al., 2001;
Hag, et al., 2004; Christeller, 2005).

En las plantas, los inhibidores de proteasas son compuestos
alos que se les ha atribuido importantes funciones bioldgicas,
entre ellas, participacion en los mecanismos de defensa, en
la regulacién de proteasas enddgenas (Lawrence y Koundal,
2002, Lingaraju, et al., 2008) y en respuesta a diversos facto-
res abidticos (Diaz, 2006; Mosolov y Valvuena, 2011). Se ha

postulado que estos compuestos pueden brindar resistencia a
plagas y fitopatégenos. Estos inhibidores también pueden ser
utilizados como agentes terapéuticos, firmacos dirigidos o
agentes nutracéuticos, y por esta razén su uso biotecnoldgico
va en aumento (Tiffin y Gaut, 2001; Fei Fang, et al., 2010).

A diferencia de las proteasas, las familias de inhibidores no
pueden ser agrupadas segtin el tipo catalitico de las enzimas
que inhiben, porque algunas familias contienen inhibidores que
acttian sobre distintas clases de proteasas (Rawlings, et al., 2004).

En el caso particular de la familia de inhibidores de
proteasas serinicas, las mas abundantes en plantas son: Bow-
man-Birk, Kunitz y Serpina, con caracteristicas y modos de
accién muy diferentes (Habib y Fazili, 2007).

Las flores de Achyrocline satureioidehojas (marcela), hojas
de Baccharis trimera (carqueja), frutos frescos de Eugenia
uniflora (pitanga) y frutos secos de Schinus molle (anacahuita)
constituyen una fuente natural y renovable con posibilidad
de aumentar el valor agregado de los productos obtenidos
de la flora aut6ctona de Uruguay. Ademas, estos vegetales
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son utilizados generalmente por la medicina popular y en
particular algunos son producidos en Uruguay como materia
prima empleada en las industrias cosméticas y farmacéuticas.
El objetivo de este trabajo consistié en buscar la capacidad
inhibitoria de proteasas en extractos de vegetales autoctonos
de Uruguay y evaluar su accion frente a tripsina y elastasa.

Materiales y Métodos
Materiales
Equipos

Agitador magnético Caramag MIdi, balanza Gram Precision
GX-230, bano de agua termostatizado Bioblock Scientific,
centrifuga refrigerada Sigma 3K18, espectrofotometro Shi-
madzu UV-1603.

Reactivos

Azocaseina, Na- benzoil-L-arginina etil ester (BAEE),
succinil-ala-ala-ala p-nitroanilina (SucAla;-PNA), dcido
triclorodcetico (TCA), hipoclorito de sodio, buffer fosfato
de sodio. Todos ellos calidad ppa.

Material vegetal

Al tratarse de flora nativa y autdctona, todos los ejemplares
fueron colectados en vias publicas. Las hojas de Achyrocline
satureioidehojas (marcela) fueron colectadas en abril, las hojas
de Baccharis trimera (carqueja) fueron colectadas a principios
de verano, los frutos de Eugenia uniflora (pitanga) fueron
colectados a fines de primavera y los frutos secos de Schinus
molle fueron colectados en verano (Figura 1).

Figura 1. Material vegetal. a) Flores de Achyrocline
satureioidehojas; b) Hojas de Baccharis trimera y Frutos de
c) Eugenia uniflora d) y Schinus molle.

Métodos
Preparacion de extractos vegetales

Los extractos vegetales fueron preparados a partir de material
vegetal previamente desinfectado con solucién de hipoclorito

de sodio (0,5% v/v) durante 30 minutos a temperatura am-
biente. Fueron enjuagados repetidas veces con agua destilada
y finalmente secados en corriente de aire sobre papel de filtro.

Extractos acuosos

El material vegetal (2,0 g) se extrajo con 10,0 mL de agua
destilada, se machacé en mortero y se agité magnéticamente
durante 5 minutos. El preparado se filtr6 a vacio por vidrio
sinterizado, el filtrado obtenido se centrifug6 durante 10
minutos a 6654xg a 4 °C. Se trabajé a dos temperaturas, 25y
100 °C. Se fracciono y almacend a -20 °C.

Extractos etandlicos

Se procedi6 de igual forma que para la preparacion de ex-
tractos acuosos, empleando etanol como solvente para la
extraccion en dos condiciones de temperaturas: 25 y 40 °C.
Los extractos obtenidos se evaporaron en rotaevaporador
a 45 °C. Luego de evaporado el alcohol, se resuspendié el
concentrado con 10 mL de agua destilada. Se fracciond y
almacené a -20 °C.

Actividad proteolitica

M¢étodo de Azocaseina
(sustrato semi-sintético no especifico)

Se determind la actividad proteolitica utilizando azocaseina
como sustrato por método de Andrew & Asenjo modificado
(Vallés, et al., 2007).

Una unidad enzimética (U,,,) se define como la cantidad
de enzima necesaria para producir el incremento en una
unidad de absorbancia a 337 nm a 37 °C, pH 7,2.

Método de Na-Benzoyl-L-Arginine
Ethyl Ester (BAEE) (sustrato
sintético especifico para tripsina)

Se determind la actividad proteolitica utilizando BAEE como
sustrato segun método descrito por Bergmeyer (1974).

Una unidad BAEE (Uy,;;) se define como la cantidad de
enzima que produce un AA ,;, . de 0,001 por minuto utili-
zando BAEE como sustrato a pH 7,6, 25 °C en un volumen
de reaccién de 3,2 mL.

Método de Succinyl-ala-ala-ala
p-nitroanilide (SucAla;-PNA) (sustrato
sintético especifico para elastasa)

Se determind la actividad proteolitica de elastasa utilizando
SucAla,-PNA (Bieth, et al., 1974).

Una unidad (Ug,aj.3.pna) queda definida como la cantidad
de elastasa que hidroliza 1,0 umol SucAla;-PNA por minuto
apH 8,0y25°C.

Preparados enzimaticos
Se prepararon soluciones de elastasa y de tripsina como so-

luciones enzimaticas patrén que se utilizaron para evaluar la
capacidad inhibitoria de los extractos vegetales.
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Obtencion de elastasa
a partir de polvo pancreatico

El preparado de elastasa se obtuvo por extracciéon de 1 g de
polvo pancreatico desgrasado con 20 mL de buffer fosfato
de sodio 0,1M, pH 6,0 con agitacién durante 30 minutos. Se
centrifugd a 6654 xg, durante 15 minutos a 4 °C. El precipitado
se trat6 de igual manera, combinando ambos sobrenadantes
para obtener la solucidn final.

Elastasa

El preparado obtenido a partir de polvo pancredtico fue
diluido para obtener una solucién de trabajo de 0,62 + 0,05
Usueans-pna €0 buffer Tris-HC1 0,1M, pH 8,0.

Tripsina

Todos los ensayos fueron realizados con una solucion 3,2 +
0,2 U,,,/mL: buffer fosfato de sodio 0,2M, pH 7,2.

Busqueda de actividad inhibitoria
en extractos vegetales

Se mezcl6 900 uL de solucidn de tripsina o elastasa con 100
uL de cada extracto (diluido al tercio) durante 30 minutos
en bano de agua a 37 °C.

Se determind la actividad proteolitica empleando azo-
caseina como sustrato para tripsina y SucAla3-PNA para

elastasa. Se determind el % de actividad inhibitoria (%AI)
como la diferencia de actividad de la enzima en ausencia de
extracto inhibidor y la actividad de la enzima en presencia
de extracto inhibidor.

Caracterizacion
de la actividad inhibitoria

Tiempo de incubacion

Se determind el %Al variando los tiempos de incubacion (0,
5, 10, 20, 30, 45 minutos) del preparado de tripsina con el
extracto vegetal seleccionado.

Determinacion de IC,,

Se determind la actividad proteolitica de tripsina, empleando
azocaseina y BAEE como sustratos, y se calcul6é % Al para
las distintas concentraciones de los extractos seleccionados
incubados durante 5 minutos con tripsina.

Se trazé diagrama de Dixon y se calculé el valor IC,.

Determinacién del tipo de inhibicién

Seincub6 900 L tripsina con distintos volimenes de extracto
(0,6,0, 10,0, 20,0, 40,0 y 60,0 uL), ajustado a un volumen final
de 1000uL con agua (25 °C, pH 7,0). La mezcla se incubé
durante 5 minutos a 25 °C.

Ne Material vegetal Solvente T (°C) pH (extracto) Apariencia fisica del extracto
1 Agua 25 4,5 Marrén claro
2 A. satureioidehojas 100 45 Marrén oscuro
3 (flores) 25 4,5 Amarillo verdoso
Etanol
4 40 4.5 Amarillo verdoso intenso
5 25 5,0 Marrén oscuro
Agua
6 100 5,0 Marrén claro
B. trimera (hojas)
7 25 5,0 Verde oscuro
Etanol
8 40 5,0 Verde fluorescente
9 25 4,0 Rosa palido
Agua
10 100 4,0 Rosa bordeaux
E. uniflora (frutos)
11 25 4,0 Bordeaux
Etanol
12 40 4,0 Bordeaux
13 25 4,0 Beige oscuro con precipitado
Agua
14 100 4,0 Beige oscuro con precipitado
S. molle (frutos)
15 25 4,0 Beige anaranjado oscuro con precipitado
Etanol
16 40 4,0 Beige anaranjado con precipitado

Tabla 1. pH y color de los extractos.
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Se determind la actividad de tripsina para distintas con-
centraciones de BAEE (0,05, 0,0625,0,125,0,25,0,3 y 0,5mM)
para cada mezcla. Se trazé diagrama de Lineweaver-Burk y
se determind el tipo de inhibicién.

Resultados
Obtencion de extractos vegetales

Como resultado de las diferentes condiciones de extraccion se
obtuvieron 16 extractos paralos vegetales ensayados. Para un
mismo material vegetal se observaron diferencias en el color
de los extractos debidas al solvente empleado. El pH final de
los extractos de un mismo vegetal tuvo el mismo valor, no
variando con las distintas condiciones de extraccién (Tabla 1).

Busqueda de actividad proteolitica

A cada uno de los extractos se les determind la actividad
proteolitica a fin de descartar interferencias con posibles
proteasas presentes en ellos. Los ensayos realizados para cada
extracto no detectaron actividad proteolitica.

Actividad inhibitoria

La accion inhibitoria fue determinada por incubacién de los
extractos con cada una de las enzimas: tripsina y elastasa.

Las condiciones de obtencion de los extractos y %Al para
tripsina y elastasa incubadas con los diferentes extractos se
muestran en la Tabla 2.

Se observo que los preparados 3 y 4 obtenidos a partir de
A. satureioidehojas presentaron 40% de inhibicion de tripsina.

Elextracto 6 alcanzé un 56% de inhibicién de tripsina, sien-
do el de mayor grado inhibitorio delos preparados de B. trimera.

Los extractos 11y 12 de E. uniflora alcanzaron 75 y 80%
de inhibicidn de tripsina, y los extractos 9 y 10 obtenidos del
mismo material vegetal mostraron un grado de inhibicién
de tan solo 16%.

La accidn inhibitoria de los extractos 15y 16 de S. molle
fue de 80 y 92% para tripsina. Los extractos 13 y 14 tuvieron
una accién inhibitoria del 62 y 64%.

La extraccién en medio acuoso mostrd una menor inhi-
bicién en la mayoria de los vegetales en comparacion a la ex-
traccion etanolica, presentando E. uniflorala mayor diferencia
(60%). Esto podria deberse ala extraccion diferencial ejercida
por los solventes empleados, ya sea que se extraigan distintos
fitoquimicos o diferentes concentraciones de los mismos.

Para la inhibicion de elastasa se alcanz6 el mayor grado
de inhibicion (24- 28%) con los extractos preparados a partir
de E. uniflora (11 y 12) y S. molle (15 y 16). El resto de los
extractos no mostraron inhibicién de elastasa de significancia.

Se seleccionaron los extractos que presentaron para cada
material vegetal una alta capacidad inhibitoria de tripsina y
baja actividad para elastasa (extractos acuosos 6 y 14; extractos
etanolicos 4y 12).

Efecto del tiempo de incubaciéon
en la actividad inhibitoria para tripsina

Se estudio el efecto del tiempo de incubacion sobre la capaci-
dad inhibitoria de los extractos seleccionados a 37 °C, pH 7,2.

Ne Material vegetal Organo Solvente T(°C) | pH (extracto) | %Altrisiva | %Al grastasa
1 Agua 25 4,5 23 11
2 100 4,5 24 7

A. satureioidehojas Flores
3 25 4,5 40 8
Etanol
4 40 4,5 41 4
5 25 5,0 38 4
Agua
6 100 5,0 56 8
B. trimera Hojas
7 25 5,0 38 9
Etanol
8 40 5,0 37 11
9 25 4,0 16 9
Agua
10 100 4,0 16 8
E. uniflora Frutos
11 25 4,0 75 24
Etanol
12 40 4,0 79 28
13 25 4,0 62 13
Agua
14 100 4,0 64 9
S. molle Frutos
15 25 4,0 80 28
Etanol
16 40 4,0 92 28

Tabla 2. Condiciones de extraccion (solventes y temperaturas) y %Al de tripsina y elastasa de los extractos obtenidos a
partir de Achyrocline satureioidehojas (1- 4), Baccharis trimera (5- 8), Eugenia uniflora (9-12) y Schinus molle (13-16).
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La actividad inhibitoria de los extractos no vari6 alo largo de
los tiempos de incubacién ensayados (Gréfico 1).
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Grafico 1. %Al de tripsina vs tiempo de incubacién para el
extracto 4, 6, 12y 14.

Este resultado descartaria la accion de inhibidores irre-
versibles, los cuales se caracterizan por mostrar un continuo
aumento de la actividad inhibitoria a lo largo del tiempo. En
todos los casos se alcanz6 el maximo de actividad inhibitoria
alos 5 minutos.

Determinacion de IC,,
Se determino la concentracién de extracto vegetal que inhibe

el 50% de la actividad de tripsina. Los valores de IC,, de las
muestras seleccionadas se muestran en la Tabla 3.

Extracto | Material vegetal| Solvente |IC;,(uL)|IC;,(mg/mL)
A.

2 |satureioidehojas| agua 2,4 2.0X10-
(flores)

6 B trimera | oinol | 80 | 8.5X104
(hojas)

12 E uniflora 1 oonol | 40 1.1 X103
(frutos)

14 S. molle agua | 103 | 45X10+
(frutos) & ’

Tabla 3. IC,, de los extractos 2, 6, 12 y 14.

Los extractos acuosos de A. satureioidehojas y S. molle
presentaron los mejores valores de IC,, frente a los extractos
etanolicos estudiados.

Se selecciond el extracto 14 para realizar la caracterizacion
de la inhibicién de tripsina, dado que presentd las mejores
caracteristicas para ser utilizado en aplicaciones biotecnolo-
gicas (disponibilidad del material vegetal, extraccion en agua,
mayor capacidad inhibitoria de tripsina).

En los Graficos 2 y 3 se muestra la variacion en la ac-
tividad (V) de tripsina con distintas concentraciones de
extracto utilizando azocaseina y BAEE como sustrato. Se
trazo el diagrama de Dixon en cada caso. Los valores de IC,

determinados para el extracto 14 fueron de 4.5 X104y 2.7
X10-4 mg/mL, respectivamente.
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Grifico 2. Vde tripsina vs distintos volimenes de extracto
14. Diagrama de Dixon.
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Grifico 3. V, de tripsina vs distintos volumenes de extracto
14. Diagrama de Dixon.

Determinacion del tipo de inhibicion

Se traz6 el Diagrama de Lineweaver-Burk para tripsina en
ausencia de extracto inhibidor y con distintas concentraciones
de extracto (Grafico 4).

9000

8000

7000[ " - - - T

6000

2000
1000
0
0 5 10 15 20 25
1/BAEE (mM-1)
¢ ouL H 6uL A 10uL X 20 uL X 40 uL 60 uL

Grafico 4. Diagrama de Lineweaver-Burk para tripsina
inhibida con distintas cantidades de liofilizado de extracto 14.
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El Gréfico 4 muestra un comportamiento tipico de una
inhibicidén acompetitiva para el extracto 14. Al tratarse de una
inhibicion reversible, es esperable que la capacidad inhibitoria
sea independiente del tiempo de inhibicién una vez que se
alcanza el equilibrio, como se puede observar en el Grafico 1.

La adjudicacién de este tipo de inhibicién corresponde
al comportamiento del extracto en su conjunto y no a los
inhibidores aislados y purificados. Esto sefala la necesidad de
continuar con la purificacién y tipificacion de los inhibidores
aislados en estudios futuros.

Discusion

A partir de cuatro vegetales autéctonos se obtuvieron
extractos que presentaron diferentes propiedades con las
condiciones de extraccién. Las diferencias observadas en
las propiedades de los distintos extractos podria deberse a
la extraccion diferencial de componentes quimicos o a la
diferente concentracion de los mismos en cada extracto como
resultado de la combinacién de condiciones de extraccion.

Todos los extractos vegetales estudiados presentaron
actividad inhibitoria para tripsina y para elastasa, siendo
de mayor relevancia la capacidad inhibitoria para tripsina.
Frente a los resultados obtenidos, una potencial aplicacién
de estos extractos vegetales seria la acciéon como insecticidas
naturales, lo cual les significarfa un lugar en el mercado en
la protecciéon de cultivos. En particular los extractos acuosos,
debido a que son amigables con el medio ambiente.

De los materiales vegetales evaluados, S. molle ha mos-
trado ser el mas atractivo para produccién de preparados
de base natural con capacidad controladora de plagas que
afectan a cultivos.

Segun estudios anteriores, S. molle es una planta que
presenta actividad antifingica y antimicrobiana, principal-
mente en las hojas (Gundidza, 1993). Tiene importancia
etnobotanica, pues se la ha utilizado en el control de plagas
agricolas en varias oportunidades (Iannacone y Lamos,
2003; Silva, et al., 2005). También fue evaluada la actividad
insecticida de extractos de frutos de S. molle sobre larvas de
Cydia pomonella (Chirino, et al., 2001). Si bien en el trabajo
de Chirino (2001) la accidén insecticida no fue adjudicada
a ninguna familia de compuestos quimicos, los inhibidores
de proteasas serinicos podrian ser importantes candidatos
a ser considerados como responsables de algunas de estas
propiedades presentadas en S. molle. De acuerdo a los
datos existentes, la mortalidad en insectos podria deberse
especificamente a inhibidores de tripsina, lo cual provoca
una disminucion en la digestion en los animales patégenos,
dificultando o inhibiendo su normal desarrollo.

Conclusiones

Todos los extractos presentaron potencial de actividad inhi-
bitoria de tripsina pero solo algunos presentaron inhibicién
de elastasa. Fue seleccionado el extracto de S. molle obtenido
en solvente acuoso a 100 °C para realizar la caracterizacién
de la inhibicion de tripsina. El IC50 del extracto inhibidor
para tripsina utilizando el sustrato Azocaseina fue de 109 uL
y con BAEE como sustrato, de 63 uL. La accion inhibitoria
del extracto presentd un comportamiento tipico de una in-
hibicién acompetitiva.
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Resumen

La energia solar es la fuente de energia mas promisoria del futuro. La conversion directa de luz solar en energia
eléctrica mediante el uso de celdas solares posee muchas ventajas sobre los métodos usados en la actualidad, debido
a que no genera desechos o contaminantes.

En particular, las celdas solares sensibilizadas con pigmentos (DSSC) o celdas de Graetzel representan una alter-
nativa a las convencionales celdas solares de silicio. En las tltimas tres décadas han atraido considerable atencion
como una forma de producir celdas fotovoltaicas de bajo costo dada la posibilidad de alcanzar con ellas una alta
eficiencia de conversion (de aproximadamente 12%) y su alto rendimiento durante periodos de luz prolongados
e incluso en condiciones de stress térmico.

En este trabajo se evaltian pigmentos de origen natural, la mezcla de antocianinas provenientes de la flor del ceibo,
como sensibilizadores de estas celdas. Se utilizan medidas de absorbancia UV-visible, voltamperometria ciclica y
espectroscopia de impedancia electroquimica como forma de caracterizacion.

Palabras clave: Antocianinas, sensibilizadores, DSSC.

Abstract

Solar energy is the promising font of the future. Direct conversion of solar light into electricity using solar cells
has many advantages, arising from the fact that does not generate contaminants or waste.

Particularly, dye sensitized solar cells (DSSC) or Graetzel cells represent an alternative to conventional silicon ones.
In the three last decades DSSC have attracted great attention because of their low cost, the achievement of high
efficiency conversion (12%), and good yields during prolonged light periods and under thermal stress.

In this work, a mixture of natural dyes, anthocyanins from ceibo flower, is evaluated for their use as sensitizers.
UV-visible measurements, cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy are used to charac-
terize these dyes.

Keywords: Anthocyanin, sensitizers, DSSC.

Introduccion

La obtencién de energia a partir de recursos fésiles genera
problemas relacionados con la limitada disponibilidad de los
mismos y las desastrosas consecuencias ambientales de su
uso masivo. Esto ha llevado a un aumento en el interés por
el desarrollo de fuentes alternativas de energia renovables
que sean capaces de satisfacer la demanda global energética.
Entre las fuentes de energia posibles, la solar es la mas pro-
misoria del futuro, ya que la conversion directa de luz solar
en energia eléctrica mediante el uso de celdas solares posee
muchas ventajas sobre los métodos usados en la actualidad,
debido a que no genera desechos o contaminantes.

La produccidn de energia fotovoltaica se ha duplicado
cada dos anos desde 2002, haciendo de este el sector energé-

tico que mas rapidamente crece. Afortunadamente, Uruguay
presenta niveles de radiacion solar considerables, lo cual le
otorga un atractivo adicional al uso de estas celdas (Abal, et
al,, 2011). Con respecto a la legislacién, nuestro pais cuenta
con grandes avances en su marco juridico, con normas apro-
badas que contribuyen a la reglamentacion ambiental. En
referencia al marco energético, el Poder Ejecutivo ha aprobado
que el 50% de la energia generada en el pais debe provenir de
fuentes renovables a 2015, incluyendo un 25% proveniente de
energias no convencionales (Uruguay, 2000; Uruguay, 2010).
Sin embargo, los altos costos de estas tecnologias contindan
siendo un problema dificil de afrontar.

En ese contexto, las celdas solares sensibilizadas con
pigmentos (conocidas como celdas de Graetzel o DSSC)
han atraido considerable atencién en las ultimas tres
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décadas como una forma promisoria de tecnologia para
producir celdas fotovoltaicas de bajo costo. Asimismo, estas
celdas alcanzan una alta eficiencia de conversion (las mas
eficientes alcanzan valores de un 12%), y tienen un alto
rendimiento durante periodos de luz prolongados e incluso
en condiciones de stress térmico (Gao, et al., 2008; Cao,
et al.,, 2009; Chen, et al., 2009; Wang, et al., 2010; Yella, et
al., 2011; Bisquert, et al., 2004).

Una celda DSSC tipica contiene en el corazén del sistema
una pelicula de material semiconductor mesoporoso nano-
cristalino (en general TiO,, forma anatasa) cubierta con una
monocapa de pigmentos coloreados capaces de sufrir pro-
cesos de transferencia de carga adsorbidos a la superficie del
semiconductor. El semiconductor se deposita sobre un éxido
transparente conductor (electrodo de FTO 0 de ITO), a través
del cual se ilumina la celda, y se pone en contacto con una
solucion de electrolito que contiene una cupla redox (I-/1;").
El circuito se cierra con un electrodo de platino o carbono
(Bisquert, et al., 2004; Ito, et al., 2007).

Al producirse la fotoexcitacién del pigmento por la luz
solar, el electrén es inyectado haciala banda de conduccién del
semiconductor, moviéndose posteriormente hacia el sustrato
de FTO o ITO. La regeneracion del pigmento oxidado por
reduccion del mismo ocurre en el electrodo auxiliar, donde
la cupla ioduro/tri-ioduro del electrolito aportalos electrones
necesarios. Esto ademas previene la recaptura del electron de
la banda de conduccién por el pigmento oxidado. El circuito
se completa con la migracién de electrones a través de los
conectores externos.

En suma, el dispositivo genera energia eléctrica a partir
de la luz solar sin sufrir ninguna transformacién quimica
permanente.

El TiO, es un semiconductor que posee una brecha
energética ancha entre las bandas de valencia y de conduc-
tividad, de ca. 3 eV, dependiendo de la estructura cristalina
que adopte (3.0 eV para el rutilo y 3.2 eV para la anatasa).
Esto le permite una absorcion optica en la region del UV (por
debajo delos 400 nm) que representa apenas un 10% del total
del espectro solar. Todo material que posea una brecha mas
angosta y, por lo tanto, absorba en el visible o la region del
infrarrojo puede usarse para sensibilizar materiales de TiO,.
Asi, varios materiales sensibilizadores pueden ser usados con
este fin, como los semiconductores inorganicos con brechas
mas angostas, metales y complejos metalicos (Imahori, et al.,
2006; Scott, et al., 2007; O’Reagan, et al., 2007; Klahr, et al,,
2009), y pigmentos organicos (Howie, et al., 2008; Fukuri, et
al., 2006) sin despreciar los pigmentos de origen natural que
también han sido muy estudiados (Calogero, etal., 2012; Hao,
et al., 2006; Zhou, et al., 2011; Li, et al., 2013; Calogero y Di
Marco, 2008; Al-Bat hi, et al., 2013).

Para ser eficiente, el pigmento debe tener un coeficiente
de extincién molar alto y un rango espectral ancho que le
asegure la capacidad de absorber luz en el visible asi como
en el IR cercano. En segundo lugar, el potencial redox del
pigmento debe ser suficientemente mayor que el valor de la
banda de conduccion del TiO, para que sea posible el proceso
de transferencia de electrones.

Por tltimo, estos pigmentos deben presentar grupos fun-
cionales capaces de unirse al TiO, a través de interacciones
covalentes, electrostaticas, enlaces por puente de hidrogeno
o por fuerzas de van der Waals. La mayoria de los pigmentos
usan para este fin sus grupos funcionales carboxilos e hidroxi-
los (Brumbach, et al., 2009).

Los pigmentos naturales constituyen una alternativa
atrayente como fotosensibilizadores en celdas de Graetzel
debido a su bajo costo y a la abundancia del recurso, lo que
muestra a estas celdas como una opcidn atractiva en paises
con economias emergentes como el nuestro. Se han repor-
tado trabajos con pigmentos naturales donde se alcanzan
eficiencias nada despreciables de hasta un 2%, pero donde
los costos de las mismas y su estabilidad compiten con las de
mayor eficiencia (Grétzel y Zakeeruddin, 2013; Yum, et al,,
2012; Dwived,i, et al., 2013; Ito, et al., 2011).

Varios pigmentos han sido extraidos a partir de flores,
hojas y frutas para ser utilizados en celdas solares de tipo
DSSC, como las antocianinas, las clorofilas, las xantofilas, los
flavonoides y los carotenos. Algunos de ellos presentan altos
coeficientes de extincién (1051 mol-icm1), lo que les confiere
interesantes caracteristicas para su uso como sensibilizadores
(Calogero, et al., 2012).

Lo que se plantea en esta propuesta es la extraccion y carac-
terizacion de las antocianinas provenientes de la flor del ceibo
(Erythrina crista-galli), rica en este tipo de flavonoides (Yum,
et al., 2012; Mitscher, et al., 1988; Mio y Ferraro, 2002). Las
antocianinas son responsables del color rojo caracteristico de
esta flor, con un méximo de absorbancia a 530 nm (Scogin, 1991;
Mazza and Miniati, 1993). Son compuestos polifénolicos que se
encuentran en la naturaleza en forma de glicdsidos y presentan
grupos OH responsables de la union con el TiO, (Scogin, 1991;
Mazza y Miniati, 1993). En esta flor en particular se encuentran
mayoritariamente tres clases de antocianinas: cianidina 3-so-
forésido, cianidina 3-glucésido y pelargonidina 3-glucosido
(Scogin, 1991), cuyas estructuras se observan en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura de antocianinas presentes
en Erythrina crista-galli: cianidina 3-soforésido
(izquierda), cianidina 3-glucésido (derecha).

También se evalu6 la estabilidad de las antocianinas frente
a varios parametros fisicos y quimicos a los cuales se encon-
traran expuestas al ser parte de la celda, entre ellos la tempe-
ratura y los componentes del electrolito (Nal y etilenglicol).

Finalmente, se procedié al armado de celdas de tipo
«sandwich», determindndose por espectroscopia de impe-
dancia electroquimica sus cambios en el comportamiento
en presencia y en ausencia de luz.

Materiales y Métodos

Extraccion de antocianinas

Se utilizaron hojas de Erythrina crista-galli. Para obtener
el extracto de antocianinas, 2 g de material vegetal seco
fueron mortereados con 10 mL de etanol 95% a tempera-
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tura ambiente. Luego de filtrar el extracto, se volvid a tratar
con 5 mL de solvente en iguales condiciones. Los filtrados
fueron reunidos y llevados a sequedad bajo corriente de
nitrégeno. La concentracidn total de antocianinas de los
extractos utilizados en los estudios se determiné de acuer-
do a Ay, - (0,25%A;;), que compensa la contribucion de
clorofila a la absorbancia a 530 nm (Rabino y Mancinelli,
1986; Akond, 2011).

Caracterizacion de los pigmentos

Se realiz la caracterizacion por voltamperometria ciclica de
la mezcla de antocianinas (extracto 95% etanol) a una con-
centracion de 0,1 mg/mL. Se utiliz6 un electrodo de trabajo
de Au-pc (policristalino, 0,0707 cm? de drea geométrica), un
electrodo de referencia de Ag/AgCl (E = 0,195 V vs. ENH)
y grafito como electrodo auxiliar. El electrolito soporte fue
NaClO, 0,05 M o mezcla al 50% con etanol, y se aplicaron
rutinas a diferentes velocidades de barrido de potencial si-
tuadas entre 0,01 y 0,1 Vs-..

La estabilidad térmica de las antocianinas fue evaluada
en un rango de temperatura de entre 25 °C y 90 °C a través
de medidas de absorbancia a 530 nm, siguiendo la variacién
en los valores medidos. Para los estudios de estabilidad con
respecto al Nal (0 M-3 M) y al etilenglicol (mezclas en etanol
dentro del rango 0% a 40%) también se efectuaron medidas
de absorbancia a igual longitud de onda.

Caracterizacion
electroquimica de la celda

Se armaron celdas de tipo «sdndwich», utilizando un
electrodo de FTO (fluorine doped tin oxide) conteniendo
al semiconductor y al pigmento como electrodo de tra-
bajo, y como electrodo auxiliar FTO cubierto de grafito.
El pigmento fue depositado por adsorcion sobre el TiO,
nanoestructurado obtenido por aplicacion directa de la
pasta comercial (Degussa P-25) por doctor blade sobre el
electrodo de vidrio conductor. El circuito se completé co-
locando entre ambos electrodos el etilenglicol conteniendo
la cupla redox I-/1,-(Smestad, 1998).

Una vez armada la celda, se procedid a su control por
medidas de impedancia electroquimica, realizadas tanto en
presencia de luz como en oscuridad. Estas medidas se realiza-
ron en un rango de 0 a 700 mV, a frecuencias comprendidas
entre 100 mHz y 3 MHz.

Resultados

Caracterizacion
electroquimica de los pigmentos

Con respecto a la caracterizacion electroquimica, se realiza-
ron los perfiles voltamperométricos para el Au-pc en electro-
lito soporte NaClO, 0.05 M; en NaClO, 0.05 M y etanol 95%
en iguales volimenes; y en presencia de las antocianinas del
ceibo en mezcla etanol 95%-NaClO, 0.05 M. Grandes cambios
fueron observados en los perfiles voltamperométricos en pre-
sencia de las antocianinas con respecto a los perfiles obtenidos
en electrolito soporte. En ellos se observa una contribucién
anoddicaa 1.3 V con su pico catddico correspondiente en 0.6 V,

que no se encontraba presente en los perfiles provenientes del
electrolito soporte o del etanol (Grafico 1).
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Grafico 1. Voltamperogramas de Au-pc en presencia
del pigmento de ceibo (en etanol 95%) y electrolito
soporte NaClO, a diferentes barridos de potencial.

Estudios de estabilidad

Los estudios de estabilidad se hicieron siguiendo el compor-
tamiento a 530 nm, longitud de onda en que las antocianinas
presentan un maximo en el valor de absorbancia (Gréfico 2).

Con la temperatura se observaron dos situaciones: una
primera regién donde se observa un aumento en los valores
de absorbancia al incrementar la temperatura desde 25 °C a
60 °C, y una segunda region, correspondiente a las temperatu-
ras mas altas, donde los valores de absorbancia son similares,
como se observa en el Grafico 3.
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Grafico 2. Espectro de absorbancia de una solucién
conteniendo una mezcla de antocianinas extraidas
con etanol a partir de la flor del ceibo.
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Respecto a la estabilidad del pigmento frente al Nal, se
observé un aumento en los valores de absorbancia a 530 nm
al incrementar la concentracién de Nal desde 0 M a 3,0 M
(Gréfico 4).

Frente al etilenglicol, no se obtuvieron cambios signi-
ficativos en los valores de absorbancia al incrementar el
porcentaje del mismo.
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Grifico 3. Evaluacion del comportamiento de
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Grafico 4. Evaluacion del comportamiento de
antocianinas frente al incremento de Nal.
Estudios de impedancia
Los resultados obtenidos por impedancia para las celdas
que contienen el pigmento de color rojo fueron analizados

utilizando un circuito como el que se muestra en la Figura 2
(Frabregat-Santiago, 2005).

R1 R2 w1 R3
—Ws —
a 2
— —

Figura 2. Circuito equivalente para una celda DSSC.

En este modelo los elementos R2 y C1 representan los
procesos de transferencia de carga que ocurren sobre el
electrodo de trabajo, mientras que R3 y C2 representan lo
que ocurre sobre el electrodo auxiliar.

Analizando los valores medidos de acuerdo a este circuito,
se pudo observar una gran disminucion (a aproximadamente
un valor final que representa el 1% del inicial) en los valores
de R2 y una duplicacién en los valores de la C1, al pasar de
condiciones de oscuridad a condiciones de iluminacién (con
lampara de led, potencia de 100 watts).

Esto puede apreciarse en forma muy clara al comparar
los perfiles de impedancia medidos en ambas condiciones
(Griéfico 5).
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Grifico 5. EIS de la celda armada en oscuridad (rojo)
y en presencia de luz (negro).

E,jjicado = -0.467 V, grafito como electrodo auxiliar.
Discusion
Caracterizacion

electroquimica de los pigmentos

Como se mencionara en la seccion previa, en los voltampero-
gramas obtenidos en presencia de la mezcla de antocianinas
se observa una contribucién anddica a 1.3 V, con su pico
catddico correspondiente a 0.6 V. De acuerdo ala bibliografia
corresponderian al comportamiento redox de los grupos
OH de las antocianinas en un proceso que tiene lugar en
dos etapas. El OH se adsorbe a la superficie del electrodo
de trabajo para luego oxidarse a potenciales mas altos. La
adsorcidn de estos grupos funcionales ocurre a potenciales
mas bajos que la del etanol, inhibiendo la oxidaciéon del
solvente (Kremer, et al., 2008).

Un potencial de oxidacién de 1.3 V es un valor adecuado
para el uso de las antocianinas como sensibilizadores dela cel-
da, ya que permitirfa, por un lado, la transferencia electrénica
hacia el semiconductor de TiO, y, por otro, su regeneracion
por la cupla presente en el electrolito (Enciso, et al., 2013).

Estudios de estabilidad

El incremento de la absorbancia con la temperatura se
debe a la interaccion electrostatica planar en los grupos
cromoforo de las antocianinas, fenémeno denominado
copigmentacion. El i6n flavilio es casi planar y muestra
una deslocalizacion electrénica que se extiende por todo el
grupo cromoforo, y es el responsable de la copigmentacion
(Rustoni, et al., 2012).

Posteriormente, a partir de 60 °C el fenémeno de co-
pigmentacién ya no ocurre y por tanto se observa una
meseta en los valores de absorbancia. Asimismo, no ocurre
la degradacion del pigmento en el rango de temperaturas de
60 °C a 90 °C, reaccion en la que las antocianinas devienen
en chalconas, las cuales son incoloras. Dado que luego de la
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exposicion a altas temperaturas no se observan pérdidas en
la intensidad del color del pigmento, puede afirmarse la gran
estabilidad térmica de las antocianinas del ceibo.

El aumento en los valores de absorbancia al incrementar
la concentracion de Nal se debe a que el cation Na+ puede
formar complejos con las antocianinas que contienen grupos
hidroxilos en el anillo fenélico y de esta manera incrementar
la intensidad de color del pigmento.

Por lo tanto, en las condiciones de armado de una celda, las
antocianinas muestran un excelente comportamiento frente a
su posible uso como sensibilizadores, ya que su capacidad de
absorber laluz no se ve afectada por la presencia del solvente,
la cupla o el aumento de temperatura.

Estudios de impedancia

Las medidas electroquimicas usando esta técnica permiten
evaluar los cambios asociados a la transferencia de electrones
que ocurren en una celda de tipo DSSC en funcionamiento.
Si una celda contiene los componentes adecuados, es decir,
contiene un sensibilizador capaz de transferir electrones al
ser excitado por la luz, y luego es capaz de regenerarse a tra-
vés de la cupla I-/1;;, esto debe verse a través de los cambios
observados en presencia de luz en los valores de resistencia y
capacidad de los elementos del circuito equivalente utilizado
para modelar la celda.

El comportamiento observado en la celda en condiciones
de luz respecto a las medidas realizadas en oscuridad esta de
acuerdo a lo esperado: si el pigmento es capaz de transferir
electrones al semiconductor luego de ser excitado con la luz,
la resistencia de transferencia de carga debe disminuir.

Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos por voltamperometria
ciclica se determiné que la transferencia electronica desde el
estado excitado del pigmento de la flor del ceibo (Erythrina
crista-galli) a la banda de conduccién del semiconductor
podria ser posible, por presentar un potencial de oxidacién
suficientemente alto con respecto al TiO, (0.53 V) (Gao, et
al.,, 2008). Este hecho, asi como la regeneracion del pigmento
por la cupla, se verifico con las medidas de impedancia elec-
troquimica al utilizar este pigmento como sensibilizador en
el armado de una celda DSSC.

Asimismo, las antocianinas presentes mostraron una bue-
na estabilidad frente a los diferentes parametros a los cuales
estan expuestas al formar parte de la celda: la temperatura, el
soluto (Nal) y el solvente (etilenglicol) del electrolito.

En resumen, el pigmento proveniente de la flor del ceibo
constituye un buen sensibilizador debido a su absorbancia
en el visible, a su estabilidad frente a parametros fisicos y
quimicos, asi como a su gran flexibilidad en la adaptacion a
nivel molecular, asi como alos grupos funcionales que posee
y que le permiten su anclado al semiconductor.
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