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Resumen

Con este trabajo se pretende colaborar en el desarrollo de la tecnologia para la transformacion de materiales lignocelulési-
cos en bioetanol mediante un proceso eficiente y econémicamente rentable que facilite su implementacion a nivel industrial.
En un sistema de fermentacion sélida se trataron residuos de la industria forestal mediante un procedimiento en dos etapas.
Primero se inocul6 el material con microorganismos que presentan actividad ligninolitica (Tramentes versicolor y Pleuro-
tus ostreatus) y luego con microorganismos con actividad celulolitica (Trichoderma reesei).

Para evaluar los resultados se determind el contenido de aziicares fermentables, donde pudo observarse que las muestras
tratadas con hongos mostraron un mayor contenido al ser comparadas con muestras sin tratar. Otros parametros evalua-
dos fueron el ADF y el NDF, los cuales descendieron en el material tratado, manifestando una probable predigestion.

Se realizaron medidas de absorbancia a longitudes de onda entre 200nm y 400nm para evaluar los productos de degradacién
de lignina, observindose un aumento en las muestras tratadas. Para evaluar la efectividad del tratamiento se realizaron
sacarificaciones enzimaticas sobre el material tratado y el material sin tratar, determinindose luego por DNS los azicares
reductores obtenidos. El resultado determiné que con el tratamiento se obtuvo un aumento en los aziicares del 45 %.

El aumento en los rendimientos obtenidos permite considerar su utilizacion como metodologia de presacarificacion de bajo
costo. Se considera promisoria la aplicabilidad del proceso y debido a la variabilidad obtenida se seguira trabajando en su
optimizacién.

Palabras clave: residuos lignocelulésicos, microorganismos ligninoliticos, sacarificacion enzimatica, aziicares reductores.

Abstract

This work intends to collaborate in the development of the technology needed to transform lignocellulosic materials into bioetha-
nol through a process that is both efficient and profitable so it can be deployed in the industry. In a system of solid fermentation,
waste from the forestry industry was treated in a two stage process. At first, the material was inoculated with microorganisms
that present ligninolytic activity (Tramentes versicolor y Pleurotus ostreatus) and then with microorganisms with cellulolytic
activity (Trichoderma reesei). To assess the results, the fermentable sugars content was determined, and the samples treated with
fungi showed a higher content than the untreated ones. Other parameters took into consideration where the ADF and the NDF,
which were lower in the treated material, showing a plausible predigestion. Some measures of absorbance at wavelengths in
between 200nm and 400nm were made to assess the products from the lignine degradation and it showed an increase in the
treated samples. To assess the effectiveness of the treatment, enzymatic sacarifications were done on both treated and untreated
material and the reductor sugars were later measured through DNS. As a result, an increase of 45 % was found in the treated
samples. The high performances obtained allows us to consider it as a low cost presacarification methodology. The applicability
of the process appears to be promising and because of the high variability of the results there will be further work done in its
optimization.

Keywords: lignocellulosic materials, ligninolytic microorganisms, enzymatic sacarifications, reductor sugars.

Introduccion

biocombustibles, entre ellos el bioetanol, y entre las materias primas
los residuos de la industria forestal como aportadores de celulosa y

La busqueda de combustibles sustitutos del gasoil y la gasolina
para lograr la autosuficiencia energética y la independencia de
precios del petréleo se ha transformado en una meta para varios
paises que promueven el desarrollo industrial sustentable. Ademas, el
calentamiento global de la atmosfera, la emision de gases de efecto
invernadero y las catastrofes ambientales producidas a partir de
derrames de hidrocarburos han motivado atin mas la exploracion de
fuentes de energia alternativas.

Dentro de este contexto aparecen como una gran oportunidad los

azucares fermentables.

En contraste con lo que ocurre en la conversion de maiz a etanol,
la ruta que involucra la conversion de celulosa a etanol implica poca
o ninguna contribucion a la emision de gases de efecto invernadero
(Demain, 2005).

La lignocelulosa es el componente principal de las plantas lefiosas
y no lefiosas y representa la fuente principal de materia organica
renovable. Grandes cantidades de “residuos” lignoceluldsicos son
generados a partir de las practicas agricolas y forestales que se
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transforman en un problema de polucion ambiental. Lamentablemente,
gran parte de los residuos lignoceluldsicos se disponen para su
quemado, lo cual no se restringe Unicamente a los paises en vias de
desarrollo, sino que se considera un fendémeno global (Levine, 1996).
Sin embargo, las grandes cantidades de biomasa residual de plantas
consideradas como “desecho” podrian potencialmente convertirse en
productos con valor agregado, incluyendo biocombustibles, quimicos,
fuentes de energia econdmica para fermentacion, alimentacion animal
mejorada y nutrientes humanos.

Los residuos lignoceluldsicos estan compuestos por lignina,
hemicelulosa y celulosa. Debido a la complejidad de disolver la lignina
sin destruirla, su estructura quimica exacta es dificil de dilucidar.
La lignina esta unida a la hemicelulosa y a la celulosa formando un
sello fisico alrededor de estos dos componentes, lo que genera una
barrera impenetrable a soluciones y enzimas. Una de las problematicas
existentes es como deslignificar y predigerir la celulosa en forma
eficiente y econoémica, lo cual luego permita hidrolizar y fermentar
efectivamente.

De los tres componentes, la lignina es la mas recalcitrante a la
degradacion, mientras que la celulosa es mas resistente a la hidrolisis
que la hemicelulosa. Tanto métodos de hidrdlisis acidos (Nguyen,
1993), como alcalinos (Chahal, 1992) han sido utilizados para
degradar lignina. La optimizacion de pretratamientos quimicos y
fisicos para fuentes especificas de biomasa es un campo de creciente
interés (Ragauskas, 2006). Para muchos procesos las enzimas
son preferidas a los procesos acidos o alcalinos, ya que producen
biocatalisis especificas, pueden operarse en condiciones menos
extremas, no generan productos indeseados y son amigables con el
medio ambiente.

Una herramienta importante para reducir el costo de esta
depolimerizacion es el pretratamiento de estos lignoceluldsicos para
lograr una matriz biomasica mas accesible a las enzimas. Los beneficios
de estos pretratamientos estan unidos a los recientes esfuerzos en
investigacion que han reducido los costos de las celulasas.

Uno de los pretratamientos bioldgicos utilizados es la fermentacion
en estado solido (SSF). Otras estrategias para el bioprocesamiento
de la lignocelulosa incluyen tratamientos anaerobicos, composteo,
produccion de proteina unicelular para alimentacion animal de
rumiantes y el cultivo de hongos (Smith, 1987).

La fermentacion en estado solido se caracteriza por la completa
o casi completa ausencia de liquido libre. El agua, esencial para la
actividad microbiana, esta presente en forma absorbida o complejada
con la matriz sélida y el sustrato (Canel y Moo-Young, 1980).
Estas condiciones de cultivo son adecuadas especialmente para el
crecimiento de hongos, debido a que crecen en cantidades de agua
relativamente bajas. Las SSF son practicas para sustratos complejos
que incluyen residuos agroindustriales, forestales y del procesamiento
de alimentos y desechos utilizados como fuente de carbono para la
produccion de enzimas lignoceluloliticas.

E1 SSF es un proceso atractivo para producir enzimas microbianas
utilizando materiales lignoceluldsicos provenientes de desechos
agroindustriales, debido al bajo capital de inversion y al bajo costo
operativo (Chahal, 1996; Haltricht, 1996; Jecu, 2000). Este proceso,
por lo tanto, seria ideal para los paises en vias de desarrollo.

El objetivo primario de los tratamientos de los lignoceluldsicos por
las diferentes industrias es el acceso potencial a la celulosa incrustada
en la matriz de lignocelulosa (Malherbe, 2003). Estos establecen que
la combinacion de la tecnologia de la SSF con la habilidad de un
hongo apropiado para degradar lignina selectivamente hara posible
la implementacion a escala industrial de biotecnologias basadas en
lignocelulosa.

Las especies del género Pleurotus presentan una serie de
propiedades organolépticas y nutrimentales, asi como una reconocida
capacidad biodegradativa. Tienen capacidad de secretar diversas
oxidasas y fenoloxidasas, lo que le permite crecer en sustratos que
contienen lignina y compuestos fenolicos.

Los hongos de la pudricion blanca como Phanerochaete
chrysosporium o  Pleurotus ostreatus, pertenecientes a los
basidiomicetes, y el hongo de podredumbre parda Gloeophyllum

trabeum son los mas eficientes degradadores de lignina (Gold y Alic,
1993). La ruptura de lignina se produce a través del uso de una familia
de enzimas extracelulares 1lamadas colectivamente “ligninasas”. Dos
familias de enzimas ligninoliticas juegan un rol clave en la degradacion
enzimatica: fenol oxidasa (lacasa) y peroxidasa (Lignina peroxidasa)
(LiP) y manganeso peroxidasa (MnP) (Krause, 2003; Malherbe y
Cloete, 2003).

Estos hongos también producen enzimas extracelulares capaces
de hidrolizar la celulosa. El complejo celulolitico incluye tres tipos de
enzimas: la endo-B-1,4-glucanasa, la exo-f-1,4-glucanasa y la p-1,4-
glucosidasa. El hongo mas estudiado a nivel piloto es Trichoderma
reesei.

Las celulasas y las hemicelulasas tienen numerosas aplicaciones
y potencial biotecnologico para la industria quimica, de combustibles,
de alimentos, de bebidas, textil, pulpa y papel (Bhat, 2000; Sun y
Cheng, 2002).

La reduccion de costos en el bioprocesamiento se lograra por una
combinacion de los tratamientos que involucran pretratamientos y
utilizacion de celulasas y hemicelulasa con otros pasos del proceso.
Se ha propuesto una combinacion en la produccion de enzimas con
los pasos de fermentacion mediante microorganismos modificados
capaces de producir celulasa y fermentacion alcohdlica, lo cual podria
proveer de una liberacion de la mezcla optima de enzimas hidroliticas
especificas. En general, la fermentacion de una mezcla de hexosas
y pentosas es ineficiente, debido a que no se ha encontrado ningin
organismo que pueda convertir todos los azucares en etanol con altos
rendimientos.

Durante mas de 50 afios una de las principales areas de
investigacion de la biotecnologia de lignocelulésicos ha sido conducida
por la necesidad de aislar e identificar microorganismos que fueran
productores de nuevas enzimas lignoceluloliticas. Desde la perspectiva
de aplicacion, el interés se ha focalizado ademas en encontrar enzimas
que pudieran romper la lignocelulosa rapidamente, pero también que
pudieran soportar pH, temperatura y agentes inhibitorios mas exitosos
dependiendo de la intencion de la aplicacion.

Uno de los desafios que plantea la biotecnologia de lignocelulosicos
es, por tanto, lograr la deslignificacion a gran escala con objeto de
liberar la celulosa para su utilizacion como fuente de azucares
fermentables. Los azlicares generados a partir de los lignocelulosicos
son una mezcla de hexosas (glucosa) y pentosas (xilosa y arabinosa).
Las hexosas pueden facilmente ser fermentadas a etanol empleando
cepas industriales de S. cerevisiae. Sin embargo, no se han encontrado
variedades Saccharomyces que puedan fermentar pentosas como
xilosas a etanol, ni otros organismos que combinen todas las
caracteristicas industriales relevantes requeridas para la fermentacion
efectiva de xilosa a etanol (Attfield y Bell, 2006).

Los pretratamientos de los lignoceluldsicos permiten mejorar
la reactividad de los polisacaridos, reducir el tiempo de hidrolisis
(velocidad) y asi aumentar el rendimiento (Mosier, 2006).

Actualmente estan ocurriendo grandes avances en este sentido,
por medio de los microorganismos genéticamente modificados. Otro
desafio importante involucra la necesidad de entender y manipular la
tolerancia a etanol y azticares y la resistencia a potenciales inhibidores
generados en los tratamientos de presacarificacion.

Materiales y Métodos
Preparacion del sustrato

De acuerdo a los residuos forestales disponibles se ensayaron
diferentes mezclas para determinar aquella que permitiera un
adecuado crecimiento fungico incorporando el mayor contenido de
aserrin posible. La mezcla seleccionada consistioé en un 60 % de chips
de madera, 20 % de aserrin y 20 % de viruta.

Esta mezcla fue ensayada a dos escalas:

1. Escala banco: seis bandejas con 10 K cada una. Fueron rotuladas

de 1 a 6, la nimero 1 no fue inoculada inocular (blanco).

2. Escala campo: nueve cajones con 57 K cada uno.
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Inoculaciéon con hongos ligninoliticos

1. Escala banco: Se inocularon cinco bandejas (rotuladas de 2 a 6)
con 2 K de mezcla de partes iguales en peso de indculo de Trametes
versicolor y Pleurotus ostreatus crecido sobre semillas de trigo. Se
prepar6 otra bandeja en las mismas condiciones pero sin inocular
para que actuara como blanco (rotulada 1). Sesenta dias mas tarde se
inocularon con Trichoderma reesei crecido sobre semillas de trigo con
el fin de favorecer la sacarificacion final (Figura 1).

2. Escala campo: Se inocularon los nueve cajones con 3 K
de Trametes versicolor y 3 K de Pleurotus ostreatus crecido sobre
semillas de trigo. Pasados los tres meses se inocularon con 3 K de
Trichoderma reesei crecido sobre semilla de trigo con el fin de
favorecer la sacarificacion final.

Figura 1. Crecimiento fungico en el tratamiento de madera.

Seguimiento de la FSS

Para evaluar el tratamiento a escala banco se tomaron muestras en
diferentes dias y se realizaron las siguientes determinaciones:

1. Porcentaje de humedad, mediante secado a 65 °C hasta

lograr peso constante.

Para este ensayo, de las cinco bandejas tratadas en las mismas
condiciones se seleccionaron al azar la nimero 2 y la numero 5, en
tanto la numero 1 actiia como blanco. Para la toma de muestra, de cada
bandeja se realizé una mezcla de submuestras tomadas en las cuatro
esquinas y en el centro de cada una.

2. FDA (Fibra detergente acida). PEC QCO MPCC F 003 (*)
FDN (Fibra detergente neutra). PEC QCO MOCC F 004 (*)
Lignina. PEC QCO MPCC F 003 (%)

Para este ensayo, de las cinco bandejas tratadas en las mismas
condiciones se seleccionaron al azar la nimero 3 y la numero 6, en
tanto la numero 1 actiia como blanco. Para la toma de muestra, de cada
bandeja se realizé una mezcla de submuestras tomadas en las cuatro
esquinas y en el centro de cada una.

Las muestras fueron secadas y molidas de manera de obtener un
granulado homogéneo que permitiera obtener resultados comparables
en los duplicados realizados para cada muestra, no superando 1 % de
diferencia entre los resultados obtenidos.

Para ello se procedio a secar 100 g de cada muestra en estufa a
65 °C hasta peso constante y luego se molié en un molino martillo.

3. Analisis de azucares liberados luego de la sacarificacion

enzimatica de residuos de madera con y sin tratamiento. (*)

Se extrajeron al azar muestras de las bandejas ntimero 1, 2 y 3 del
borde y centro de cada bandeja, rotulandose 1, 2 y 3 a las extraidas
del borde de la bandeja (mezcla de las cuatro esquinas) y 1°, 2’y 3’
a las extraidas del centro. Se secaron las muestras en estufa a 65 °C

hasta peso constante. Se pesaron 2 g de muestra seca en un erlenmeyer
de 125 ml, se agregaron 25 ml de buffer acetato pH 4.8 y 5 ml de
una soluciéon de enzima celulasa (solucion con 20 g/l de enzima con
40.000u/g), lo que corresponde a 4000u de enzima.

Ademas, para verificar la actividad enzimatica en otro erlenmeyer,
rotulado “papel”, se pesaron 2 g de papel de filtro whatman N° 1 con
25 ml de buffer acetato y 5 ml de la solucion enzimatica. Todos los
erlenmeyers se mantuvieron en bafio de agua sin agitacion durante 6
hs. a 50 °C y luego se retiraron los recipientes a freezer para analizar
al dia siguiente su contenido en azlcares reductores por el método de
DNS.

Método de DNS: Se colocaron 0,4 ml del filtrado en un tubo de
ensayo y se agregaron 4 ml de reactivo DNS. Paralelamente se realizd
un blanco con 0,4 ml de agua destilada.

Se incubd a 100 °C durante 10 minutos y se midié absorbancia
relativa al blanco a 540 nm. Se realizd una curva de calibracion
utilizando soluciones de glucosa de 0,8, 1,6, 3,2, 4,8 y 6,4 mg/ml, las
cuales se prepararon a partir de una solucion estandar de 8 mg/ml.

(*) Para poder realizar estos ensayos las muestras fueron secadas
y molidas de manera de obtener un granulado homogéneo. Para ello
se procedié a secar 100 g de cada muestra en una estufa a 65 °C hasta
obtener peso constante y luego se molié en un molino martillo.

Para evaluar los resultados que podrian obtenerse con diferentes
concentraciones de enzima, se realizaron hidrolisis sobre la muestra
rotulada 2. Para esto se seco una muestra a 80 °C hasta peso constante
y se moli6 para conseguir tamafio homogéneo de particulas. Se
colocaron 5 g del material molido y 50 mL de agua destilada. El pH se
ajustd a 4,8 con solucion de HCI 10% (v/v). El tratamiento enzimatico
se efectud durante 6 hs. a 45 °C en bafio de agua con agitacion. Se
trabajoé con cuatro concentraciones de enzima diferentes: 80 u/ml,
120 u/ml, 160 u/ml y 200 u/ml para los 5 g de sustrato. Se realizaron
duplicados para cada concentracion ensayada.

4. Identificacion de productos de degradacion de lignina.

Se retiraron muestras de las seis bandejas. Para la toma de muestra,
de cada bandeja se realiz6 una mezcla de submuestras tomadas en
las cuatro esquinas y en el centro de cada una. A éstas se le agregd
una solucion de NaOH al 30 % en una relacion de 6 % (p/v). Se
mantuvieron durante 30 minutos a 30 °C con agitacion intermitente.

Para cada una de ellas se determinaron las absorbancias a longitud
de onda 254, 280, 310 y 354 nm.

5. Determinacion de azucares reductores a partir del proceso

realizado a escala de 57 K (campo).

Para evaluar una primera aproximacion de los resultados obtenidos
para un pequeiio aumento de escala, se realizé la determinacion de
azucares reductores a partir del proceso realizado a escala de 57
K (campo). Para ello se extrajeron muestras al azar de dos cajones
ensayados. En ambos se retird6 una muestra un mes después de la
inoculacion con Tramentes versicolor y Pleurotus ostreatus (1 'y 1A)
y una muestra luego de la inoculacion con Trichoderma reesei (2'y
2A). Se secaron las muestras en estufa a 65 °C hasta peso constante.
Se trabajo con una concentracion de enzima de 10.000 u.

Resultados

Los resultados se exponen en el mismo orden en el que fueron
presentados los procedimientos en la seccion Materiales y Métodos.

1. Los resultados correspondientes a la determinacion del
porcentaje de humedad se exponen en la Tabla 1. La humedad se
mantuvo en un rango entre 55 y 65 °C durante todo el proceso, lo cual
es adecuado para los requerimientos de los hongos empleados.
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Fecha de extraceiin N* de bandeja %% Humedad
[ia | | 9.8
2 57
5 58,9
[}a 30 1 65,3
2 63
5 63,8
[ 70 | 58
2 55
5 9.6
[¥a 85 1 65,6
2 fi.4
5 632

Tabla 1. Determinacion del % de humedad.

2. Los resultados correspondientes a FDA, FDN vy lignina se
expresan en la Tabla 2.

Bandeja | | Bandeja | | Bandefa3 | Bandeja 6

Prmrsira del dia 1) |irmuevia del dia &5 |iimuein dod dia BY jlimse i dol dia B5)

Lignina

{2/ 100 42 43 38 41
FIdA

Fibra delerzente

dcida (g/100g) T (] 6 55
P :

Fibra detergente

-]
i

74

newtra (g 100g) Al 83

Tabla 2. Determinacioén de lignina, FDA y FDN.

En los resultados no se observaron cambios significativos en el
parametro correspondiente a lignina. Debido a que podria inferirse una
tendencia a disminuir, se evaluaron los productos de degradacion de
lignina mediante la medida de absorbancias a longitudes de onda entre
200 y 400 nm (ver punto 6).

En el caso de FDA se observa una tendencia mas clara a la
disminucioén respecto al blanco, al igual que en la modificacion en
fibras totales FDN incluida la celulosa (posiblemente hidrolizada de
forma parcial).

3. Analisis de azucares liberados luego de la sacarificacion
enzimatica de residuos de madera con y sin tratamiento. Los resultados
de aztcares reductores obtenidos luego de la sacarificacion enzimatica
se seflalan en la Tabla 3.

Muestra Absorbancis #veel Concentracion Promedio
de glucosa (/1)

| 0,1797 1,516 1.27

I 01119 1,032

2 00,2489 2011 -

F i 0,0970 —_

3 0,2492 2,013

3 0,1851 1,555 1,86

Papel 11647 8,559

Tabla 3. Azlcares reductores obtenidos luego de la sacarificacion
enzimatica (la muestra Papel corresponde a un standard).

Ecuacion de la recta de regresion de la curva de calibracion con
glucosa:

A, =0,13987 [Glucosa] - 0,03240

R?>=10,99872

[Glucosa], = (0,1458+0,03240)/0,13987 = 1,2740 g/L
[Glucosa] = (0,2277+0,03240)/0,13987 = 1,8596 g/L

Pudo apreciarse que el rendimiento del tratamiento se encuentra
por encima del logrado sin tratamiento con hongos:

Rendimiento (%) = 1,8596x100/1,2740 = 146%

Este resultado indica que podria conseguirse un 46 % mas de
liberacion de azucares mediante el tratamiento de la madera con estos
hongos.

Los resultados obtenidos en la hidrolisis con mayores
concentraciones de enzima sobre la muestra rotulada 2’, se expresan en
la Tabla 4. Para esto se secd una muestra a 80 °C hasta peso constante
y se moli6 para conseguir tamafio homogéneo de particulas. Se
colocaron 5 g del material molido y 50mL de agua destilada. El pH se
ajustd a 4,8 con solucion de HCI 10% (v/v). El tratamiento enzimatico
se efectud durante 6 hs. a 45 °C en bafio de agua con agitacion.

Muestra [Unidades enzima A Clueosa (gi)

I '.mn-u ' (42 . .1.2. .

1A 4000 0,42 32

1 0 | 0S5y 4

A 6000 04 | 3.7

3 SO ||_.'-|? 16

3A | som0 0.55 42
[LULN] 0,59 4.4

44 1000 0,54 4.1

Tabla 4. Hidrélisis enzimatica del sustrato.

Se observa una tendencia al aumento de la glucosa liberada con
la concentracion de enzima. También se aprecia variabilidad en los
duplicados, probablemente inherente a la variabilidad del sustrato.
Esto nos indica que deben optimizarse las condiciones de la hidrolisis
para lograr los mejores resultados.

4. Determinacion de productos de la degradacion de lignina. Los
resultados obtenidos estan contenidos en la Tabla 5.

MUESTRA 334 310 & 280 n 254
Bandeja 1 0,2303 01,3744 03426 (163652
Bandejo 1 iaskesis 02165 0,3351 0.5I.3-5 06314
Bandeja 2 01,4066 6685 (,59502 11831
Bandeja 3 04132 06785 09506 1,1837
Bandeja 4 03024 05045 0,7247 {0,9056
Bandeju 5 0,470 0,713 1,0077 1,3620
|i.|ll|.|L"i.'I fs 00,3456 0,5743 0,8076 (1, 55154

Tabla 5. Absorbancias especificas de productos de degradacién de
lignina.

De los espectros realizados se ve un incremento en las absorbancias
a 354,310,280, 254 nm de las muestras con tratamiento. Este aumento
puede estar asociado al incremento en las mismas de compuestos
monomeéricos u oligoméricos de lignina degradada. Asimismo, puede
asociarse con procesos oxidativos de la lignina, lo cual permitiria
obtener mayor cantidad de estos compuestos.

5. Los resultados de la determinacion de azlicares reductores a
partir del proceso realizado a escala de 57 K (campo) se muestran en la
Tabla 6. Los aztlicares obtenidos en las muestras 1 y 2 son muy bajos,
pero aumentan claramente en las muestras 1A y 2A. Este aumento
podria deberse a que éstas ya estaban pretratadas, tanto para lograr
una deslignificacion (Tramentes versicolor y Pleurotus ostreatus)
como una presacarificacion (Trichoderma reesei). Este resultado hace
pensar también en la posibilidad de aumentar la escala del proceso sin
mayores dificultades.
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ldentificaciin

de b muestra Absorbancia |Glueosa] (21)
I 0,2056 0,49

2 0,2348 .55

I A 21344 4,20

2A 32860 642

Tabla 6. Azlcares reductores obtenidos luego de la sacarificacion
enzimatica (escala campo).

Conclusion

Es posible concluir que los residuos forestales evaluados en este
trabajo son utilizados como sustrato y modificados por los hongos
evaluados.

En general, las metodologias de hidrolisis de lignocelulosicos
a azucares fermentables utilizadas son quimicas o enzimaticas y
requieren instalaciones de planta con inversiones costosas.

El pretratamiento disefiado implica una manipulacién simple, lo
cual permite un escalado a nivel productivo sin grandes inversiones.
Esta propuesta permitiria obtener oligémeros de celulosa por una
presacarificacion en fermentacion semisolida.

Los resultados alcanzados hacen posible considerar que la
optimizacion de este proceso podria mejorar los rendimientos, con un
aumento en los azucares fermentables obtenidos.

El costo del pretratamiento es bajo y puede emplearse con un doble
proposito simultaneo: tratamiento de mejora de proceso y gestion del
residuo.

El sistema de fermentacion solida permite realizar un disefio de
tratamiento durante el estoqueo, mediante el cual se inocula el material
disponiéndolo en trincheras.

En el rendimiento a escala piloto, el resultado primario del aumento
del 46 % en azucares reductores podria indicar que de aplicarse este
tratamiento durante un tiempo mas prolongado se alcanzarian mejores
rendimientos y una mayor transformacion.

La conversion de estos azucares a alcohol por las tecnologias
tradicionales es ya bien conocida, al igual que sus rendimientos.

La optimizacion de esta metodologia permitird su utilizacion,
contribuyendo con el objetivo de lograr una mayor transformacion
de la biomasa lignoceluldsica. Se deberd seguir trabajando en la
conformacion consorcial de los agentes (hongos) y en los procesos de
extraccion de los azlicares y formulacion de una melaza comercial a
partir de madera. Estos son algunos de los nuevos desafios a considerar
para trabajos futuros.
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Resumen

El suero de queseria constituye un importante residuo de la industria lactea en Uruguay, por lo cual es importante encontrar al-
ternativas viables para su uso. En este trabajo se evalué el suero de queso como base para el desarrollo de un medio de cultivo de
la cepa probiotica nativa Lactobacillus paracasei HA9-2. Se ensayaron diferentes concentraciones de carbohidratos y se evalua-
ron los efectos del agregado de sales como sulfato de magnesio y manganeso, una fuente de nitrégeno y del prebiotico comercial
goma de acacia. A efectos comparativos se realizaron cultivos en MRS, medio especifico para bacterias lacticas.

Los resultados obtenidos indican que el suero de queso con una concentracion de carbohidratos de 70 g/l es un medio 6ptimo para
el desarrollo de esta cepa. Tanto el agregado de sales como de fuente de nitréogeno y prebiético producen mejoras importantes
en la biomasa. Pero en el balance de costos realizado, al comparar la formulaciéon del medio con el incremento de la biomasa
producida, se concluye que el suero de queso como unico componente es el 6ptimo para el cultivo de la cepa probidtica HA9-2.
Asimismo, se probo el efecto prebidtico de 1a goma de acacia sobre esta cepa.

Palabras clave: probidtico, prebiotico, suero de queso.

Abstract

The cheese whey is an important residue of the dairy industry in Uruguay, so it is necessary to find new viable alternatives for
its use. We evaluated the cheese whey as a base for the development of a probiotic native Lactobacillus paracasei HA9-2 strain
culture media. Several carbohydrate concentrations, salt effects as magnesium sulfate and manganese sulfate, a nitrogen source
and a commercial prebiotic addition as acacia rubber were assayed. Comparative assays in lactic bacteria commercial media
known as MRS were made. The results indicate that the cheese whey with 70 g/l of carbohydrates is an ideal media for the strain
development. The salt addition as well as the nitrogen source and commercial prebiotic addition improve and increase the bio-
mass. Finally, if we analyze the costs balance, and we compare the costs of the media and the increase of the biomass, we can
conclude that the cheese whey is the best for the HA9-2 probiotic strain as the only component of the media. The acacia rubber
prebiotic effect on this strain was also tested.

Keywords: probiotic, prebiotic, cheese whey.

Introd uccién su bioutilizacion para producir acido lactico por Lactobacillus casei
en un sistema de células inmovilizadas (Panesar et al., 2007).

Es sabido que los Lactobacillus son bacterias muy exigentes
en factores de crecimiento; son varios los trabajos que reportan la
inclusion en el medio de extracto de levaduras o lisado de proteinas,
sulfato de magnesio, sulfato de manganeso y vitaminas para mejorar la
produccion de acido lactico en suero (Panesar et al., 2007; Aeshlimann
y Von Stockar, 1990; Arasaratnam, Senthuran y Balasubrama-
niam, 1996).

También se ha reportado la produccion de acido lactico a partir de
lactosuero por varias especies de Lactobacillus, ensayando diferentes
concentraciones de suero entre 20 y 100 g/l en reactores operando en
modo batch y continuo, con diferentes aditivos, como extracto y sales,
y diferentes condiciones de agitacion (Serna y Rodriguez, 2005; Tango
y Ghaley, 1999a). Tango (1999b) ha descrito la utilizacion de suero de
queso para produccion de acido lactico por Lactobacillus helveticus en
condiciones batch con un control continuo de temperatura y pH para
lograr mejores rendimientos de biomasa y de acido lactico. El foco
de los estudios anteriores en el acido lactico radica en sus variadas
aplicaciones en la industria alimentaria, quimica y farmacéutica.

Macedo et al. (2002) han estudiado el efecto de suplementar el
medio en base a suero con sales y vitaminas para la produccion de

El suero de queso constituye un importante desecho de la industria
lactea. Si bien su composicion es variada y depende del tipo de queso
del que proviene, retiene hasta el 55 % de los nutrientes de la leche,
como la lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales (Panesar
et al.,, 2007). Por este motivo y por los importantes problemas de
contaminacién que genera su descarte como efluente —presenta un
indice de DBO (demanda bioldgica de oxigeno) de 5,20—, sus usos
alternativos constituyen un tema de investigacion activa (Zumbado,
Esquivel y Worng, 2006).

La utilizacién del suero como tal es un gran problema, por la
dificultad de su transporte y del mantenimiento de condiciones
microbiolégicamente aceptables, ya que es susceptible a la
contaminacion por bacterias, hongos y fagos (Zumbado, Esquivel
y Worng, 2006). Para solucionar esta dificultad, existen varias
empresas en nuestro pais que transforman el suero de queso en polvo.
Recientemente comenzaron obras en la empresa PILI para construir
una planta dedicada a procesar el suero de queso. Se espera que
procese 220.000 litros de suero por dia.

Uno de los aprovechamientos estudiados para el suero de queso es
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exopolisacaridos (EPS) por parte de Lactobacillus rhamnosus RW-
9595M, llegando a la conclusion que en el suero con sales y vitaminas
se lograban las producciones de EPS mas altas reportadas hasta la
fecha.

Se ha planteado la aptitud del suero de leche de cabra como
sustrato para el desarrollo de un producto fermentado probidtico con
Bifidobacterium bifidum y Lactobacillus acidophilus (Lomas de Ledn
y Rojas, 2005).

Mas recientemente, Zumbado et al. (2006) desarrollaron un medio
en base a suero de queseria para la produccion de biomasa por tres
levaduras (Klyveromices marxianus, Candide kefyr y Saccharomyces
cerevisiae), con el objetivo de produccion de proteinas para
alimentacion animal.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo de un medio en base a
suero de queseria para el cultivo de la cepa Lactobacillus paracasei
HA9-2. Es una cepa nativa, de origen humano, identificada como
Lactobacillus paracasei por ensayos moleculares y denominada
HA92 (Vazquez et al., 2007). Su cultivo en suero presenta la ventaja
de su adaptacion a un medio similar al de los productos en los cuales
es factible su incorporacion, entre ellos yogur y queso probidtico.

Debido a la importancia reportada por numerosos autores de la
presencia de sales en la conversion de glucosa a acido lactico por las
bacterias lacticas, se estudiaron distintas formulaciones de medios de
cultivo en base a suero de queso suplementado con sales (Panesar et
al., 2007; Waldir et al., 2007; Xu et al., 2006).

Materiales y Métodos

Cepa bacteriana

La cepa denominada HA-9, nativa, de origen humano, fue
identificada como Lactobacillus paracasei por ensayos moleculares.
La misma se encuentra en el Banco de Cepas del Laboratorio
Tecnolodgico del Uruguay, conservada a -20 °C en leche y glicerol.

Evaluacion de diferentes concentraciones de suero

Se realizaron dos pasajes en MRS de la cepa realizando cultivos
overnight en condiciones de microaerobiosis a 37 °C sin agitacion
para el desarrollo del inéculo de las fermentaciones. Se ajustd la
concentracion del indculo en 1,0x108 ufc/ml por espectrofotometria.
Se inocularon diferentes matraces de 500 ml al 1,0 % conteniendo 400
ml de suero de queso en concentraciones de carbohidratos de 20g/L, 50
g/Ly 70 g/L y MRS estéril. El suero de queso fue previamente tratado
térmicamente a 100 °C durante 30 minutos. Por tratarse de un medio
no translicido, su esterilidad se verificod por recuentos posteriores a
su incubacion a 37 °C durante 24 horas. Se condujeron ensayos por
duplicado. Se utilizaron como control matraces sin inocular. En los
cultivos se evaluaron las unidades formadoras de colonias a diferentes
tiempos por recuento en placa de MRS y en los medios en base a suero
la produccion de acidos organicos por titulacion con NaOH 0,1N.

Agregado de magnesio, manganeso, extracto de
levadura y prebiotico

Se realizaron fermentaciones en batch en diferentes medios:

i) suero de queso 70 g/l de carbohidratos;

ii) suero de queso suplementado con sulfato de magnesio hepta
hidratado 0.3 g/l y sulfato de manganeso tetra hidratado 0.03 g/1;

iii) suero de queso suplementado con sulfato de magnesio hepta
hidratado 0.3 g/I, sulfato de manganeso tetra hidratado 0.03 g/l y
extracto de levadura al 0.5 % p/v;

iv) suero de queso 70 g/l de carbohidratos suplementado con
prebidtico (Fibergum) al 0,5 % y al 1 % p/v. Se condujo un ensayo
por duplicado utilizando como blanco un matraz de cada uno de los
medios sin inocular.

El desarrollo del indculo y las fermentaciones se efectuaron de
la misma forma que en los ensayos anteriores. En los cultivos se
evaluaron las unidades formadoras de colonias a diferentes tiempos
por recuento en placa de MRS y el cambio de pH en el medio de
cultivo a lo largo de la fermentacion. El agregado de extracto de
levadura modifica el color del medio dificultando la determinacion
del punto final de la titulacion con NaOH, por lo que se realizaron
medidas directas de pH.

Evaluacion de diferentes valores de pH en el
desarrollo de los cultivos

Se realizaron fermentaciones en batch en suero de queso (70 g/L
de carbohidratos) a pH 5,0, 5,5 y 6,0. El pH, tanto en el control como
en los ensayos, fue mantenido utilizando HCI 10 N y NaOH 10N
esterilizados por filtracion. Los ensayos fueron seguidos por recuento

a diferentes tiempos y el pH se controld cada una hora.

Viabilidad economica de los medios evaluados

En primer lugar, se evalud la factibilidad econdémica de la
utilizacion del suero de queso como medio para la fermentacion
utilizando como referencia el MRS, un medio sintético optimo para el
desarrollo de Lactobacillus. Para ello se realiz6 una comparacion de
los costos para un reactor de 1000 litros.

En segundo lugar, se evaluo la factibilidad econdémica de la
utilizacion de suero de queso, suero con agregado de extracto de
levadura y suero con agregado de prebidtico. Se determinaron los
costos de las distintas formulaciones para un reactor de 1000 litros y
se hizo un balance entre los costos y la produccion de biomasa.

Resultados y Discusion

Evaluacion de diferentes concentraciones de suero

La mayor produccion de 4cido y de biomasa se dio en el suero de
70 g/l de carbohidratos, como se observa en el Grafico 1 y la Tabla
1. En las curvas de crecimiento (Grafico 2) se observa que la cepa
presenta una fase lag de aproximadamente dos horas, lo que permite
concluir que es una cepa adaptada a este tipo de medio.

Produccion de acidos organicos
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Gréfico 1. Produccion de acidos organicos determinada por valo-
racion con NaOH a diferentes tiempos de fermentacion.
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Ln de la Biomasa producida a diferentes
concentraciones de suero
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Los resultados de produccion de biomasa (Tabla 2) indican
un mayor crecimiento en el suero con extracto de levadura y sales,
triplicandose al cabo de 24 hs de fermentacion.

Graéfico 2. Logaritmo Neperiano de unidades formadores de colonia
por mililitro en funcién del tiempo de fermentacion.

EnlaTabla 1 se presentan algunos parametros de las fermentaciones
realizadas en batch en el suero con distintas concentraciones de
carbohidratos, a modo de presentar el nimero de células iniciales,
finales, fase lag, N/No. La fase exponencial no se pudo determinar con
exactitud en esta experiencia y por este motivo no pudo calcularse la
velocidad especifica de crecimiento ().

Parimetros Suero T0 g Suern T0 g/l Suero 70 g/l
+ snles + sales
+extracto de
levadura

Fase Ing (hs) 2 2 2

Nimero

de células inicial 4 3TE+G S, TIEHM A TTE+HM

Nimero final

de células 1LS0E+09 1,78E+09 IE3E+09

N/Mo 345 313 961

Pardmetros Suere 20 g | Suern 30 g/l | Suero 70 g/l |MRS cuntmll
Fase lag (hs) 2 2 2 2
Mimiero

de células inicinl | S20E+D6 | 3S0E+06 | Z80E+06 4. 90E+06
Mumero final

de células 5.B0E+08 2 E+09 JME+OD 2 58E+09
N/ND Cm 543 1214 52

Tabla 1. Algunos parametros de las fermentaciones en las diferentes
concentraciones de suero de queso realizadas en batch y en MRS
como control.

No se pudo obtener la concentracion de acido lactico en MRS
por titulacion con NaOH debido a que el color del medio impidi6
determinar el punto final.

Agregado de magnesio, manganeso, extracto de
levadura y prebiético

Las variaciones del pH a lo largo de las fermentaciones se
expresan en el Grafico 3. Se observa que en el suero suplementado con
sales y extracto de levadura se produce una acidificacion mayor del
medio en comparacion con el suero sin suplementar. Las diferencias
de acidificacion entre el suero sin suplementar y el suplementado
solo con sales no son significativas. No se presentan variaciones en
la duracion de la fase lag (aproximadamente dos horas) entre los
diferentes medios, por lo que las variaciones observadas en el pH no
se deben a diferencias en las adaptaciones a los medios.

Variacién de pH durante las

fermentaciones
6,50 |
8.00 |
5.50
T 500 ——suaro 70 gl
4,50 \_i
400 | 1= «— guaro 70 g
150 - — + sakes
0 2 i3 27 29 a— syuera 70
g/t salas+
Tiempe (hs) axtracio

Gréfico 3. Variacion del pH debida a la suplementacién del medio
con sales y extracto de levadura.

Tabla 2. Parametros de las fermentaciones en batch en suero 70 g/l
suplementado.

En el Gréfico 4 se presentan las curvas de crecimiento de la cepa
en distintas formulaciones de medio. No se observan diferencias de
comportamiento entre el suero y el suero suplementado con sales. Se
observa un cambio en la cinética de crecimiento de la bacteria en el
suero suplementado con sales y extracto de levadura.

Ln Biomasa producida en diferentes formulaciones

de medio
8
o 6
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"ZE' 4 e gD T QL
-2
supn 70 gl
W] = nalyy
0 2 5 B 29 e g T
* NaME
Tiempe (hs) matacss

Gréfico 4. Logaritmo neperiano de la variaciéon de la biomasa gen-
erada debida a la suplementacion del medio con sales y extracto de
levadura.

En relacion al efecto del prebidtico, no se producen diferencias
significativas de la cinética de crecimiento entre los cultivos en suero,
en suero con prebiodtico al 0,5 %y suero con prebidtico al 1 % (Grafico
5). Se observa un aumento del 32 % de biomasa al suplementar el
medio con el prebiodtico al 0,5 % (Tabla 3).

Efecto del agregado del prebidtico sobre la

biomasa producida
8
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Gréfico 5. Logaritmo neperiano de la relacion de biomasa (N) vs.
biomasa al inicio de la fermentacion (No) en funcion del tiempo.
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Parimetros Suero TO g Suero T g/ Suero 70 g
+ prvhittion Al 8,5% |+ prebidtics al 1%

Fase lag (hs) 2 2 2

MNimero

de citlulas inicial 5856 +06 6, S0+ 6,1 5EHI6

Mumero final

de oélulas 4,60 +09 6. T3E+W 4.33E+09

NNo 766 1044 706

Tabla 3. Parametros de las fermentaciones batch en suero 70 g/l su-
plementado con diferentes concentraciones de prebiético.

Evaluacion de diferentes valores de pH en el
desarrollo de los cultivos

En el Grafico 6 se observa el efecto del pH en la cinética de
crecimiento de los cultivos en suero con 70 g/l de carbohidratos. Se
produce un mayor desarrollo de esta cepa de L. paracasei a pH 6,0; se
determind una relacién de N/No final de 6,1, mientras que para pH 5,0
la misma es de 2,94 y a pH 5,5 es 4,76.

Eecto del pHdel medio scbre el LN de la
Biomasa

1.8
1.8 e
1.4 =
1.2

0.8
0.6
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0" ) pHSS

Ln (N/No)

= sl0 70 g/L
pHED

——sumro 70 giL

&
Tiempo (hs) pHE0

Grafico 6. Curva de crecimiento a diferentes valores de pH utilizan-

do el suero de queso como medio para la fermentacion, expresada
como N/No en funcion del tiempo.

Viabilidad economica de los medios evaluados

En la Tabla 4 se presentan los costos de formulacion de los
diferentes medios de cultivo.

Suero de T0 glitro
con los suplementos

MRS Suers cir extracto con
reconstituido 701 de levadura | prebidtico
Costo
LSS/ | OHK Titros ) 11550 el 1] 1088 276

Tabla 4. Costo de formulacién de los medios de cultivo.

El agregado de extracto de levadura al suero de queso aporta
nutrientes importantes para el desarrollo de la cepa HA9-2, provocando
un aumento de casi el triple de produccion de biomasa (Tabla 2). Sin
embargo, el costo de formulacion del suero con extracto de levadura
es cinco veces mayor al costo del suero de 70g/l, no resultando
econdmicamente viable.

La inclusion del prebidtico en el medio de cultivo provoca un
incremento de la biomasa producida del 36 % (Tabla 3). Si bien el
incremento en el costo de formulacion es del 31,3 %, es necesario
tener en cuenta en el balance econdmico el aumento de las actividades
necesarias para la produccion del medio. El prebidtico debe ser
esterilizado por separado antes de incluirlo en el medio, aumentando
el consumo de energia y, por consiguiente, el costo del proceso.

Conclusiones
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El desarrollo de la cepa probiotica nativa Lactobacillus paracasei
HAO9-2 en suero de queso a diferentes concentraciones de carbohidrato
fue muy bueno, ya que se obtuvieron concentraciones superiores a las
obtenidas en MRS, que es un medio especifico para Lactobacillus spp.
En el suero de queso con 70 g/l de carbohidratos se obtuvieron los
mejores resultados de produccioén de biomasa.

El agregado de las sales sulfato de magnesio y de manganeso
no produjo diferencias importantes que justifiquen su inclusion en
el medio de fermentacion. Sin embargo, la inclusion del extracto
de levadura conjuntamente con las sales, duplicoé la produccion de
biomasa. Es sabido que los Lactobacillus son bacterias exigentes
en metabolitos como vitaminas, aminodcidos y minerales, y que el
extracto de levadura aporta principalmente nitrégeno y vitaminas del
complejo B. Pero el agregado de extracto presenta la desventaja de
aumentar sustancialmente el costo del medio.

Dentro de los valores de pH ensayados para el suero de queso
con 70 g/l de carbohidratos como medio de fermentacion se producen
desarrollos mejores a pH 6,0.

Los resultados obtenidos demostraron el efecto prebidtico de la
goma de acacia sobre la cepa HA9-2 de L. paracasei. Asimismo, el
poder estabilizante de la fibra sobre las emulsiones en conjunciéon con
el efecto constatado sobre la cepa HA9-2 es un punto de partida para la
investigacion y diseflo de alimentos probiodticos. No obstante, en este
caso particular no se aconseja su inclusion en el medio de fermentacion
debido al balance de costos desfavorable.
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METROLOGIA

Resumen

La calibracién de micro pipetas por el método gravimétrico consiste en la carga con agua destilada del instrumento y la posterior
descarga en un recipiente abierto. Uno de los errores mas frecuentes en este método es el provocado por la evaporacion. El obje-
tivo del presente trabajo es cuantificar dicho error y evaluar modificaciones al método gravimétrico convencional que permitan
disminuirlo.

Para estudiar la magnitud de este efecto se estima el valor del volumen descargado antes de la evaporacion, extrapolando la masa
a tiempo cero a partir del grifico de masa en funcion del tiempo. Se compara este valor con el obtenido de la lectura directa de
la masa luego de la estabilizacion de la balanza, a un minuto de la descarga.

Se estudia una forma de disminuir la evaporacion realizando la descarga en un recipiente con aceite vegetal, ya que por poseer
una densidad menor al agua ésta queda ocluida en él. Esta variacion del método se compara cuantitativamente con el método
gravimétrico convencional con el fin de evaluar la incidencia de esta modificacion.

Se concluye que la variacién propuesta de descargar en un recipiente con aceite ofrece ventajas operativas, arrojando resultados
de calibracién comparables.

Palabras clave: gravimetria, evaporacion, descarga, aceite, ventajas.

Abstract

The calibration of piston pipettes by the gravimetric method consists on filling the instrument with distilled water and a subse-
quent deliver into an open vessel, located on the balance where the weighing is performed. One of the most frequent errors in
calibrations by this method is caused by the phenomenon of evaporation. The purpose of this study is to quantify that error and
to evaluate modifications to the conventional gravimetric method in order to decrease it.

To study the magnitude of this effect, we estimate the value of the volume delivered before the evaporation process, plotting the
mass vs time and extrapolating the value of mass at zero time. This value is compared with the value obtained from direct reading
after the stabilization of the balance, that is one minute after dispensing.

We study a way to reduce evaporation performing delivery in a vessel with vegetable oil, since by having a lower density than
water the delivery is occluded in, minimizing evaporation. This quantitative variation of this method is compared with the con-
ventional gravimetric method to evaluate the impact of this change in evaporation effect.

We conclude that the alternative procedure of delivering in a vessel with oil provides operational benefits, yielding comparable
calibration results.

Keywords: gravimetry, evaporation, discharge, oil, advantages.

|ntr0d uccién en el mercado que mantienen una atmosfera saturada de humedad en
el recipiente de pesada o saturar el ambiente interior de la balanza
donde se realiza la descarga.

Para cuantificar los efectos de la evaporacion en cualquier
condicion es posible realizar la descarga en condiciones estandar
de la temperatura y humedad, y registrar la lectura de la balanza a
distintos tiempos. Con estos valores se realiza la regresion lineal y se
obtiene el valor de masa correspondiente a tiempo cero, es decir, en
el momento exacto que se realiza la descarga, cuando el efecto por
evaporacion puede suponerse nulo. Este método permite cuantificar,
y por lo tanto corregir, los errores por evaporacion, pero incrementa
significativamente el tiempo de ensayo y agrega otras fuentes de
incertidumbre, como lo es la deriva de la balanza, la medida de tiempo,
etcétera.

La alternativa que se propone es utilizar un medio de descarga
que disminuya la evaporacion de modo que no sea necesario efectuar
la correccion por el método de extrapolacion. El medio seleccionado
es aceite vegetal, el cual por su menor densidad que el agua ocluye la
gota de descarga y disminuye asi la evaporacion.

El método mas sencillo y que requiere de menor equipamiento
para calibrar micro pipetas es el de gravimetria. Dicho método consiste
en descargar con la micro pipeta un liquido de densidad conocida
(generalmente agua destilada) en un recipiente cuya masa es medida
antes y después de la descarga. Conociendo la masa del liquido y su
densidad puede calcularse el volumen descargado.

Los factores que tienen mayor influencia en la incertidumbre
de calibracion por este método pueden ser el tipo de construccion
del instrumento (piston-cilindro defectuoso, desgaste, etcétera), el
propio método (diferencias en la presion de descarga, variaciones en
la temperatura y otras condiciones del ensayo) y errores sistematicos
como la evaporacion de la descarga de agua en el recipiente de pesaje
o calibracion de la balanza, entre otros.

El objetivo de este estudio es cuantificar la influencia de la
evaporacion en los resultados de calibracion. Para minimizar la
incidencia de la evaporacion pueden utilizarse dispositivos disponibles
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Materiales y Métodos

* Equipos empleados

Pipeta de volumen variable de 20 pl a 200 pl. Se elige una pipeta de
volumen variable. Marca Nichiryo, modelo Nichipet EX, numero de
serie H7 1004991, division 0,2 pl.

Comparador de masa de capacidad maxima 100g. Marca Sartorius,
modelo C 100, serie 7050 1031 y division 0,001 mg.

Termémetro de division 0,1 °C con termocupla. Marca Newport,
modelo True RMS, nimero de serie 6000334.

Crondémetro marca Casio.

Termohigrometro y barometro. Marca testo, modelo 454, numero de
serie 05604540 y divisiones 0,1 °C , 0,1%HR y 1hPa.

Recipientes de vidrio. Para la descarga de la pipeta.

Varilla de vidrio.
¢ Reactivos

Liquido de calibracion. Agua destilada.

Aceite vegetal.
* Procedimiento experimental

Se evaluaran los resultados obtenidos si se aplican los dos
procedimientos descriptos con la variante sugerida (agregado de
aceite).

Procedimiento de calibracion que compensa

el efecto de evaporacion

a. Se coloca el tip en la punta de la micro pipeta y se realizan tres
enjuagues con agua destilada.

b. Se miden las condiciones ambientales de temperatura, humedad y
presion atmosférica, y la temperatura inicial del agua destilada.

c. Se coloca el recipiente de pesada en la balanza y se aplica la tara.
d. Se pipetea con agua destilada y se vierte en el recipiente de pesa-
da. En ese momento se inicia el conteo del crondmetro.

e. Se anotan las lecturas a 30, 60, 90, 120 y 150 segundos.

f. Por ultimo se registra la temperatura final del agua destilada.

Modificacion realizada

Se coloca en recipiente de pesada un volumen de aceite muy superior
al volumen de agua utilizado en todo el proceso de calibracion y se
sigue el procedimiento detallado anteriormente. En este caso debe
tenerse la precaucion de que toda el agua descargada quede cubierta
por el aceite. Con este fin se utiliza la varilla, de manera de sumergir
la gota con movimientos suaves.

Procedimiento simplificado (no compensa

el efecto de evaporacion)

Este procedimiento es igual al anterior pero en el paso e) solo se
registra la lectura a los 60 segundos de la descarga.

También se realiza la modificacion propuesta (agregado de aceite)
para este procedimiento.

En todos los casos se toman medidas con la micro pipeta en voliime-
nes nominales de 50 ply 200 pl, registradas por dos operadores y
con un numero de cinco repeticiones cada uno.

¢  Procesamiento de datos

Modelo matematico para procedimiento de calibracion
que compensa el efecto de evaporacion

Este procedimiento considera la realizacion de medidas de masa
descargada a distintos tiempos. Se realiza una regresion lineal de

los resultados de masa obtenidos en cada ensayo a 30, 60, 90, 120 y
150 segundos, de manera de obtener la pendiente y la ordenada en el
origen en cada caso. La pendiente representa la evaporacion media
(variacion media de la masa de agua descargada en el recipiente en
funcion del tiempo), mientras que la ordenada en el origen represen-
ta la masa descargada a tiempo cero segiin el modelo matematico
aplicado.

Para el tratamiento de datos se calcularon los promedios de todas las
medidas realizadas por los dos operadores que participaron en cada
ensayo.

El volumen descargado por la micro pipeta a 20 °C se calcula seglin la
siguiente ecuacion (ec. 1):

{ec. 1)

=00 (3 p,) (18 )Gy

Donde:

M, es promedio de las masas a tiempo cero (extrapoladas a partir de
las regresiones lineales realizadas) (g).

p, es la densidad del aire (g/ml).

p, €s la densidad de las pesas utilizadas en la calibracion de la
balanza.

P, es la densidad del agua a t °C (g/ml).

t es la temperatura del agua de calibracion.

vy es el coeficiente de dilatacion térmica del material del instrumento
(en el caso de micro pipetas correspondera al coeficiente de expansion
térmica del material del sistema de piston del instrumento, en este caso
se usa el correspondiente al polipropileno de y=1,0E-05 1/°C).

Modelo matematico para procedimiento simplificado

En este modelo no se corrige el efecto por evaporacion, calculando se
el volumen de la micro pipeta a partir de la masa descargada media a
un minuto de realizada la descarga.

Para ello se utiliza la ecuacion (ec. 1), pero usando el promedio

de las lecturas de la balanza a un minuto de la descarga. Todos los
valores promediados estan en las mismas condiciones de temperatura
y ambientales, teniendo en cuenta las incertidumbres en las variables
de influencia. Por esta razon es valido promediar las masas descarga-
das en lugar de los volumenes.

Estimacién de incertidumbre

La incertidumbre correspondiente a ambos procedimientos de cali-
bracién fue calculada como la suma cuadratica de las componentes
tipo Ay tipo B (segiin ISO/IEC 98-3).

Evaluacion del error por evaporaciéon

Como forma de evaluar si el error sistematico debido a la evapora-
cion es significativo, se propone normalizarlo, es decir, calcular el
error normalizado como indica la siguiente ecuacion (ec. 2):

E

L (Uref - Urestlrado)

En

(oc. 2)

En = Error normalizado
E = Resultado — Valor de referencia (error debido a la evaporacion).
U= Incertidumbre expandida del valor de referencia.

= Incertidumbre expandida del resultado informado.

resultado
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Como valor de referencia se utilizara en todos los casos el valor de
calibracion obtenido a partir del método de descarga en recipiente
seco, considerando la evaporacion. Un error normalizado superior a 1
implica que el error en la medicion es significativo.

Resultados y Discusion

Resultados del procedimiento de calibracion
que compensa el efecto de evaporacion

Las Tablas 1 y 2 expresan los resultados para los volumenes nomi-
nales de 50 pl y 200 pl, respectivamente, utilizando las dos variantes
del método.

Agun Aceiie
Termperatum miedin (*C) 217 M. Th
Nolumen 3 20 °C {jl] 50,12 R
Error {pl) 0,12 0,14
Incertidumbre expandida (pl} 129 (AL
I l..l.rnu'_wiu'-u. medin (mg.s 1y « Of-03 4 405
TRepetibkad pendicnis (F37) §3E03 70605
| Evaporacidon en un minuso (ul) (.30 {1,035

Tabla 1. Resultados obtenidos para el volumen de 50 pl.

Agata Acelie
Tempernturn media (°C) 20,43 20,63
Vilumen o 20°C {ul) 200,50 200,56
Error {ul) 01,50
Lscertidummbre expandida (pl)
| ~+[trgx'i|\|| medin (s Ly

Repeibildad pendient (A7
Evapoeacion en un minuso {ulh
Tabla 2. Resultados obtenidos para el volumen de 200 pl.

En el Grafico 1 se muestran los promedios de las pendientes
correspondientes a las regresiones lineales para las dos variantes del
método.

Esta pendiente es una medida de la pérdida de masa de agua por
evaporacion con respecto al tiempo en ambas variantes. Se observa en
el caso de la descarga en aceite que el efecto de la evaporacion puede
considerarse despreciable frente a los valores correspondientes a la
descarga en el recipiente seco. Por otro lado, se observa que utilizando
un recipiente seco la pendiente de evaporacion es mayor para el
mayor volumen nominal. Esto se debe a que estas pendientes no son
relativas al volumen. Si se relativizan al volumen, las pendientes de
evaporacion son menores para mayores volumenes, ya que la relacion
area expuesta/volumen es menor en este caso.

Evaporacién media
0.009
0,008
0,007
0,006
0,005
0,004
0,002
0,002
0,001
0,000

7. 74E-03

4,90E-03

mgis

4, 37E-051.47E-04

—

D scargare apdents s&co Descargaen recpients conncele

B Volumen nominal 50 pl & YVolumen nominal 200 pl

Grafico 1. Promedios de las pendientes de las regresiones lineales
de cada método.

En los Graficos 2 y 3 se observan los resultados de la calibracion
por ambas variantes (recipiente seco y con aceite). Estos resultados
son comparables dentro de las incertidumbres estimadas.

Se concluye que si se corrige el efecto de evaporacion con el
modelo matematico propuesto, las dos variaciones conducen a
resultados equivalentes, implicando evaporaciones muy diferentes.
Esto puede considerarse una validacion de la exactitud del método de
descarga en recipiente seco con extrapolacion a tiempo cero, haciendo
posible la utilizacion de estos resultados como valores de referencia en
la evaluacion de la exactitud del método de descarga en aceite.

Resultados de calibracion 50 pl

51.0
2
e 505
L
E
2
[=]
= 500
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Desc arga en rEEI]JiE'I'ltH SB0d Desl:arga recipeenta con acerte

Gréfico 2. Volumen de calibracion con su incertidumbre para
la pipeta en 50 pl.

Resultados de calibracidn 200 pl

2015
— 2010
X
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2005 -+
E
=
[+]
- 2000
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il SN EaEn recpients 800 T-'EEHE.HT{ apiente Con aeite

Gréfico 3. Volumen de calibracion con su incertidumbre para
la pipeta en 200 pl.

Resultados del procedimiento de calibracion
simplificado (no compensa el efecto de evaporacion)

Para la cuantificacion del volumen de evaporacion se tomaron las
lecturas a un minuto con las dos variantes propuestas. Esto es debido
a que en los ensayos del método de descarga en aceite la lectura de la
balanza a 30 segundos no alcanza la estabilidad.

Se observa que el método de descarga en aceite disminuye el vo-
lumen de agua evaporado, reduciendo el error sistematico debido al
efecto de la evaporacion en el proceso de calibracion. En el Grafico 4
se observa el volumen evaporado a un minuto de la descarga en ambos
métodos.

METROLOGIA
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ul Volumen de evaporacion
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Grafico 4. Promedios de las pendientes de las regresiones lineales
de cada método.

En los Graficos 5 y 6 se comparan los resultados de calibracion
obtenidos en todos los procedimientos, tomando como referencia el
correspondiente a la descarga en recipiente seco y compensando la
pérdida por evaporacion.

Resultados de calibracion 50 ul

505

. Valorderef = (50,12 £ 0,29} gl

Velumen (ul}

495 -

Agungin congidersr Aceite mnconsders Aceite considerande
& VBT RGN VAR ORI Inevaporaciin

Grafico 5. Resultados de calibracion para volumen nominal
de 50 pl.

Resultados de calibracign 200 pl
2015

2010 +

Vi | Valorde ref = (200,50 £ 0,28) ul

Volumen (pl)
:

2000 - { l 1

1995

Apuasin considerar  Aceite sin considerar Aceite conskderando
O IPOTRCHaN ey aparacon la evaporacion

Grafico 6. Resultados de calibracion para volumen nominal
de 200 pl.

En los Graficos 5 y 6 puede observarse que los valores que se
obtienen realizando la calibracion descargando en el recipiente seco sin
compensar la pérdida por evaporacion, tienen un sesgo significativo,
mientras que los resultados descargando en aceite son comparables al
valor de referencia en ambos casos para los dos volumenes ensayados.
Esto se comprueba numéricamente en la Tabla 3, donde se observan
los errores normalizados de los ensayos graficados anteriormente. Los
valores cercanos y aun superiores a 1 de los resultados al realizar la
descarga en agua sin compensar la pérdida de masa por evaporacion

manifiestan la importancia de considerar este efecto. Por otra parte, al
realizar la calibracion descargando en aceite los errores normalizados
son muy inferiores a 1.

Ensmyia 0l 200 gl
Descargn en agua® 0,73 1,76
Dicscarga en acelic® i 10
Diescarga en aceite” [N LX)

*Compensando la pérdida por evaporacion (por extrapolacion de la masa a tiempo cero)
®Sin compensar la pérdida por evaporacion (tomando como resultado el correspondiente
ala lectura a 1 minuto de la descarga)

Tabla 3. Resultados de errores normalizados para ambos volimenes
nominales.

Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que considerar la evaporacion
(método de calibracion simplificado) permite evitar errores sistematicos
significativos.

La extrapolacion a tiempo cero es una forma efectiva de obtener
resultados de calibracion confiables, ya que estima el valor de masa en el
momento de la descarga.

El método de descarga en aceite como forma alternativa de eliminar el
efecto de evaporacion ofrece ventajas operativas a la calibracion, dado que
permite realizar el procedimiento sin tomar medidas a lo largo del tiempo,
con resultados comparables.
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Resumen

El Laboratorio Tecnoldégico del Uruguay, LATU, es el Instituto Metrologico Nacional del Uruguay, miembro firmante del Acuer-
do de Reconocimiento Mutuo (MRA) entre Laboratorios Nacionales de Metrologia del Comité Internacional de Pesas y Medidas
(CIPM). Las capacidades de medida y calibraciéon (CMCs) del LATU fueron reconocidas en junio de 2004 y se encuentran pu-
blicadas en la BIPM- Key Comparison Data Base (BIPM, 2009). El LATU estuvo acreditado desde 2001 hasta junio de 2007 por
el Deutscher Kalibrier Dienst (Servicio de Acreditacion Aleman) en las magnitudes Masa, Balanzas y Temperatura (Laboratorio
DKD, DKD-K-25601). Se decidio a partir de ese momento probar el cumplimiento con los criterios establecidos por el CIPM
MRA vy los requisitos de la Norma ISO/IEC 17025 en el marco de una auditoria in situ llevada a cabo en el LATU en enero de
2008. Como parte de ese proceso de revision de pares, se realizo una Intercomparacion Bilateral entre el PTB y el LATU en los
puntos fijos de la Escala Internacional de Temperatura (ITS-90), desde el punto triple de Hg hasta el punto de congelacion del
Zn, con el PTB como laboratorio piloto. En este articulo los resultados son presentados y discutidos de manera de sostener la
declaracion de mejores capacidades de medida y calibracion (CMCs) en sustitucion de las ya declaradas.

Palabras clave: Puntos fijos, Escala Internacional de Temperatura 1990 (EIT-90), capacidades de medida y calibracion (CMCs),
Incertidumbres, Error Normalizado En.

Abstract

Laboratorio Tecnolégico del Uruguay, LATU, is the National Metrology Institute of Uruguay, signatory of the CIPM Mutual
Recognition Arrangement (CIPM MRA), has Calibration and Measurement Capabilities (CMCs) in temperature that were first
published in the BIPM Key Comparison Data Base (BIPM, 2009) in June 2004. LATU was a DKD Laboratory accredited in
Mass, Balances and Temperature from 2001 until June 2007 when it was decided to adopt the CIPM criteria for proving com-
pliance with ISO/IEC 17025 through a Peer Review process. The LATU on site Peer Review was carried out in January 2008,
as part of the process. During the evaluation, a bilateral intercomparison was performed between PTB and LATU at the ITS-
90 fixed points covering the range from Hg TP to Zn FP with PTB acting as the Pilot Laboratory. In this paper the results are
presented and discussed in order to support the declaration of better Calibration and Measurement Capabilities (CMCs) and
substitute the declared ones.

Keywords: Fixed Points, International Temperature Scale of 1990 (ITS-90), Calibration and Measurement Capabilities (CMCs),
Uncertainties, Normalized Error En.

Introduccion

El SPRT fue calibrado empleando la siguiente secuencia:
PTB-LATU-PTB. El objetivo principal de esta comparacion fue
demostrar la capacidad del LATU para calibrar SPRTs, en el rango
de temperatura citado, mediante el empleo de sus propias celdas
de puntos fijos y asi poder declarar sus Capacidades de Medida y
Calibracion (CMCs) en la Base de Datos de Comparaciones Clave
(KCDB), Apéndice C del CIPM MRA.

En el marco del Acuerdo de Reconocimiento Mutuo entre Pares
del Comité Internacional de Pesas y Medidas (CIPM, firmado por
Laboratorios Nacionales de Metrologia), se realizan comparaciones
interlaboratorio como una herramienta efectiva para demostrar la
equivalencia de las capacidades de medida y calibracion entre los
distintos Institutos Metrologicos Nacionales (NMIs).

Estas comparaciones se organizan usualmente como
intercomparaciones multilaterales clave, tanto por el CIPM o por las
Organizaciones Metroldgicas Regionales (RMOs).

Este articulo describe una intercomparacion entre el LATU
(miembro del Sistema Interamericano de Metrologia, SIM) y PTB
(miembro de EURAMET) en el rango desde —38.8344 °C hasta

Materiales y Métodos

Equipos empleados

SPRT. Se empled en esta intercomparaciéon un termoémetro de

419.527 °C, utilizando un termémetro de resistencia de platino (SPRT)
como portador de la escala y con PTB actuando como laboratorio
piloto.

resistencia de platino estdndar de vaina larga (SPRT), de valor
nominal de resistencia 25 Q (Rosemount modelo 162CE, numero de
serie: 4895, vaina de proteccion de acero inoxidable). Se compararon
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mediante este instrumento las realizaciones de la Escala Internacional
de Temperatura 1990 (ITS-90) de Alemania y Uruguay. El rango
comparado fue desde -38.8344 °C hasta 419.527 °C, esto incluy6 los
puntos fijos del Hg, H20, Ga, Sny Zn.

Puentes de medida de resistencia. Ambos laboratorios utilizaron
un puente para mediciones de relacion de resistencia AC / DC marca
ASL modelo F18 con dos resistencias estandar AC / DC marca
Tinsley de valores nominales de resistencia de 25 ohm y 100 ohm,
respectivamente.

Celdas y hornos. El valor nominal de la pureza de materiales en las
celdas de puntos fijos del LATU y el PTB se especificé como igual o
mejor que 99,9999 % (6N o seis nueves). Las Tablas 1 y 2 muestran
las caracteristicas de las celdas de puntos fijos y hornos empleados por
LATU y PTB, respectivamente.

Punio fijo Fabricante | Patrones Materinl | Horno/Bafio
del LATU
£n lsotech Celda cerradal  Johnson Herne
Matthey de una zona
) ) Yl
Sn Isotech  Celda cermada]  Johnzon Homo
Matthey | de una zona
ISOTECH
Gia Isotech Celda cerrada)l  Johnson Calibrador
B ) ) Matthey ISOTECH
TPW CENAM Vidrio Bafio Dewar
horosilicato con hielo
: e : _ picado
Hg Isotech I'riple pain 1SOTECH

Protocolo

La comparacion se ha llevado a cabo mediante el cumplimiento de
los requisitos de este protocolo:

1) Medicion de la resistencia del SPRT en el punto triple de
agua (TPW) con un puente de medida de resistencias luego de haber
recibido el termometro.

2) Mediciones de la resistencia del SPRT en el punto de
congelamiento del (Zn FP), punto de congelamiento del estafio (Sn
FP), punto de fusion del galio (Ga MP), punto triple de mercurio (Hg
TP) con un puente de medida de resistencias en el orden citado.

3) Medicion de la resistencia del SPRT en el punto triple de agua
(TPW) con un puente de medida de resistencias luego de cada punto
fijo realizado.

Modelo matematico

Para realizar la comparacion de resultados se emplea la siguiente
ecuacion:

WT: RT / RTPW

Para cada punto fijo implicado, LATU llev6 a cabo una realizacion
y PTB hizo al menos dos realizaciones de cada uno. La resistencia
de los SPRT se midi6 en dos corrientes de medicion (1 mA y 1,414
mA) para poder determinar el valor de potencia cero. La resistencia de
los SPRT se corrigi6 por el efecto de presion hidrostatica para cada

Tabla 1. Detalles de los puntos fijos empleados por LATU para la

realizacion de la comparacion.

Funto fijo Fabricante Celda Material  |Horno/Bafio
Referencin
del PTB(*)
£n FIB Celda abiena] Preussag Hormo
N* KXV Pure de tres zonas
|Metals GmbH | ISOTECH
Muosdelo ITL
17703
Sn ~ PFIB  |Celdaabiern| Koch | Homo
N*X Chemicals Lid. | do tres zonas
ISOTECH
Modelo
17701
Gia Isotech  JCelda cerrada]  Johnson Calibrador
N*213 Matthey ISOTECH
TPW Han Sclemific | Vidrio cunrzo]V-Efecto smow| Bafo de punto
NE1043 | =10 pK (**) | triple de agua
ISOTECH
Hg lsotech Punto triple Aparato de
N M 006 punto triple
de mercurio
Y&l d
Tabla 2. Detalles de los puntos fijos empleados por PTB para la

realizacion de la comparacion.

(*) Trazables a los patrones nacionales.

(**) Efecto por la composicion isotdpica del agua media oceénica

SMOW=Standard Mean Ocean Water.

punto fijo.

Resultados

Las comparaciones de los resultados para las mediciones
PTB-LATU-PTB obtenidas se muestran en la Tabla 3.

Punto fijo Wrn(PTR) [WrelLATU ) Wis{PTE) | Trers-Tiaru
) mA 0 mA 0 mA /mK
Fechas Ene 11 o Ene 18} Ene 28 a Feb 2 |Feb 7a Feb 18
2008 2008 2008
Hg (LE4418626 | 0844193096 | 084418634 -9 mK
G 101810344 | 111810407 | 111810367 -0,1 mK
Sn 1,89252229 | 1,89252512 '] 1,89252197 0.8 mK
£n 2 36B428R8 | 256842346 | 2,56842799 |4 mK

Tabla 3. Diferencias entre las mediciones obtenidas en PTB y en el
LATU expresadas en mK; la diferencia esta referida al promedio de
las mediciones realizadas en PTB menos las mediciones realizadas

en LATU.

Los resultados de la Tabla 3 se expresan en el Grafico 1.

La comparacion comenzd en el PTB con la realizacion de la
calibracion del SPRT desde el 11 de enero hasta el 18 de enero de
2008, continud en el LATU desde el 28 de enero hasta el 2 de febrero
y fue finalizada en el PTB el 13 de febrero de 2008.

2,00
«PTH
¥ LATUY
1,00 -
ks
-
5 ‘
0,00 - * + +
ke * ’ N
£
b= 1,00
-2,00
Zn Sn Ga Hg WTP
Puntos fijos

Grafico 1. Resultados de la comparacion PTB-LATU-PTB.
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Expresion de la incertidumbre

Los valores de la incertidumbre correspondientes al LATU se
expresan en la Tabla 4. Se informan por separado las contribuciones
tipo A y tipo B para cada punto fijo, de forma de brindar una mejor
aproximacion con respecto a los parametros considerados en la
estimacion de los valores de incertidumbre.

Punto fijs g Hed | Ga Sn En
Pureza [ Bl [ [
Longhiud de inmersion [ em 179 | 267 | 25| A | kA
Contribucion Incertidumbre Tipo B
Impunezns Isotopicas 025 | 1o | 030 03z | 071
Comeccion por presion hidrostitica 00,k 0,03 001 0,02 0,02
Presion de gas oo | 05 ] 00 o7 | 0,70
Resisiores Standard .50 5400 .50k .40 .40
Puenie de medida de resistencias (T R =N YT T
Propagacion del WTP 0,17 b [ Te] 0,18 05}
Atocalentnmienio 008 | i | 005 | 620 | 620
Error par flujo de calor 0,02 il o 10 1,00
Comportamientc de ba'cirva 020 | 15 | o000 040 | 0,35
Total Tipe B 62 ik 54 i 5% 1,76 241
Conmribucion Tipo A al Presupuesio
de la Incertidumbre
Incertidumbre Total Tipo Ak = 1) 0,16 0,158 0,159 1,50 0,19
Incentidumbre Tolal Expancida (k= 2) 199 | 117 | 125 18T | 484

Tabla 4. Expresion de los valores de incertidumbre correspondientes
al LATU.

En la Tabla 5 se muestran las capacidades de medida y calibracion
(CMCs) a ser declaradas por el LATU.

Punio fijo Uaru (k=2)
acepladas por el DKD en 2Kk
g 5.0 mk
TrW 1.5 mk
Lin 1.5 mik
Sn 5,0 mk
£n 5.0 mk

Tabla 5. Capacidades de medida y calibracion a declarar (CMCs).

Estas son las capacidades que fueron aceptadas por el Deutscher
Kalibrierdienst durante la ultima auditoria de acreditacion efectuada en
marzo de 2006. El auditor responsable de la auditoria de Peer Review
(revision de pares) estuvo de acuerdo en mantener estos valores de
capacidades y recomendd estudiar la caracterizacion de todas las
celdas de puntos fijos empleadas, para poder disminuir estos valores
de capacidades de medida y calibracion en el futuro. Las capacidades
de medida y calibracion del PTB se exponen en la Tabla 6.

Fuanio fijo Urim (k=2)
Hg f 0,26 mE.
Ca 0,25 mb
Sn 0,85 mk
in i.30 mK

Tabla 6. Capacidades de medida y calibracion declaradas ante el
CIPM del PTB (CMCs).

Error normalizado |En|

Luego de haber determinado las diferencias y sus incertidumbres
asociadas, se pueden emplear herramientas muy utiles de analisis de
datos.

Entre estas ultimas se encuentra el error normalizado |En|, que se
define mediante la siguiente ecuacion:

|E}’l| = ‘ ( - TPTB) / \/(U -0, TBZ)|

TLATU LATU P

Se espera que los valores de |En| sean menores o iguales a 1 para
poder establecer que las diferencias de temperatura entre los dos
laboratorios sean consistentes con las incertidumbres declaradas.

La Tabla 7 presenta los valores de |En| obtenidos. Todos los valores
cumplen con la condicion |En| < 1. Esto implica que las capacidades
de medida y calibracion que se pretenden declarar son sostenibles.

Punts Nije |Exf
£ 0nz7
Sn 0,16
Lin 0,07
Hp 038
TPW 0,14

Tabla 7. Error normalizado |En|

Conclusiones

Los resultados obtenidos apoyan las capacidades de medida
y calibracion (CMCs) a ser remitidas para su revision y posterior
publicacion en la base de datos de comparaciones clave del CIPM
(MRA).

Sin embargo, y de acuerdo con el equipo auditor de la Peer
Review, LATU debe caracterizar sus celdas para poder determinar si
sus comportamientos se acercan a los ideales con respecto a la presion
hidrostatica y a la transferencia de calor al medio ambiente.

Se han dado pasos en esa direccion al estudiar en detalle las celdas
de punto triple de agua (TPW), obteniendo resultados satisfactorios
luego de haber mejorado la aislacion del ambiente y empleando
ecualizadores de cobre en el pozo de la celda.

Por otra parte, el LATU adquirié una Unidad de Calibracion de
puentes de medida de resistencia desarrollada en el MSL (Measurement
Standard Laboratories, de Nueva Zelanda) para mejorar la trazabilidad
de sus medidas eléctricas.
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Resumen

El queso Colonia es un queso tipico uruguayo, elaborado segun los criterios de calidad y tradicién quesera de inmigrantes suizos
radicados en el departamento de Colonia. Su investigacion y publicacion aportan conocimiento para la difusion de un proceso
que aun no presenta denominacion de origen protegida. El objetivo del estudio fue investigar si la tecnologia de salado por im-
pregnacion en vacio afecta el proceso de maduracion del queso Colonia en comparacion con el proceso de salado tradicional.
Para el seguimiento de los cambios se realizaron determinaciones del indice de maduracion, concentracion del cloruro de sodio
en agua del queso, el pH y la evolucion de las bacterias Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, Leuconostoc
subsp. mesenteroides y Propionibacterium. Al finalizar la maduracion, se evaluaron sensorialmente los atributos de textura, sa-
bor y aroma, apariencia externa y apariencia interna. Las condiciones operativas elegidas del salado por impregnacion en vacio
lograron el mismo ingreso de sal que las del proceso tradicional y en la mitad del tiempo. No se observaron diferencias en ninguno
de los parametros quimicos y microbiolégicos estudiados. En lo sensorial tampoco se apreciaron diferencias en el flavor, textura
y apariencia externa. Se hallaron ciertas diferencias en el tamaiio y distribucion de los ojos.

Palabras clave: Tiempo de salado, bacterias lacticas, bacterias propionicas, queso uruguayo.

-

Abstract

“Colonia” type cheese is a typical Uruguayan cheese, elaborated following the quality standards and cheese making tradition
brought by Swiss immigrants settled down at the Uruguayan department of Colonia. Its study and outreach provide knowledge
to the diffusion of a process wich does not present a protected designation of origin. The aim of the study was to analize if
the vacuum impregnation technology affects Colonia cheese ripening process compared with the traditional salting methods.
Chemical, microbiological and sensory changes during ripening after both, SIV and traditional salting methods, were analized in
this study. Chemical changes refer to moisture, sodium chloride concentration and rate of ripening. The microbiological changes
were focused onto bacteria growing and identification of Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp diacetylactis, Leuconostoc
subsp mesenteroides and Propionic bacteria. Sensory attributes linked to texture, taste and flavor, as much as external and
internal appearances were evaluated. The selected operating conditions of the vacuum impregnation process allowed the income
ingress of salt to the cheese in half traditional process time. Under these conditions, no differences in chemical and microbiological
parameters studied were appreciated. There were no sensory differences in flavor, texture and the outward appearance but
certain differences in the size and distribution of the eyes were found.

Keywords: Time of salting, lactic acid bacteria, Propionic bacteria, Uruguayan cheese.
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atmosférica. Por otro lado, este proceso de salado podria afectar la
microestructura del queso, la evolucion de los fermentos microbianos
y, en consecuencia, la proteolisis (Pavia et al., 1999).

Pavia et al. (2000) estudiaron la protedlisis del queso tipo
Manchego salado por impregnacion en vacio. El proceso de salado
afectd unicamente el grado de protedlisis en la cascara del queso en
comparacion con el salado tradicionalmente.

Lamaduracion del queso es un proceso mediante el cual la cuajada

Introduccion

El queso Colonia es un queso tipico uruguayo, elaborado segun
los criterios de calidad y tradicion quesera de los inmigrantes suizos
radicados en la cuenca lechera del departamento de Colonia. El
proceso tradicional de salado del queso Colonia de 7 kg ocurre por
inmersion en salmuera concentrada (20°Bé, 5,2 de pH, 10-12 °C de

temperatura) durante 48 horas. En estas condiciones, el ingreso de sal
ocurre por difusion, con el tiempo de inmersion como unica variable
de control del proceso.

Latecnologia de salado por impregnacion en vacio fue ampliamente
estudiada por Fito y colaboradores desde el afio 1994 (Fito, 1994;
Fito et al.,1993; Guamis, 1997; Pavia, 1999). En este mecanismo, la
penetracion de la sal en el queso se debe no soélo al proceso de accion
capilar, sino también al gradiente de presion impuesto al sistema.

La aplicacion de esta tecnologia permite disminuir el tiempo de
salado y controlar el ingreso de sal en el queso, mediante el monitoreo
de los ciclos de presion de vacio versus tiempo y tiempo a presion

recién elaborada, de pobres caracteristicas reoldgicas y sensoriales,
se transforma en una masa homogénea con sabor, aroma y textura
caracteristicos. Ello se logra durante la maduracion, por medio de
cambios secuenciales y simultaneos causados por las proteinasas de
la leche, las enzimas coagulantes y los cultivos iniciadores.

En este estudio se determind el indice de maduracion como
indicador del grado de proteodlisis, la difusion de cloruro de sodio en
el queso, el valor del pH y la evolucion de las bacterias Lactococcus
lactis, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, Leuconostoc
subsp. mesenteroides y de las bacterias propionicas. Al finalizar la
maduracion, se evaliian sensorialmente los atributos de textura, sabor
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y aroma, apariencia externa y apariencia interna.

El objetivo del estudio fue investigar si la tecnologia de salado
por impregnacion en vacio afecta el proceso de maduracion del queso
Colonia en comparacion con el proceso de salado tradicional. No se
reportan estudios publicados al respecto para el caso del queso Colonia;
su estudio y publicacion aportara datos relevantes para el desarrollo de
esta tecnologia en Uruguay.

Materiales y Métodos

Descripcion del proceso de elaboracion del queso

En la planta de elaboracion de la empresa Naturalia S.R.L.
se elabor6 queso en tina de 1.100 litros de leche pasteurizada y
estandarizada en su tenor graso en 2,7 %, utilizando fermento directo
de bacterias lacticas y propidnicas y cuajo bovino liquido. La cuajada
se cortd en granos medios de 6 a 7 mm de diametro, se agitd durante
15 minutos a 32 °C y se cocid a 48 °C durante 30 a 40 minutos.
Posteriormente se pesco el cuajo y se pre-prenso, logrando 15 moldes
para quesos de 7 kg peso final. Las unidades se prensaron durante
cuatro horas y se salaron en salmuera. Una vez finalizado el proceso
de salado, se mantuvieron en camara de oreo de 7 °C durante 12 horas
y finalmente se pasaron a la camara fria de maduracion. Los quesos
se mantuvieron 10 dias en la cdmara fria a 8 °C y 85 % de humedad
relativa y los 10 dias siguientes en la cdmara caliente a 20 °C y 90 %
de humedad relativa. Finalizado el proceso de maduracion, los quesos
presentan un 25.5 % de grasa en base humeda, 4,15 % de nitrégeno
total en base himeda, 44 % de humedad en base humeda y 0,55% de
cloruro de sodio en base humeda.

El proceso de salado tradicional (TRAD) consiste en la inmersion de
los quesos en salmuera 20 B¢ de densidad y 10-12 °C durante 48 horas.
El salado por impregnacion en vacio (SIV) consistié en la inmersion
de los quesos en la salmuera durante 20 horas a presion atmosférica,
seguido por dos horas de cambios de presion por pulsos de vacio hasta
100 mmHg y recuperacion a la presion atmosférica durante una hora
mas. Esto suma un tiempo total del proceso de 24 horas.

Disefio de la experiencia

La experiencia se realiza por duplicado. Cada experiencia
corresponde a una tina de 1.100 litros de leche, logrando 15 unidades
de 7 kg, de las cuales ocho fueron saladas por impregnacion en vacio y
las otras siete segtin proceso tradicional. El proceso de maduracion fue
el mismo en todas las unidades. Se registré diariamente la temperatura,
introduciendo una sonda de temperatura hasta el centro geométrico de
una pieza salada SIV y otra salada TRAD.

El estudio de la maduracién se realizé tomando unidades enteras
de queso de las camaras de maduracion en los dias 3, 6, 10, 13 y 20
para su analisis. En la otra experiencia, los dias de extraccion fueron
2,6, 10, 13, 21. En cuatro de los cinco muestreos se toma una muestra
del queso salado SIV y del TRAD y en uno de los muestreos se toman
dos muestras de cada queso.

Descripcion de procedimientos analiticos

El seguimiento de la temperatura del centro geométrico de
los quesos fue diario. La sonda de pincho tipo K fue introducida y
mantenida en el queso durante todo el proceso de maduracion. El
registro de la temperatura y humedad ambiente en las camaras se
realizd mediante un dattalogger Testo, ubicado cerca de los quesos
en estudio.

Lamedida de pH fue con pHmetro tipo de penetracion Mettler Toledo
inLab, siguiendo el protocolo de ensayo PEC.LACAM.LAC 006.

El nitrégeno total (%NT) fue obtenido por disolucion del queso
en citrato de sodio 9,5 molar, el nitrogeno soluble se obtuvo en la
solucion de pH 4,6 (%NS) y el no proteico (%NNP), por disolucion
en 12 % tricloroacético (TCA). La digestion se efectud por método de
Kjeldhal, segun norma IDF 20B.

El porcentaje de cloruro de sodio fue determinado por titulacion
potenciométrica, segun norma IDF 88. El porcentaje de humedad fue
determinado siguiendo el método recomendado por norma IDF 4A.

Las determinaciones del % NaCl, del % Humedad y del pH se
realizaron en las zonas “centro”, “medio” y “céscara”. La “cascara”
corresponde al primer centimetro y medio de la superficie del queso.
El “centro” es la zona a un radio menor a 10 centimetros de distancia
de la superficie y a 3 cm de distancia de la cara superior e inferior del
cilindro, respectivamente. El “medio” es el resto del queso.

Se estim6 la flora total del queso mediante recuento en PCA
(Plate Count Agar - Difco), a 30 °C por 48 horas. El recuento de los
Lactococcus fue por medio solido M17 Agar (Difco) suplementado
con un 10 % de Lactosa, el cual se incub6 a 30 °C por 48 horas. Este
mismo medio se utilizé para el Streptococcus thermophilus, pero
incubando a 42 °C. La evolucion de los Lactococcus lactis subsp.
lactis var. diacetylactis se obtuvo por el medio diferencial Reddy’s
Differential Agar (Modified - HiMedia). Luego de cuatro dias a 30 °C
se pueden diferenciar las colonias de Lactococcus lactis subsp. lactis
var. diacetylactis por el consumo del citrato que crea un halo claro en
el medio de cultivo. El recuento de Leuconostoc mesenteroides fue en
MRS (de man, Rogosa, Sharpe — Oxoid) adicionado con vancomycina
en una concentracion de 30pg/ml que se incubo a 25 °C por 48 horas. El
recuento de las bacterias propidnicas fue mediante el medio selectivo
ALGA — PAL Propiobac (anaerobiosis, 30 °C por seis dias).

La evaluacion sensorial se realizd con un panel integrado por
siete expertos, en los atributos apariencia externa, apariencia interna,
textura y flavor, segtin norma IDF 99C.

Descripcion del tratamiento estadistico de los datos

Los ensayos quimicos se realizaron por duplicado hasta lograr
concordancia segun el error analitico correspondiente a cada técnica.
En un muestreo se contaron dos unidades del queso SIV y dos del
queso TRAD:; en esta instancia se determind el intervalo de confianza al
95 % de cada ensayo de cada experimento para un nimero de muestras
igual a cuatro. Para los ensayos microbiologicos los recuentos fueron
realizados por duplicado con una incertidumbre del laboratorio para
recuento en PCA: 0,15 unidades logaritmicas.

Resultados y Discusion

Registro de la historia térmica de las muestras

En el Grafico 1 se presentan la temperatura ambiente y la
temperatura del centro geométrico del queso impregnado y del
salado tradicionalmente tomadas cada 24 horas. Al finalizar el
proceso de salado, la temperatura de los quesos fue de 13 °C
y bajé a 8 °C (temperatura de camara) luego de 24 horas de
estadia. Cuando se cambian a camara caliente, los quesos logran
18 °C luego de 60 horas de estadia, pero recién después de 120
horas se logra una temperatura en el centro del queso de 20 °C.
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TEMPERATURA DE LOS QUESOS Y TEMPERATURA DE CAMARAS
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Grafico 1. Seguimiento de temperatura de los quesos SIVy TRAD.
Medida del pH
En la Tabla 1 se presentan los valores de pH del centro, medio y cascara de los quesos salados por TRAD y SIV.
el
SV ATM
[HEN CENTRO MEDIO CASCARA CENTRO MEDIO CASCARA
3 538 540 549 533 5.34 548
6 | 538 il 3.52 3,38 5,39 3,30
14 5,38 542 548 5,40 5,39 5,48
13 534 539 5,53 5.34 541 5,58
13 3,36 3,39 3,55 334 3,35 3,03
21 534 537 553 534 337 548
PROMEDIO Sri_ﬁ E,-I-D | :ﬁ_._.‘! 5_.3& _5_._33 I E,EI
1€ 95% o3 04 004 .04 (04 {10

Tabla 1. Los datos informados corresponden al valor promedio de ambas experiencias. Se promedian los valores de pH en los diferentes
dias de maduracién y se determina el intervalo de confianza con un 95 % de significancia.

Los quesos SIV y TRAD no presentaron diferencias significativas (al 95 %) en los valores de pH. Tampoco se observa evolucion alguna
del pH en las tres zonas estudiadas durante la maduracién. Pero se observan, en concordancia con otros estudios (Pavia, 2000), diferencias de
la cascara con el medio y centro del queso que estan relacionadas con la diferencia de la concentracion del cloruro de sodio en agua entre las
zonas del queso.

Proteolisis

En el Grafico 2 se expone la extension de la proteolisis de los quesos TRAD y los SIV de las experiencias. Los quesos SIV no presentaron
diferencias significativas al 95 % con los TRAD en ninguno de los dias de maduracion analizados.

Existieron diferencias en la evolucion de la proteolisis entre las experiencias. Los valores iniciales del %NS/NT y de NNP/NT del batch 2
fueron mayores. Considerando que el porcentaje de nitrégeno total fue concordante en ambas experiencias, de 4.00+0,04%, se puede adjudicar
esta diferencia al poder proteolitico del cuajo agregado en tina. Sin embargo, se logra el mismo grado de avance de la proteo6lisis al final del
proceso.
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EVOLUCION DEL iNDICE DE MADURACION

18.00

16,2 T

14.00 _F L—’

10,00
% 9.8

6,00

1.7

Porcentajes (%)
H-p -
m [N ]

]
tm

2,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
®  NNPML trad batch 1 = Ns/Mttrad batch 1 A NNPMNTsivbatch 1 & NNPMT sivbatch 1

*  NsMtsivbaich 2 X NNPMNtsivbatch 2 —+— NsfNt trad batch 2

NNPMt trad batch 2

Grafico 2. Evolucion del % nitrégeno soluble y en % nitrdgeno no proteico de los quesos salados tradicionalmente y de los quesos salados
por impregnacion en vacio, ensayo de ambas experiencias. El valor informado surge del promedio de los valores obtenidos de cada expe-
riencia, aceptando concordancia cuando la diferencia absoluta es menor a 0.08.
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Perfil de concentracién de NaCl/agua

En el Grafico 3 se expresa la evolucion de la concentracion de cloruro de sodio en el agua contenida en la masa del queso salado
tradicionalmente y por impregnacion en vacio, de la cascara, medio y centro del queso durante su maduracion.

CONCENTRACION DE CLORURO DE SODIO EN AGUA
SALADO POR IMPREGNACION EN VACID ¥ TRADICIONAL
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Gréfico 3. Evolucion del cloruro de sodio en la cascara, medio y centro en los diferentes dias de maduracion. Los valores informados en los
dias 6, 10 y 13 corresponden al promedio de ambos batch.
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La concentracion de sal en el centro y medio del queso no presentd
diferencias significativas al 95 % entro los salados por impregnados
en vacio y los salados tradicionalmente. Pero en la céscara el % NaCl/
agua de los quesos SIV fueron significativamente menores a los
TRAD. Esto ocurre porque los pulsos de vacio aplicados afectan el
ingreso de la sal en el centro y medio del queso, pero la concentracion
en la cascara contintia dependiendo fuertemente del tiempo de salado
(Crosa et al., 2008).

Resultados microbiologicos

En el Grafico 4 se muestran los recuentos de Streptococcus
termophilus en el queso salado tradicionalmente y en el queso con
impregnacion en vacio a lo largo del proceso de maduracion. El ntimero
de Streptococcus termophilus no presenta diferencias significativas
entre ambos quesos (SIV y TRAD).

EVOLUCION DEL STREPTOCOCCUS TERMOPHILUS EN QUESO COLONIA
DURANTE MADURACION
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Grafico 4. Recuento de Streptococcus termophilus. Recuentos
realizados por duplicado; incertidumbre del laboratorio para recuento
en PCA: 0,15 unidades logaritmicas.

En el recuento de Lactococcus y Lactococcus diacetil lactis no
se observaron diferencias en los quesos con distintas tecnologias de
salado, presentando ambos un mismo perfil de crecimiento a lo largo
del proceso de maduracion (Grafico 5).
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Grafico 5. Recuento de Lactococcus y Lactococcus diacetil lactis.
Recuentos realizados por duplicado; incertidumbre del laboratorio
para recuento en PCA: 0,15 unidades logaritmicas.

Se observa una evolucion ascendente, logrando un orden de
diferencia, en el recuento de las bacterias Leuconostoc mesenteroides
y de las bacterias propionicas durante la maduracion (Grafico 6). Sin
embargo, cabe destacar que no existieron diferencias significativas
entre los quesos tradicionales e impregnados al vacio.
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EVOLUCION DEL Leuconosios mesentoroides EN
QUESD COLONIA DURANTE MADURACION
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Gréfico 6. Recuento de Leuconostoc mesenteroides y bacterias
propiénicas. Recuentos realizados por duplicado; incertidumbre del

laboratorio para recuento en PCA: 0,15 unidades logaritmicas.

Al realizar el recuento de mesofilos totales en PCA a lo largo de
la maduracion se observaron valores del orden de 10* durante todo
el proceso en ambos quesos. Estos valores constantes y del orden de
los obtenidos para los recuentos de los distintos fermentos lacticos,
evidencian la no existencia de una fuente de contaminacion externa
que podria de algiin modo interferir con el estudio realizado al competir
con la flora en estudio.

Evaluacion sensorial

EnlaTabla 2 se presentan los puntajes asignados a cada atributo. Se
detectaron diferencias en la apariencia interna pero no en los atributos
de apariencia externa, textura y flavor, con un 95 % de significancia.

La escala de evaluacion utilizada fue:

5. Concordancia con el requisito sensorial preestablecido.

4. Minima desviacion del requisito sensorial preestablecido.

3. Desviacion perceptible del requisito sensorial preestablecido.

2. Desviacion considerable del requisito sensorial preestablecido.

1. Desviacion muy considerable del requisito sensorial

preestablecido.
ATRIBUTO
_.A[;;n_nci: _.-\p_lriau_ Textura Flavor
|MUESTRAS externa interna
SV 68 148 134 193
TRADICIONAL 62 122 126 1E0)

Tabla 2. Resultados del panel de evaluacion sensorial.

La evaluacion sensorial manifiesta diferencia en la apariencia
interna de los quesos segun el proceso de salado. Los ojos de los
quesos impregnados son de menor tamafio y en un nimero mayor
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y se encuentran homogéneamente distribuidos en relacion al queso
tradicional. A continuacion se presentan imagenes (Figuras 1 y 2) en
las que se aprecian las diferencias detalladas.

Figura 1. Queso salado tradicionalmente.

Figura 2. Queso salado por impregnacion en vacio.

Conclusiones

No se apreciaron diferencias significativas en la extension de
la protedlisis, el pH y en la evolucion de las bacterias del fermento
estudiados en la maduracion de los quesos salados tradicionalmente y
por impregnacion en vacio.

Se hallaron diferencias en la concentracion del cloruro de sodio
en la cascara. La concentracion del cloruro de sodio en agua de los
quesos salados por impregnacion en vacio fue menor a la de los quesos
salados tradicionalmente, resultado coincidente con otros trabajos
cientificos (Pavia, 2000).

En lo sensorial no se observaron diferencias en el flavor, en textura,
ni en la apariencia externa, aunque se apreciaron ciertas diferencias en
el tamafio y distribucion de los ojos.
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Resumen

La dieta animal es uno de los factores que mas incide sobre la calidad de los productos porcinos. En este trabajo se evalué el efecto
de la utilizacion de semilla de girasol de alto oleico (SGAQ) y pasturas sobre la calidad quimica y sensorial del jamén curado. Se
analizaron jamones provenientes de 60 cerdos faenados a los 145 kg. Estos fueron sometidos a cuatro tratamientos, consistentes
en el suministro de dietas con diferente aporte lipidico en cantidad y composicién quimica, con y sin acceso a pasturas: i) racién
estandar, sin pasturas; ii) racién estandar, con pasturas; iii) racion con SGAO, sin pasturas, y iv) racion con SGAQO, con pasturas.
Se evaluaron parametros fisico-quimicos y sensoriales de jamones obtenidos luego de un curado tradicional de nueve meses. La
racion con SGAO dio lugar a jamones con una mayor proporcion de C18:1(®9) y menor de acidos grasos saturados en relacion a
la estandar. Las pasturas incidieron sobre el color y determinaron una mayor proporcion de C18:3(®3) y C22:6(®3). Se concluye
que con una dieta compuesta por SGAO y pasturas se obtienen jamones con mayor proporcion de acidos grasos oleico y ®3 y
relaciones ®6/m3 mas favorables para la salud humana, sin que se vean afectados atributos sensoriales.

Palabras clave: Porcinos, sistema de alimentacion, acidos grasos, calidad.

-

Abstract

One of the most important factors that determine the quality of pork products is the pig’'s diet. This study was performed to
evaluate the use of sunflower seed with high oleic acid (HOSS) and the use of pastures on the chemical and sensorial quality of
dry-cured ham. Dry-cured hams from 60 pigs slaughtered at 145 kg were analyzed. These animals were fed with two diets with
different lipid content and chemical composition, and with and without access to pastures: i) standard diet without pastures;
ii) standard diet with pastures; iii) diet with HOSS without pastures and iv) diet with HOSS with pastures. Dry-cured hams
obtained after nine months of curing were analyzed in their physical, chemical and sensorial parameters. Dry-cured hams with
higher proportion of C18:1(®9) and lower of saturated fatty acids were obtained with the HOSS diet versus standard diet. Ac-
cess to pastures had a positive effect on the colour and resulted in a higher content of C18:3(®3) and C22:6(®3). It is concluded
that a diet including HOSS and pastures produced dry-cured hams with a highest level of oleic and ®3 fatty acids and the most
adequate ®6/m3 ratio for human health, without any change in sensory properties.

Keywords: Pigs, feeding system, fatty acids, meat quality.
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La alimentacion animal es uno de los factores que mas incide
sobre la calidad de la materia prima y, por ende, del producto final. La
alimentacion determina, en parte, el contenido y composicion quimica

Introduccioén

Los consumidores en el mundo buscan cada vez con mayor
énfasis una dieta saludable y sensorialmente atractiva. En este plano,
la preocupacion por el contenido y tipo de grasas es creciente, lo que
constituye un punto clave para los productores de alimentos carnicos,
incluidos los productos porcinos.

Uruguay no es excepcion en estas tendencias globales. En el pais
se esta investigando en la produccién de carne de cerdo para consumo
fresco con perfiles lipidicos mas saludables, mediante la incorporacion
de pasturas en la dieta animal asi como de otros alimentos ricos en
acidos grasos insaturados, en sistemas de produccion al aire libre
(Capra et al., 2007; Echenique et al., 2009). La tradicion pastoril
de Uruguay y sus particulares condiciones agroecoldgicas permiten
avanzar en esta estrategia sin que los costos de produccion se eleven
significativamente, lo que mejora la competitividad del sector.

Los resultados positivos que han surgido al proseguir esta linea de
trabajo alentaron la idea de extrapolar las investigaciones realizadas en
carne fresca porcina a productos elaborados de mayor valor agregado,
como es el caso del jamoén curado.

de la grasa de cobertura e intramuscular, el tenor de antioxidantes
del musculo y la estabilidad a la oxidacion. Por otra parte, origina
compuestos que afectan al aroma y el sabor, ademas de influir sobre
el brillo, jugosidad y textura de los productos curados (Virgili et al.,
1995; Arnau, 2000). Diversos trabajos realizados en Espaia e Italia
(Lopez Bote et al., 1999; Bosi et al., 2000; Daza et al., 2005; Ventanas
et al., 2007) establecen que la composicion y caracteristicas de la
grasa de los perniles frescos obtenidos luego de la faena de los cerdos
son determinantes de la composicion quimica y calidad sensorial de
jamones serranos, ibéricos y de Parma.

Los uruguayos descienden mayoritariamente de espafloles e
italianos, tradicionales productores de jamén curado. A pesar de
esas fuertes raices, la produccion de jamon crudo es casi inexistente,
importandose mas del 95 % del consumo anual (desde Brasil, Espafia
e Italia). El desafio, entonces, consiste en desarrollar un producto de
calidad, a partir de una materia prima diferenciada por la alimentacion
y el sistema de produccion de los cerdos.

En este marco, el objetivo del trabajo es evaluar el efecto de la
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inclusion de semilla de girasol de alto oleico (SGAO) y pasturas en la
dieta de cerdos, sobre la composicion quimica y la calidad sensorial
del jamon crudo, utilizando una tecnologia de curado tradicional.

Materiales y Métodos

Tratamiento

Se trabajo con un total de 60 cerdos (30 machos castrados y 30
hembras) hibridos, criados al aire libre entre los 90 y los 145 kg de
peso vivo. Estos fueron sometidos por un lapso de 95 dias a dos
raciones balanceadas (RB) isocaldricas e isoproteicas, con y sin acceso
a pastoreo (AP):

i) Racion estandar (RE) - Sin acceso a pastoreo (SP) (n=15)

i) Racion estandar (RE) - Con acceso a pastoreo (CP) (n=15)

iii) Racion con semilla girasol alto oleico (SGAO) - Sin acceso
a pastoreo (SP) (n=15)

iv) Racion con semilla girasol alto oleico (SGAO) - Con acceso
a pastoreo (CP) (n=15)

La composicion quimica de ambas raciones se presenta en la
Tabla 1. La diferencia entre éstas radico en la incorporacion de una
fuente rica en Ac. Oleico (semilla de girasol de alto oleico) y 300 ppm
de acetato de a-tocoferol (Rovimix E-50 Adsorbate, DSM) en la racion
SGAO. El racionamiento con alimento balanceado fue restringido,
suministrandose una cantidad fija por animal de 3.5 kg/dia durante
todo el periodo.

RE SAL

Materia seca (%) B4 F_F.'J
Energla metabolizabie (Keallg) 3100 3080

Proteina cruda (%M 5) 16.1 162
Fibra crada | % MS) 32 A
Ceneas (% MS)H 42 48
Calan (% MS) Lo L1
Fasfiorn (Ye MS) 0.4 0.5

Extracto etéreo (%) 233 395
Mciddos prasos (@ 100 g} Clod 12.51 .13

Cl18:40 154 i (]

C18:1 o) 23,51 60,92

C18:2 (odv) 6,85 26,42

C18:3 [m3) 248 1.58

Tabla 1. Composicién quimica de las raciones balanceadas.

La pastura, con dos afios de sembrada, estaba compuesta por
achicoria (Cichorium intybus) y trébol blanco (Trifolium repens).
En los tratamientos con pasturas, el acceso al pastoreo fue libre,
manejandose una superficie de 2.500 m? por medio de franjas diarias
de 100 m?, delimitadas por cerco eléctrico.

Elaboracion de los jamones curados y obtencion de
muestras

Los animales se sacrificaron a los 240 + 11 dias de edad y a un
peso vivo de 14545 kg. A los 45 minutos y 24 horas postmortem (p.m.)
se realizaron determinaciones de pH con el fin de detectar y descartar
perniles PSE o DFD. Dichas determinaciones se efectuaron sobre el
musculo Semimembranosus del pernil de la media canal izquierda
con pHmetro de compensacion automatica de temperatura (Altronix
TPA-1V, USA) provisto de un electrodo de puncion con polimero
de xerolyt (Mettler-Toledo, LoT406-DKX, USA). Se realizaron dos
lecturas sucesivas, tomandose como valor final la media de ambas
determinaciones.

A las 48 horas p.m. se extrajeron los perniles de las hemicanales
izquierdas y se procedi6 al pulido y perfilado de las piezas. Se extrajeron
pezuila, hueso coxal y una pequeiia porcion de la musculatura que rodea
al ultimo, procediéndose luego al desangrado por presion manual.

Posteriormente, los jamones se sometieron a un proceso de curado
tradicional de nueve meses: salazon por recubrimiento de sal y secado-
maduracion en camaras con temperatura y humedad controladas.

Una vez madurados, los jamones fueron deshuesados y prensados.
Las muestras se extrajeron seccionando transversalmente la pieza en
su parte media, obteniéndose de esta forma dos porciones. Cada una
de éstas incluia los musculos B. femoris, R. femoris, Adductor, Vastus
medialis, Vastus intermedius, Vastus lateralis, Semimembranosus
y Semitendinosus, fundamentalmente, y la correspondiente grasa
intermuscular y de cobertura. De una de las secciones se extrajo el
Biceps femoris.

Tanto las secciones transversales como las muestras de Biceps
femoris fueron envasadas al vacio y conservadas a 2 °C hasta la
realizacion de las determinaciones fisico-quimicas correspondientes.

Determinaciones fisico-quimicas

Sobre la seccion transversal de la pieza y a nivel de la muestra
del musculo Biceps femoris se llevaron a cabo las siguientes
determinaciones:

Actividad de agua (Aw): Con equipo Aqualab Series 3TE
(a 25 °C), utilizando protocolo de ensayo PES.CEMIC.CER.501.

Proteina: Por metodologia PEC QCO QLAC 039, basado en la
Norma ISO 937:1978.

Humedad: Por metodologia PEC QCO QLAC 037, basado en la
Norma AOAC 2000, 950.46.

Cenizas: Por metodologia PEC QCO QLAC 040, basado en la
Norma ISO 936:1998.

Grasa: Mediante una extraccion cuantitativa tipo método de Folch
et al. (1957) utilizando una mezcla hexano-isopropanol 3:2 (v/v).

Sobre seccion transversal, que incluia los mtisculos mencionados
anteriormente, y grasa de infiltracion, intermuscular y de cobertura,
se determino:

Perfillipidico delagrasa: Porcromatografia gaseosa-espectrometria
de masa (CG-EM), con preparacion de los ésteres metilicos segun
técnica [UPAC 2.301.

o-tocoferol: Por cromatografia liquida (HPLC). En el caso de este
analisis se manejo para cada tratamiento una muestra compuesta.

Evaluacion sensorial

Se llevaron a cabo ensayos con paneles de 50 consumidores cada
uno. Los atributos evaluados fueron: color, sabor, textura y agrado
general, utilizando una escala heddonica de nueve puntos (1-Me
disgusta muchisimo a 9-Me gusta muchisimo).

En el primer ensayo se compararon muestras de jamon curado
procedentes de cerdos alimentados con racion RE y con racion SGAO,
en ambos casos sin acceso al pastoreo. En el segundo ensayo se
compararon muestras de jamones provenientes de SGAO con pastoreo
y de SGAO sin acceso al mismo.

Finalmente se contrastd el jamon proveniente de la dieta SGAO
con acceso al pastoreo vs. el jamoén curado de mayor consumo en
Uruguay. Este tltimo es un producto importado que participa en mas
del 60 % del mercado del jamon curado en el pais.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos del ensayo fueron analizados utilizando el
Procedure GLM del paquete estadistico SAS. El modelo estadistico
utilizado incluy6 los efectos tipo de racion, acceso al pastoreo e
interaccion tipo de racion por acceso a pastoreo. Cada pieza individual
correspondié a una unidad experimental para el analisis.

Los datos de la evaluacion sensorial fueron analizados por Prueba
t para dos muestras, suponiendo varianzas iguales.
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Resultados y Discusion

Propiedades fisico-quimicas

No se observaron diferencias significativas de pH a nivel del
musculo Semimembranosus (Tabla 2) ni de la composicion quimica
de las secciones transversales de jamon curado y de musculo Biceps
femoris (Tablas 3 y 4). Los valores obtenidos se hallan comprendidos
dentro de los rangos citados por Lopez et al. (2005) y Garcia Regueiro
(20006) para el caso de jamones curados espafioles.

R AP Significacion

RE |SGAO| SP | CP | RB| AP wuar

pH 45 min, pm.] 620 | 618 ]| 6.4 | 623 | os | ns | ns
pH 24 hs, pamn. 5.4 | 5.65 5.64 5.65 ns [ ns | ns

Tabla 2. pH a los 45 minutos y 24 hs. p.m. (Semimembranosus).

IR AP Significaciin

RE | SGAO | sp P | RB| AP o

Aw 0.87 | 0.87 0.87 | 0.E7 ns | ns | ns
Humedad (%) | 5146 | 5150 | 5166 | 5130 | ns | ns | ns
Proteina (%) NG90 | 31.23 | 3240 | 30.20 ns | ns ns
Cenizas (%) | 1040 | 1085 | 1050 | 1100 | os [ ns | ns
e acutnr iy | 729 | 688 | 742 | 674 | ns | ns | s

Tabla 3. Pardametros fisico-quimicos del jamén curado (B. femoris).

RB AP Significacidn

RE SGAO| SP P | RB| AP wowr
A 0.E5 .85 LES LES ns ns ns
Homedsd (%) | 4459 | 4521 | 3363 [45.08 | ns | ns | ns
Proteina (%) | 30.64 | 3059 | 3036 | 3071 | ns | ns | ns
.(.fm.lzm.l'#'p} H.,ai.ll ﬂ,[in. .04 !H:tl.lI ns [ ns n.-:-
Corasa total (%) 16,32 15.09 1590 | 1547 ns | ns ns

Tabla 4. Parametros fisico-quimicos del jamén curado (seccién trans-
versal).

Con relacion a la composicion de a-tocoferol, si bien no se llevo
a cabo un analisis estadistico al manejarse muestras compuestas, la
tendencia de los resultados concuerdan con otras fuentes (Monahan et
al., 1992; Bosi et al., 2000; Ventanas et al., 2007). Estas sefialan que la
deposicion de a-tocoferol en los musculos de los cerdos es dependiente
de la concentracion de vitamina E en el alimento. Tal es asi que la
racion suplementada con vitamina E (SGAO) determind jamones
curados con mayor porcentaje de a-focoferol. Al mismo tiempo, dentro
de la racion RE, aquellas piezas provenientes de animales con acceso
al pastoreo promediaron un nivel superior de a-tocoferol (Tabla 5).

SP cP
HE (1,80 1.40
SGAD 265 326

Tabla 5. Composicién en a-focoferol (ng/g).

Composicion quimica de la grasa

Segtin los resultados obtenidos, una proporcion importante de
las secciones analizadas esta constituida por grasa. El tipo de acidos
grasos que la componen tiene una altisima incidencia en la calidad
nutricional y organoléptica, ya que determina atributos tales como el
sabor, aroma, textura y jugosidad del jamon curado.

Al comparar la composiciéon quimica de la grasa de jamones
curados provenientes de diferentes tratamientos, el perfil de acidos
grasos resulto ser contrastante. Los cerdos cuya dieta se basd
en SGAO dieron lugar a jamones curados con un perfil lipidico
significativamente superior en Ac. Oleico, ademas de presentar una
relacion acidos grasos monoinsaturados/saturados (MUFA/SFA) mas
favorable desde el punto de vista nutricional, ya que la proporcion de
SFA disminuy¢ y la de MUFA aumento respecto a la dieta basada en
RE (Tabla 6).

Esta situacion se explica por la condicion de monogastrico del
cerdo, ya que la composicion de acidos grasos de los lipidos tisulares
refleja de un modo mas o menos aproximado el perfil de acidos grasos
de los alimentos ingeridos (Scheeder et al., 2000; Hogberg et al., 2003;
Martinez et al., 2007; Capra et al., 2007). Por ello, al diferenciar en
forma acentuada las dietas desde el punto de vista de su perfil lipidico,
la consecuencia logica es obtener carne y productos finales con una
composicion en acidos grasos contrastante.

El incremento en el contenido de Ac. Oleico por efecto de una
dieta animal rica en dicho acido graso normalmente se traduce en
beneficios sensoriales y nutricionales muy importantes en los jamones
curados. En primer lugar, el Ac. Oleico tiene un efecto positivo sobre
las lipoproteinas de alta densidad (HDL), factor de proteccion sobre
enfermedades cardiovasculares (Bondia, 2007; Wood et al., 2008). En
segundo lugar, estas grasas son mas resistentes a la oxidacion que las
poliinsaturadas (Rhee et al., 1988; Lopez Bote et al., 1999), generan
productos finales de oxidacion con menor proporciéon de hexanal
(Larick et al., 1992) y forman una mayor cantidad de aldehidos y
compuestos aromaticos agradables durante el proceso de maduracion
del producto (Garcia et al., 1991). Al mismo tiempo, para el Ac.
Oleico se registrd una interaccion significativa entre la dieta SGAO
y el acceso a la pastura (P<0.05), lo que determiné un porcentaje de
dicho acido graso proximo a 49 % en los jamones provenientes de
cerdos alimentados con SGAO y pasturas.

A nivel de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos para los acidos
grasos o6 (Ac. Linoleico y Araquidonico, fundamentalmente). Por otra
parte, se registraron mayores proporciones de los acidos grasos DHA y
o-linolénico en el caso de jamones provenientes de cerdos sometidos
a pastoreo. En Argentina, Moisa et al. (2007) arribaron a resultados
similares al comparar la composicion de la grasa intramuscular de
carne porcina proveniente de sistemas de produccion confinado
y con acceso a una pastura de alfalfa y trébol blanco. Las pasturas,
dependiendo de las especies que las componen, presentan en su perfil
lipidico entre un 33 % y casi un 50 % de Acido a-linolénico (Isabel
y Lopez Bote, 2000; Garcia Martin, 2001; Pérez et al., 2008), por lo
que dicho aporte se ve reflejado en la composicion quimica del tejido
adiposo.

Por otra parte, se determind una interaccion estadisticamente
significativa (P<0.01) con el tipo de racion, ya que las piezas
provenientes de cerdos alimentados con pasturas y SGAO presentaron
los mayores porcentajes de Ac. o-linolénico. Un incremento en la
proporcion de dicho acido graso esencial es por demas favorable
desde el punto de vista de la salud humana, dado que es precursor de la
serie metabolica a3 y algunas de las dietas occidentales actuales solo
cubren un 50 % de la ingesta diaria de Ac. a-linolénico recomendada
(Bondia, 2007).

Con respecto a las relaciones entre los ©6/w3 los valores mas
bajos y, por ende, favorables se obtuvieron con jamones provenientes
de los tratamientos con acceso a pastoreo (Tabla 6). Fue registrada
una interaccion entre el tipo de racion utilizado con la pastura
(P<0.05), determinando que los jamones curados provenientes de
cerdos con acceso al pastoreo y dietas basadas en girasol de alto oleico
presentaran las relaciones ®6/m3 mas beneficiosas desde el punto de
vista nutricional.
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RE AP Significacion
[
Acidos Grasos (%) RE SGAO sP cp RB | AP RBx AP
Cihzid 103 02 0,03 113 Ms ns ns
C8:0 0.01 0,05 0,01 0.05 005 | s ns
Clo:0 0,07 0,06 0,06 0,06 Ns | ns na
C12:0 0,09 0,06 0,07 0,07 005 | ns ns
Cld:0 143 LI5 |40 LIE 0.05 ns 0,05
Ci1s0 007 0,03 0,05 005 005 | ns s
Cl6:0 24,94 21,51 24,15 22,31 005 | ns ns
Cl6:1 1.89 229 201 3,18 005 | ns s
Cl17:0 42 0,29 0,37 0,34 ns ns ns
Ci7: 0,19 0.19 0,19 0,19 ns | oms s
C18:0 14,0 1245 131.4] 13,04 005 ns ns
Ci8:1 41,54 47.69 43.76 45,46 00001 | o 0.05
C18:2 11.21 10,54 10,95 10,79 s ns ns.
C18:3 0,59 057 0,35 0,80 ns | 00000 0.01
C19:0 ] 0,03 0,02 0,03 0,02 o ns s
200 0.16 012 015 0.13 mo | ns s
C20:1 0,62 0,70 0,66 0,66 ns ns ns
202 0,69 047 3 0,56 0,61 ns | ns ns
C:3 LR E (s LIRIL] [, i} s .05 s
C20:4 0,23 0,17 0.19 0.21 ns | os ns
Ci2:3 0, 1 02 LR 0,106 0] I ns n&
C22:4 Dl}_'i_ '!:L_{IE_ _iJ.'I_]El_ | ﬂ_.!].'h ns l ns | ns
C22:5 (b, (5 0,12 (.05 005 s ns ns
C22:6 (DHA) 0.09 0,10 0.04 015 s [ 0001 ns
wl 0,74 0,77 45 1,003 ns 0, 00F] K|
Wb/ 16,74 14,76 26,39 11,52 ms | 0001 0.0l
TSFA 1253 36,90 40,92 38,51 0.05 s s
| SMUFA TR 50,86 46,61 1848 00001 | ms | ons
SPUFA 13,13 12,06 12,33 12,83 ns ns ns
MUFA/SFA 1.07 142 117 1,30 001 | 005 ns

Tabla 6. Perfil lipidico del jamén curado (seccién transversal).

Evaluacion sensorial

Al someter a evaluacion muestras de jamones provenientes de
dietas con RE y SGAO, no se registraron diferencias significativas,
con valores dentro de la escala hedonica en el entorno de 7-7.2 para
los atributos estudiados (Tabla 7). Si bien quimicamente se obtuvieron
diferencias significativas en el perfil lipidico, éstas no fueron detectadas
por los consumidores.

Lo anterior concordaria con lo sefialado por Graziotti (2000),
quien observo que al realizar el animal una actividad fisica moderada,
como es el caso del pastoreo, se produce un incremento de las fibras
rojas oxidativas, lo cual tiene incidencia sobre la intensidad del color
por una mayor concentraciéon de mioglobina. A su vez, la actividad
antioxidante de los a-focoferoles naturales presentes en las pasturas
reduciria la oxidacion de dicho pigmento de la carne (Cava y Andrés,
2001).

COLOR SABOR | TEXTURA | AGRADO
GENERAL
RE 71 71 72 7.1
SGAO |7 |72 20 |
| Significacitn NS NS NS NS

COLOR SABOR | TEXTURA | AGRADO
GENERAL
Jamin en estuilio T.1a 7.2a T.2a T.da
Jamon comercial| 63 b 6.4 b 6.0 h 6.1 b
Significacion P05 P<i 05 P<i1.05 Pl 05

Tabla 7. Evaluacion sensorial de jamones provenientes de diferentes

dietas.

En cambio, al comparar jamones provenientes de cerdos con
diferente acceso al pastoreo, el panel de consumidores pudo determinar

una diferencia estadisticamente significativa para el color (Tabla 8).

COLOR SABOR | TEXTURA | AGRADO
GENERAL
CON FASTURA 708 1.2a T.2a 7.la
SIN PASTURA 64h 68a 6.7 0 67a
Significacion P<0.05 NS NS NS

Tabla 8. Evaluacion sensorial de jamones de cerdos con y sin acceso

a pasturas.

Tabla 9. Evaluacién sensorial de jamones en estudio y comercial.

Finalmente, al comparar el jamoén proveniente de la dieta SGAO
con acceso al pastoreo (jamon en estudio) con el jamén curado de
mayor consumo en Uruguay (jamén comercial), se obtuvo una
puntuacion mas elevada para todos los atributos (P<0.05) en el caso
del jamon en estudio (Tabla 9).

Conclusiones

De los resultados se desprende que es factible modificar por medio
de la alimentacion y el pastoreo de los animales algunos atributos de la
calidad nutritiva y sensorial del jamén curado obtenido.
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El suministro de una dieta rica en Ac. Oleico da lugar a jamones
curados con un alto porcentaje de dicho acido graso en su perfil
lipidico, al tiempo que reduce la proporcion de las grasas saturadas.

La utilizacion de pasturas en la dieta, ademas de incidir
positivamente sobre el color de los jamones curados (segiin apreciacion
de los consumidores), también influye sobre la composicion a nivel de
los PUFA del producto final. En este sentido, las pasturas determinan
una mayor proporcion de los Ac. a-linolénico y Docosahexaenoico
(DHA), que son de gran relevancia para la salud cardiovascular, al
igual que Ac. Oleico.

Con una dieta compuesta por SGAO y pasturas, se obtienen los
jamones curados con mayor proporcion de C18:1(®09), C18:3(w3)
y C22:6(®3) y las relaciones ®6/@3 mas favorables desde el punto
de vista de la nutricion humana. Sensorialmente, el jamoén obtenido
a partir de la investigacion tiene una mayor aceptacion por parte de
los consumidores uruguayos que el producto comercial importado con
mayor presencia en el mercado nacional.

En sintesis, por medio de la dieta y el sistema de produccion
es posible modificar la composicion en acidos grasos de la carne
porcina —y por tanto del jamoén curado— hacia perfiles lipidicos mas
beneficiosos, al menos desde la perspectiva nutricional, sin afectar
otros atributos de calidad.
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Resumen

Las peliculas se elaboraron a partir de soluciones de aislado de proteinas de suero lacteo (WPI), utilizando glicerol como plastifi-
cante y con el agregado o no de sorbato de potasio como conservador. Los métodos utilizados fueron el de moldeo por compresién
a 140 °C y 1 MPa y el método de casting a 23 °C y 55 % de humedad relativa. El método de moldeo por compresion presenta
la ventaja de involucrar menos tiempo y menos incertidumbre para la formacion de las peliculas comparado con el método de
casting. Por otro lado, mejora las propiedades mecanicas de las peliculas aumentando su stress maximo y su elongacion y dis-
minuyendo su permeabilidad al vapor de agua y su solubilidad.

Palabras clave: Moldeo por compresion, casting, fuerza, stress, elongacion, médulo de Young.

Abstract

The films were made from whey protein isolate (WPI) solutions using glycerol as plasticizer and with or without the use of po-
tassium sorbate as antimicrobial. The methods used were compression molding at 140 °C and 1 MPa and the casting method at
23° C and 55 % of humidity. The compression molding method has the advantage of involving less time and uncertainty for the
film forming than the casting method. On the other hand, it improves the mechanical properties bringing films with higher tensile

i

strength and elongation, and less water vapor permeability and solubility.
Keywords: Compression molding, casting, force, tensile strength, elongation, elastic modulus.

Introduccion

Una pelicula comestible y biodegradable se define como una capa
fina de material comestible y biodegradable que puede ser formada
sobre un alimento como una cobertura o preformada como una
pelicula, y que puede colocarse entre los componentes de un alimento
o ser un envoltorio para éste. Sus propiedades le permiten controlar
la migracion de humedad, oxigeno, dioxido de carbono, aromas y
lipidos, incluir en el sistema ingredientes alimentarios (por ejemplo:
antioxidante, antimicrobiano y sabores), y/o mejorar la integridad
mecanica y de manipulacion del alimento (Krotcha y De Mulder-
Johnston, 1997).

El uso de peliculas por la industria alimentaria es de gran interés
por su potencial para incrementar la vida util de muchos alimentos.
Las peliculas pueden incorporar en sus formulaciones sustancias
activas, lo que las hace un ejemplo de envases activos para alimentos
(Han y Gennadios, 2005). Tal es el caso del uso de antimicrobianos
incorporados en las peliculas comestibles para extender la vida ttil
de los alimentos, retardando el crecimiento de hongos, levaduras y
bacterias durante el almacenamiento y distribucion de los alimentos;
uno de los mas usados es el sorbato de potasio (Cuppett, 1994).

La formacién de las peliculas puede lograrse a través de dos
procesos principales. Uno de ellos es el “proceso hiimedo”, que
involucra la dispersion o solubilizacion de los biopolimeros en una
solucion para la formacion de la pelicula, seguida por la evaporacion
del solvente. Un ejemplo es el método casting, en el cual luego de
formada la solucién de los componentes de la pelicula, se realiza
la evaporacion del solvente a temperatura y humedad controladas,

forméandose asi la pelicula. Otro es el “proceso seco”, que se fundamenta
en la conducta termopléstica que algunas proteinas y polisacaridos
muestran a bajos niveles de humedad en moldeo por compresion y
extrusion. En el método de moldeo por compresion, luego de formada
la masa de los componentes de la pelicula se le aplica una presion
y una temperatura determinadas durante un tiempo establecido, para
lograr asi la formacion de la pelicula.

El objetivo de este articulo es comparar dos métodos de elaboracion
de peliculas biodegradables y comestibles hechas en base a aislado de
proteinas de suero lacteo (WPI), conteniendo o no en su formulacién
sorbato de potasio como conservador. Los métodos estudiados son
el método de moldeo por compresion y el método de casting. Las
caracteristicas a evaluar para la comparacion son las propiedades
mecanicas de las peliculas obtenidas, su permeabilidad al vapor de
agua, solubilidad en agua y humedad.

Materiales y Métodos

Preparacion de las peliculas por método de moldeo
por compresion

Las peliculas se elaboraron a partir de una mezcla de WPI
(PROVON ® 290, 90 % p/p, Glanbia Nutritionals, WI, USA), glicerol
(J. T. Backer) como plastificante y agua destilada. En las peliculas
donde se incorpor6 sorbato de potasio como conservador se hizo en
una proporcion del 10 % p/p en la pelicula final, previamente disuelto
en el agua (esta cantidad fue seleccionada de un estudio hecho
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en paralelo en el cual se evidencid la actividad fungistatica de esta
proporcion del conservador). Las peliculas se prepararon manteniendo
una relacion de WPI/glicerol 2,3/1 y un 18 % (p/p) de humedad. La
mezcla se batié en batidora manual a la minima velocidad durante 15
minutos y luego se almacend en bolsas de polietileno a 5 °C durante
24 horas para equilibrar sus componentes. Para la formacion de las
peliculas se colocaron esferas de 3 g de la mezcla entre las placas de
una prensa de laboratorio (Toyoseiki, P2-25T) y se sometieron a una
temperatura de 140 °C y una presion de 1 MPa durante 2 minutos. Se
retiraron de alli luego de 3 minutos de enfriamiento. Las peliculas asi
obtenidas fueron almacenadas a 23 + 2 °C de temperaturay 55+ 5 %
de humedad relativa durante cinco a siete dias previo a la realizacion
de los ensayos.

Preparacion de las peliculas por método de casting

Las peliculas se elaboraron a partir de soluciones de WPI
(PROVON ® 290, 90 % p/p, Glanbia Nutritionals, WI, USA) en
agua destilada, utilizando como plastificante glicerol (J. T. Backer).
Se prepararon soluciones de 10 % de WPI p/p en la pelicula final,
manteniendo una relacion WPI/glicerol 2,3/1. El sorbato de potasio
se incorporé en estas soluciones en una proporcion del 10 % p/p en la
pelicula final. Se trataron durante una hora con agitacion magnética
y se ajustd el pH a 8,0 con solucion de NaOH 2N o HCI 2N, segun
correspondiera. Las soluciones se colocaron en bailo de agua a 83+1 °C
durante siete minutos para lograr un buen entrecruzamiento, evitando
la coagulacion de las proteinas. El peso de las soluciones fue ajustado
con agua destilada de manera de compensar las pérdidas producidas
por evaporacion y mantener las condiciones iniciales. Se colocaron
14 g de la solucion en cada placa de Petri de poliestireno (Greiner
Bio-One) de 14 cm de diametro interno, utilizando pipeta Pasteur y
de manera lenta para evitar la formacion de burbujas. Las placas se
colocaron en condiciones de temperatura de 23 + 2 °C y humedad
relativa de 55 = 5 % durante 19 horas para secar las peliculas, que
asi obtenidas fueron almacenadas en las mismas condiciones durante
cinco a siete dias previo a la realizacion de los ensayos.

Ensayos realizados

* Espesor de las peliculas

Se midi6 con micrometro digital (Digi Thickness Tester, Toyoseiki,
Japdn), con una resolucion de 1 um. El resultado se expres6é como el
promedio de 10 medidas tomadas aleatoriamente en las peliculas ya
cortadas y acondicionadas para la realizacion del ensayo.

* Ensayos mecanicos

Se realizaron de acuerdo a la norma ASTM D882. Se cortaron
las peliculas en forma de probetas de 10 mm de ancho con un
cortador de muestras neumatico (Toyoseiki, Japon). Se midieron los
espesores segiin se menciond anteriormente y se seleccionaron para
estos ensayos aquellas peliculas cuyo espesor era 0.140 + 0.010mm.
Posteriormente se realizaron los ensayos de traccion en un equipo
Shimadzu Autograph AG-2000A. Se utilizd una separacion de
mordazas de 50 mm y se aplico) una velocidad de 50 mm/min. De
los ensayos de traccion realizados se determinaron los siguientes
parametros: fuerza maxima, stress maximo, porcentaje de elongacion
y modulo de Young. Se realizaron de seis a ocho ensayos por cada tipo
de pelicula elaborada. La comprobacion estadistica de los resultados
se basoé en test de hipotesis al 95 % de confianza.

*  Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se define como la velocidad
de transmision de vapor de agua por unidad de area del material y por

unidad de diferencia de presion entre dos superficies especificas bajo
determinadas condiciones de temperatura y humedad.

Para la medicion de este parametro se utilizd el método
gravimétrico, basado en la norma ASTM E96, con las siguientes
condiciones: 0 % HR dentro de la celda y 100 % = 2 % fuera de la
misma a una temperatura de 23 °C. Para esto se utiliz6 una camara
de temperatura y humedad controladas (Tabai espec. Corp., MS-110,
Japan). Se hicieron entre tres y cinco ensayos por cada tipo de pelicula
claborada. Los espesores de las peliculas utilizadas para este ensayo
fueron de 0.120 + 0.010 mm.

e  Humedad y solubilidad en agua

La solubilidad en agua se define como el porcentaje de materia
seca de la pelicula solubilizada luego de 24 horas de inmersion en
agua (Gontard, 1994).

El contenido inicial de materia seca (%) y la humedad se
determinaron gravimétricamente secando las muestras del film a
105 °C en una estufa con circulacion de aire por 24 horas. Se cortaron
tres discos de la pelicula de 2 cm de diametro, se pesaron y se colocaron
en un vaso de bohemia que contenia 50 mL de agua. Este se introdujo
en una incubadora con agitacion (New Brunswick Scientific Co.,
modelo G25) a 20 °C y 62 rpm. Luego de la incubacion las muestras
de peliculas se quitaron de los vasos y se secaron en una estufa a
105 °C durante 24 horas para determinar la materia seca no soluble en
agua. Restando este valor del peso de materia seca inicial, se obtuvo
el peso de materia seca que se solubilizo en agua durante 24 horas y
se expreso como un porcentaje de la materia seca inicial. Se realizaron
entre cuatro y seis ensayos por cada tipo de pelicula elaborada.

Resultados y Discusion

Ensayos mecanicos

En los Graficos 1 al 4 se presentan los resultados de los ensayos
mecanicos realizados a las peliculas elaboradas con y sin sorbato de
potasio, utilizando ambos métodos de elaboracion.

Fuerza maxima

B Modded por comprasn
B Castng

1] 10
Sorbato de potasio (% pip)

Gréfico 1. Comparacion de fuerza méaxima de las peliculas )
realizadas por los métodos de moldeo por compresion y de casting.

Stress miximo

B Moldeo por compiesion
B Casing

i} 10
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Grafico 2. Comparacion del stress maximo de las peliculas )
realizadas por los métodos de moldeo por compresion y de casting.
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Las peliculas obtenidas por el método de moldeo por compresion
presentan valores de fuerza y stress maximo entre 2,7 y 3,5 veces
mayores que los de las peliculas elaboradas por el método de casting.
Sothornvit et al. (2007) hallaron una disminucion del stress en las
peliculas elaboradas por el método casting respecto a las elaboradas
por el método de moldeo por compresion, usando peliculas en base a
WPI y glicerol.

En ambos métodos se observa que la incorporacion de sorbato de
potasio disminuye tanto la fuerza maxima como el stress maximo de
las peliculas. Las disminuciones son mayores cuando se usa el método
de casting (48 % para la fuerza maximay 45 % para el stress maximo),
mientras que cuando se usa el método de moldeo por compresion la
fuerza maxima disminuye un 32 % y el stress maximo un 33 %.

Elongacian
m:}r”‘
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o 10

Sorbato de potasio (% pip)

Grafico 3. Comparacion de la elongacion de las peliculas )
realizadas por los métodos de moldeo por compresion y de casting.

Se observa mayor elongacion en las peliculas realizadas por el
método de moldeo por compresion, que aumenta con el agregado de
sorbato de potasio. Sucede lo contrario en el método de casting, donde
el agregado de sorbato de potasio disminuye la elongacién de las
peliculas. La mayor elongacion encontrada es de 99 % y se presenta
en las peliculas con un 10 % de sorbato en su formulacion y elaboradas
por el método de moldeo por compresion.
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Grafico 4. Comparacion del moédulo de Young de las peliculas
realizadas por los métodos de moldeo por compresion y de casting.

El médulo de Young es menor en las peliculas elaboradas por el
método casting. La incorporacion de sorbato de potasio hace que dicho
modulo sea mas de un 60 % menor en las peliculas, con cualquiera de
los dos métodos estudiados.

Permeabilidad al vapor de agua

En el Grafico 5 se muestran los resultados de la permeabilidad al
vapor de agua de las peliculas elaboradas con ambos métodos y con y
sin agregado de sorbato de potasio.
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Gréfico 5. Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas
elaboradas por los métodos de moldeo por compresion y de
casting.

Las peliculas elaboradas con el método de moldeo por compresion
son menos permeables al vapor de agua que las peliculas elaboradas
por el método de casting, no encontrandose diferencias significativas
por el agregado de sorbato de potasio en ambos métodos. Sothornvit et
al. (2003) justifican este hecho porque la alta temperatura del proceso
de moldeo por compresion lleva a un mayor entrecruzamiento de las
proteinas, haciendo que la permeabilidad al vapor de agua sea menor.

Humedad y solubilidad en agua

EnlaTabla 1 se expresan los resultados de los ensayos de humedad
y solubilidad en agua de las peliculas elaboradas por el método de
moldeo por compresion y por el método de casting, en todos los casos
sin incorporar sorbato de potasio en las formulaciones.

Ml.'_tqilu de :llburw.lén Humedad (%) Sl_llubilli(_il_ll_{}i]
Muoldeo ror i.:llltl[l]’l:.\il:ln 19.3 g0
Casting 221 39,3

Tabla 1. Resultados de humedad y solubilidad en agua de las
peliculas elaboradas por los métodos de moldeo por compresiéon
y de casting.

Se observa que la solubilidad de las peliculas elaboradas por el
método de moldeo por compresion es menor que la de las peliculas
elaboradas por casting.

Segun indican Sothornvit et al. (2003), las peliculas elaboradas
con el método de moldeo por compresion deberian perder mas
humedad durante el propio proceso de elaboracion, comparadas con
las peliculas elaboradas por el método de casting.

Conclusiones

La elaboracion de peliculas comestibles por el método de moldeo
por compresion permite obtener peliculas mas resistentes a la ruptura.
Esto lo demuestran las propiedades mecanicas analizadas, que arrojan
como resultado mayores valores de fuerza y stress maximo y mayores
elongaciones previas a la ruptura.

Adicionalmente, este método de elaboracion permite obtener
peliculas con menores valores de permeabilidad al vapor de agua y
de solubilidad, propiedades que son deseables cuando las peliculas se
quieren utilizar en contacto con alimentos cuya humedad se pretende
mantener constante.

Asimismo, el método de moldeo por compresion presenta la
ventaja de insumir menos tiempo para la elaboracion de las peliculas,
y las mismas son menos sensibles a las variaciones de las condiciones
ambientales durante la elaboracion.

Estas caracteristicas llevan a que este método sea el elegido a la
hora de elaborar peliculas comestibles y biodegradables.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar la aplicacion de la técnica acustica Elastografia por Retorno Temporal (TRE) a la
evaluacion de la textura de distintos tipos de queso. Se evaluaron ocho muestras comerciales de diferente textura mediante las
técnicas de TRE y Analisis de Perfil de Textura (TPA). Ambas metodologias permitieron detectar diferencias en la textura de
las muestras, aportando resultados concordantes. De acuerdo a la regresion de minimos cuadrados parciales realizada (PLS), el
ancho de focalizacion obtenido por TRE se correlacioné positivamente (R?=0.89) con los parametros dureza y rigidez del TPA.
Esto indica que la técnica de TRE seria un método adecuado para evaluar la textura de los quesos de forma no destructiva.
Palabras clave: Técnicas acisticas, parametros elasticos, evaluacion no destructiva.

Abstract

The aim of this work was to study the application of the acoustic technique Time Reversal Elastography (TRE) for texture
evaluation of different types of cheese. Eight commercial cheese samples were evaluated using TRE and Texture Profile Analysis
(TPA). Both methodologies were able to identify differences in the texture of the evaluated cheese samples, providing similar
results. According to the partial least squares regression performed, the focalization width determined by TRE was positively
correlated (R?>=0.89) to hardness and stiffness. This indicates that TRE could be considered as an adequate method for the non

destructive evaluation of cheese texture.

Keywords: Acoustic techniques, elastic parameters, non destructive evaluation.

Introduccion

La aplicacion de técnicas de monitoreo y control de calidad que
permitan la evaluacion de propiedades de alimentos de manera rapida
y no destructiva es de gran interés para la industria alimentaria. En los
ultimos afios se ha verificado el gran potencial que poseen las técnicas
acusticas para la evaluacion de distintas propiedades en alimentos
como queso, carne, frutas y aceites (Benedito et al., 2002; Benedito et
al., 2006a). La aplicacion de estas técnicas constituye una alternativa
no destructiva y facilmente automatizable. En particular, la aplicacion
de técnicas acusticas permite la evaluacion de la textura de diferentes
tipos de queso (Benedito et al., 2006b).

La velocidad de propagacion del ultrasonido se utilizd como
parametro ultrasonico para el seguimiento de los cambios de textura
que se dan a lo largo de la maduracion en quesos Manchego, Cheddar
y Mahon (Benedito et al., 2000a, 2000b, 2006a). Los resultados de
estos trabajos muestran que la medida de textura por ultrasonido es
posible, verificandose la correlacion entre la velocidad de ultrasonido
y parametros de textura tales como dureza y rigidez. Sin embargo,
se verifico una influencia importante de la atenuacion en las medidas
de ultrasonido realizadas sobre hormas de queso entero, por lo cual
las medidas solo resultaban adecuadas en muestras de 2 cm de largo
(Benedito et al., 2006b). Esto convierte al ensayo en destructivo,
debiéndose buscar alternativas que permitan la evaluacion de muestras
de queso sin cortar.

Benedito et al. (2006b) evaluaron la aplicacion de una técnica
de pulso — respuesta que consistio en golpear una horma de queso
Manchego y evaluar la respuesta a dicha excitacion a lo largo del
proceso de maduracion. La técnica resulto adecuada para la evaluacion
de los cambios en la textura de la superficie del queso, pero no dio

buenos resultados en la parte interna del queso.

La técnica de Elastografia por Retorno Temporal (TRE) se ha
desarrollado en los ultimos tres afios en el Laboratorio de Acustica
Ultrasonora del Instituto de Fisica, Facultad de Ciencias, Universidad
de la Republica (Brum et al., 2008; Catheline et al., 2008; Benech et
al., 2009). La técnica de TRE fue concebida para la evaluacion de
las propiedades mecénicas de tejidos biologicos y ha sido utilizada
en la evaluacion de terneza en carne, control de temperatura en
musculo esquelético y evaluacion de textura en quesos. Consiste en la
generacion de una sefial actistica mediante una excitacion externa. Una
vez adquirida esta sefial, se reconstruye numéricamente el proceso de
focalizacion espacio-temporal (Brum et al., 2008). El ancho a -6dB
del pico de la focalizacion espacial en la reconstruccion del proceso de
focalizacion permite evaluar la longitud de onda del pulso. La misma
esta relacionada con la elasticidad del medio, es decir, el ancho de
focalizacion varia en funcion de su textura. Una ventaja que presenta
esta técnica es que puede ser aplicada a una horma entera de queso
sin necesidad de cortar muestras, por lo cual podria ser aplicada a la
evaluacion no destructiva de la textura de quesos. Ademas, es una
técnica de bajo costo y facil implementacion.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la aplicacion de la técnica
acustica de baja frecuencia Elastografia por Retorno Temporal (TRE)
a la evaluacion de la textura de distintos tipos de queso.

Materiales y Métodos

Muestras

Se evaluaron ocho muestras comerciales de queso de distintas
caracteristicas de textura: cuatro muestras de Cuartirolo, dos de
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Colonia, un Danbo y un Magro. Las muestras, provenientes de
empresas lacteas de los departamentos de Colonia y Montevideo,
fueron adquiridas en supermercados de la ciudad de Montevideo y
transportadas en empaques aislados térmicamente hasta el laboratorio
donde se realizaron los ensayos.

Elastografia por Retorno Temporal

El montaje experimental para las medidas de TRE se muestra
en la Figura 1. El dispositivo consta de un martillo de punta de
goma montado sobre un eje giratorio que golpea el queso de forma
controlada. El golpe del martillo constituye la excitacion externa del
queso. La adquisicion de la respuesta actstica de la muestra de queso
a la excitacion externa se logro a través de un arreglo de ocho sensores
pasivos (Murata PKS1-4A) con un ancho de banda desde los 0.1 Hz
hasta los 5 kHz. Este arreglo puede ser colocado en cualquier lugar
sobre la superficie del queso. La sefal acustica de los ocho sensores
se digitalizd con una tarjeta adquisidora de ocho canales, National
Instruments NI USB-6009, a una frecuencia de muestreo de 5 kHz.
Utilizando la técnica de filtro inverso (Tanter et al., 2001), se trataron
las sefales acusticas para la recreacion del proceso de refocalizacion
temporal. Por medio de este proceso se obtuvo el ancho del pico a
-6dB de la focalizacion espacial (ancho de focalizacién o amplitud).

Sensores pasivos

Muestra de queso Danbo

Analisis de Perfil de Textura

Se realizd un Analisis de Perfil de Textura utilizando un Anali-
zador de Textura TA.XT2i (Stable Micro Systems, Godalming, UK).
Para cada tipo de queso analizado se realizaron 10 ensayos. El en-
sayo consistio en la doble compresion de cubos de queso de 2 cm
de arista. Las condiciones de ensayo fueron las siguientes: velocidad
de pre-ensayo: 1 mm/s; velocidad de ensayo: 0,5 mm/s; velocidad de
post-ensayo: 1 mm/s; porcentaje de compresion: 50 % (Benedito et al.,
2006a). Utilizando los datos adquiridos mediante el software Texture
Expert Exceed Version 1.0 (Stable Micro Systems, Godalming, UK),
se calcularon para cada tipo de queso los parametros dureza, rigidez,
elasticidad y cohesividad, segun Fox et al. (2000).

La dureza fue calculada como la fuerza maxima durante la primera
compresion, la rigidez como el area bajo la curva de fuerza vs tiem-
po durante la primera compresion. La cohesividad se calculé como
el cociente entre el area bajo la curva durante la segunda compresion
y el area bajo la curva durante la primera compresion; mientras que
la elasticidad se calculdo como el cociente entre el tiempo necesario
para alcanzar el maximo de fuerza durante la segunda compresion y el
tiempo necesario para alcanzar el maximo de fuerza durante la primera
compresion.

*Montaje experimental

‘Electrénica multicanal
para adquisicion

Figura 1. Montaje experimental para la experiencia de TRE.
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Analisis de datos

e Analisis de varianza (ANOVA)

Se realizdo un ANOVA con los parametros de textura instrumental
medidos por TPA, considerando el tipo de queso como variable inde-
pendiente. Los analisis se realizaron utilizando el software estadistico
Genstat Discovery Edition 2 (VSN International, Oxford, UK), calcu-
lando diferencias significativas por medio del test de Tukey (0=0.05).

* Regresion de minimos cuadrados parciales (PLS)

Se realizo un PLS considerando el ancho de focalizacion como
variable dependiente y los parametros de textura instrumental como
variables independientes. Este analisis busca explicar las variaciones
en las medidas acusticas a través de las variaciones en las medidas
de textura instrumental de los quesos. La técnica de regresion PLS
es sumamente util cuando se trabaja con un alto numero de variables,
las cuales pueden estar interrelacionadas (Martens & Martens, 1986).
La regresion PLS se basa en encontrar un modelo de regresion lineal
mediante la proyeccion de las variables dependientes e independientes
consideradas en un nuevo espacio. Este nuevo espacio es creado con-
siderando nuevas variables denominadas factores del PLS, los cuales
son generados utilizando combinaciones lineales de las variables de-
pendientes e independientes consideradas en el analisis.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
XL-Stat 2009 (Addinsoft, Inc., Brooklyn, NY, USA).

Resultados y Discusion

Los resultados de la técnica de TRE fueron comparados con los de
la técnica de TPA para estudiar la aplicabilidad TRE a la evaluacion
de la textura de quesos. En primer lugar, se verifico que los quesos
evaluados presentaran diferencias significativas en los parametros de
textura instrumental. Una vez confirmadas estas diferencias, se buscod
una correlacion entre los parametros de textura instrumental y el ancho
de focalizacion medido por TRE, utilizando el analisis estadistico de
minimos cuadrados parciales (PLS).

ANOVA. El ANOVA mostré que existen diferencias significativas
(p<0.05) entre los distintos tipos de queso para los parametros de tex-
tura instrumental, como se muestra en la Tabla 1. Estos resultados in-
dican que los quesos evaluados presentaron diferencias significativas
en sus caracteristicas de textura.

Mucstra Dureza (N) |Rigidez (N.s)| Elasticidad | Cohesividad
1 5.98 45,51 0.57 0 U43e
2 7ab 542b 0.60 0 0500
3 209¢ 168.7¢ .66 © 0.52h
4 E L T L 07T | 06949
5 i59¢ ETIJ.E;‘“ 0,76~ 079l
f g6’ 28341 077" 0.58 ¢
7 44,78 I184¥ 08" 08 |
8 463" 343.9" 0.77 ¢ 0.77¢

Tabla 1. Valores promedio de los parametros de textura instrumental
determinados para los ocho quesos evaluados.

Nota: Valores promedio dentro de una misma columna indican diferencias significativas de
acuerdo al test de Tukey (p<0.05).

PLS. Se realizé un PLS para estudiar la relacion existente entre el
ancho de focalizacion obtenido por TRE y los parametros de textura
determinados en el TPA. Los dos primeros factores del PLS explicaron
el 98,6 % de la varianza de los datos de textura instrumental (variables
independientes: X) y el 89,1 % de la varianza de los datos acusticos
(variable dependiente: Y). Estos resultados indican que las variables

de textura instrumental y el ancho de focalizacion pueden representar-
se en el espacio determinado por los dos factores del PLS, sin perder
una cantidad importante de informacion.

En el Grafico 1 se representan las variables en los dos primeros
factores del PLS. En éste, dos variables perfectamente correlacionadas
entre si estaran representadas por vectores con la misma direccion,
mientras que dos variables que no estén correlacionadas estaran repre-
sentadas por vectores perpendiculares. Como se observa en el Grafico
1, los cuatro parametros de textura instrumental estuvieron fuertemen-
te correlacionados entre si. En particular, la dureza y la rigidez de los
quesos fueron los que presentaron la mayor correlacion.

Ademas, se observa que el ancho de focalizacion se correlacio-
na positivamente en mayor medida con la dureza y la rigidez de las
muestras. Este resultado sugiere que el ancho de focalizacion depende
fuertemente de la textura de los quesos, en particular de los parametros
dureza y rigidez determinados a través del TPA. Debido a la existencia
de una correlacion positiva entre el ancho de focalizacion y la dureza
y rigidez determinadas en el TPA, puede concluirse que el ancho de
focalizacion determinado por TRE aument6 al aumentar la dureza y la
rigidez de las muestras.

PLS2 DLS 2, Yo 16.00%)

-1 am pb

0% 00X 03
PLST (G 934% Vi T3,1%)

07% 1

Grafico 1. Representacion de las variables de textura instrumental
y acusticas de las muestras de queso evaluadas en los dos primeros
factores del PLS.

La regresion PLS permitié obtener una ecuacion con la cual puede
predecirse el ancho de focalizacion a partir de una combinacion lineal
de parametros de textura instrumental. La ecuaciéon que se obtiene,
que explica el 89,1 % de la variacion de los datos, es la siguiente:

Ancho de focalizacién (mm) = 26,4 + 0,176*Dureza +
0,023*Rigidez + 16,67*Elasticidad - 19,98*Cohesividad

Los coeficientes de la ecuacion con sus correspondientes interva-
los de confianza se presentan en el Grafico 2, donde se puede apreciar
que la dureza y rigidez presentaron coeficientes significativamente
positivos, lo cual indica que influyeron en los valores de ancho de
focalizacion obtenidos. Es decir, este pardmetro acustico dependid
principalmente de estos dos parametros de textura de los quesos. Sin
embargo, la elasticidad y cohesividad no presentaron coeficientes
significativos, lo que sugiere que no afectaron significativamente las
medidas acusticas. Por lo tanto el ancho de focalizacion estuvo princi-
palmente relacionado con la dureza y rigidez de los quesos.
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Graéfico 2. Coeficientes estandarizados en la regresion PLS de ancho

de focalizacién en funcién de los valores de textura instrumental.

Considerando unicamente los parametros que presentaron coefi-

cientes significativos el modelo se reduce a la siguiente expresion:

Ancho de focalizacién (mm) = 26,4 + 0,176*Dureza +

0,023*Rigidez

Conclusiones

El método TRE permitié detectar diferencias en la textura de los
quesos, reflejando principalmente sus caracteristicas de dureza yrigidez.
Esta técnica posee la ventaja de ser no destructiva, contrariamente a las
técnicas que son utilizadas actualmente. Los resultados de este trabajo
indican que dicho método resultaria adecuado para evaluar la textura
de quesos de forma no destructiva. Se deberian medir otros tipos de
quesos por el método TRE para poder confirmar la aplicabilidad de la
técnica.
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Resumen

En este articulo se presenta una clave para el reconocimiento de familias, géneros y especies de arafias del infraorden
Mygalomorphae encontradas en Uruguay. Asimismo, se indica por primera vez la presencia de cuatro especies de Myga-
lomorphae para el pais. Adicionalmente se brinda informacion biolégica sintética acerca de las familias presentes en

Uruguay.
Palabras clave: Taxonomia, Chaco, Stenoterommata.

Abstract

This paper includes a key for the recognition of families, genera and species of spiders of the infraorder Mygalomorphae found
in Uruguay. The presence of four species is reported for the first time for the country. Additionally we give brief biological in-

formation about the families present in Uruguay.
Keywords: Taxonomy, Chaco, Stenoterommata.

Introduccion

El orden Araneae esta compuesto por dos subordenes, Mesothelae
y Opisthothelae, este ultimo subdividido en dos infradrdenes presentes
en Uruguay: Araneomorphae y Mygalomorphae. Ambos grupos estan
filogenéticamente emparentados (grupos hermanos), por lo que el
conocimiento de uno brinda datos comparativos importantes para
dilucidar aspectos evolutivos del otro.

En Uruguay se ha indicado la presencia de 177 especies y 36
familias (Capocasale y Pereira, 2003), en su mayoria Araneomorphae.
Recientemente, Benamt1(2007) publicé unaclave parala determinacion
de familias de Araneomorphae de Uruguay. Sin embargo, no existe
clave para determinar las Mygalomorphae de Uruguay. El menor
numero de especies y nuestra continuidad en el estudio de este grupo
nos permite presentar una clave a nivel de especies y una breve
caracterizacion de las familias.

El desarrollo de los estudios de Mygalomorphae y el abordaje
de muestreos en nuevas zonas en los ultimos afios, hace posible
incrementar sensiblemente el numero de especies indicadas para
el pais, por lo que se hace aqui una puesta a punto de la fauna de
Mygalomorphae de Uruguay, indicando nuevos registros de cuatro
especies.

Materiales y Métodos

El presente trabajo esta basado en el estudio de todo el material
disponible de Mygalomorphae en la Coleccion Entomoldgica (Araneac)
de la Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, y la Coleccion

Aracnologica del Museo Nacional de Historia Natural y Antropologia,
Montevideo, Uruguay. Se considerd el material incorporado hasta
junio de 2009. Se exceptuaron especies de Grammostola (Simén
1892) que no estan representadas en colecciones nacionales. Las
especies innominadas en esta clave son especies nuevas en proceso de
descripcion. Los criterios generales de clasificacion y nomenclatura
siguen a Platnick (2009). La taxonomia de Nemesiidae sigue los
criterios de Goloboff (1995).

La clave esta diseiada para ser utilizada con ejemplares adultos,
debido a que los juveniles usualmente carecen de caracteristicas
fundamentales para la determinacion especifica, como por ejemplo,
estructuras genitales desarrolladas. Algunos caracteres mencionados
en la clave se explican en el glosario.

Resultados

Nuevos registros para Uruguay

Chaco sp. Rocha, Cabo Polonio.
Stenoterommata palmar Goloboft, 1995. Rivera, Valle del Lunarejo.

Stenoterommata platensis Goloboff, 1995. Rio Negro, proximidades
de Fray Bentos

Stenoterommata tenuistyla Goloboft, 1995. Rio Negro, proximidades
de Fray Bentos
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Clave de especies

1.- Fovea longitudinal (Figura 1), 6-8 mm, (Mecicobothriidaec Holmberg, 1882)

............................................................................................................................................................... Mecicobothrium thorelli Holmberg, 1882
=== FOVEA tTANSVETSAL ...ttt ettt ettt b et bt et b et h et eh e bt eb e bt e bt eh bt ettt ekttt ettt sttt eae 2
2.-Con escopulas densas (Figura 2)

y fasciculos subungueales (Figura 3)

................................................................................................................... (Theraphosidae Thorell, 1869) ........ccevievierieniereriririeieeeeene 3
=== Sin fASCICUIOS SUDUNZUEALES........eeuiiieiiiiiiteeie ettt ettt ettt et e et e bt e bt e st e st en e et e b e s e bt e bt eaees e eseen s e st enbebeeseebeeseeneeneeneensensanseeseeneens 12
3.- Labio sin ctspulas (Figura 4), ausencia de

setas urticantes en el

ADAOMEN (12515 MM ..ttt ettt st sttt es et e st e e aeebeebeeseeseeneeneentensensenbene Catumiri uruguayense Guadanucci, 2004
--- Labio con cuspulas (Figura 5), setas

UItICANEES ADAOMINALES PIESCIILES ... ..eeueeuieutetieteeteeteettett et et et este et e eteeteetteaees s e st estebe et eebe et e eseestensessenseseseeseeseeneentensansanse b eebeeseeseeneentensensensensenseeneane s 4
4.- Setas urticantes tipoS [ Y IIL (FIZUIAS 6 F 7) c..eouieuieieieieieie sttt ettt ettt ettt ettt e st et et et e s besbees e e st e st estentensensenbeebeebeeseeseeneentensensesensens 5
--- Setas urticantes tipos IIL Y IV (FIGUIAS 7§ 8) cuteuiiieieieieieeteete ettt sttt ettt ettt et et e b e e b e et e et e esees e es e e st e b e beebeeaeeseeseeneeneensensansensenee 7
5.- Machos con 6rgano palpar como en Figura 9. Hembra

con las patas IV y el abdomen mucho mas oscuro que

el cefalotérax y las patas anteriores y los palpos (25-30 mm).

Cuando son perturbadas elevan el

abdomen como maniobra defensiva (Figura 10) ........cccocevvevvenenenenennene EUPGLACSITUS SPP eveveeveenieeiesieseteeeeete ettt 6
--- Machos con el érgano palpar como en Figura 11.

Hembras con color uniforme (25-30 mm).

Cuando son perturbadas levantan las patas

anteriores y abren queliceros como

maniobra defensiva (FIZUIA 12) .....cciiiiiiiiiieiee ettt et ettt et e e e ntenae e Acanthoscurria suina Pocock, 1903
6.- Fémur III engrosado, habitan al

norte del Rio Negro (FIGUIa 13)......cuiiiiiiiiiiieieeeiee ettt Eupalaestrus campestratus (Simon, 1891)
--- Fémur III normal

habitan todo el pais (FIGUIA 9) ....cciiiiiiieiiieee ettt nee Eupalaestrus weijenberghi (Thorell, 1894)

/ | i
Figura 1. Hembra de Mecicobothrium Figura 2. Escépula de metatarso y tarso en Figura 3. Fasciculo subungueal
thorelli. Vista dorsal, févea longitudinal. Theraphosidae. de Theraphosidae.

Figura 4. Areabucal de Catumiri uruguayense. Figura 5. Area bucal de Plesiopelma
Labio sin cuspulas. longisternale. Clspulas maxilares y labiales.
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Figura 6. Seta urticante tipo | Figura 7. Seta urticante tipo Ill Figura 8. Seta urticante tipo IV

2 B
Figura 9. Organo palpar izquierdo de Figura 10. Hembra de Eupalaestrus Figura 11. Organo palpar izquierdo de
Eupalaestrus weijemberghi. Vista prolateral. weijemberghi levantando el abdomen en Acanthoscurria suina. Vista prolateral.

forma defensiva.

Figura 12. Hembra de Acanthoscurria Figura 13. Hembra de Eupalaestrus
suina levantando patas anteriores en forma campestratus.
defensiva.

7.- Grandes (adultos de 40 mm o mas),

con setas estridulatorias en coxa

e 12 PAtA L. GFAMMOSTOLA SPP oottt 9
--- Adultos menores de 35 mm

SN SETAS ESITIAUIATOTIAS .....eicviiiiitiietie ettt ettt e oot e e et eeetaeeeaeeeeaeeeeaseeeaaeeeeaseeesseeenseeeeseeeesseeeaseeeteeeeasseensseeesseeessseeseeeesaeeesseeeseeensseeanseeans 8

8.- Machos con el 6rgano palpar como en Figura 14.

Hembras oscuras con vellosidad roja en el abdomen,

bandas de contraste en las articulaciones de las patas poco

marcadas (FIGUIa 15) ...oooiiiiiiieee e Plesiopelma longisternale (Schiapelli & Gerschman, 1942)
--- Machos con el érgano palpar como en Figura 16.

Hembras castafias con bandas de contraste en

las articulaciones de las patas mas o menos

mMAarcadas (FIZUIA 17) oottt ettt Homoeomma uruguayense (Mello-Leitao, 1946)

9.= MACROS Y NEIMDIAS OSCUIAS .......euteiiiiiiitietieitetet ettt ettt ettt ettt et e e st e st s bt e bt e st es e e st ea e et et e ebeeb e eh e es e emsemtem s en s et e et e ebeebeeseestentene et enbeabeebeebeeneeneenee 10
--- Machos y hembras
con patas Muy claras (FIZUra 18) ......coiiiiiiiiiiiiieee ettt enee Grammostola andreleetzi Vol, 2008
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10.- Presentes en sierras y quebradas,
tamano Grande (50 MM O NAS).....euuiruiruirtiitietietiet ettt ettt et et e ese et et et et e e bt eb e eb e es e eatesten s e b e ete ke ebeebeeseeseestentemsenbebeebeebeeseententensesenbenbesbesseeneaneans 11
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--- Viven en cuevas tubulares en praderas, menores
de 50 mm, setas abdominales con
apices MUY Claros (FIGUIA 19)...c.eiuiiiiiiiiiiieeeee ettt ettt ebe e Grammostola burzaquensis Ibarra, 1946

11.- Setas urticantes localizadas en una mancha con

forma de manzana y con brillos metalicos (Figura 20)

$0l0 encontrada en TreiNta Y TIES ..cc.ecvieirieieiieieieierte ettt ettt st see e e eseeneens Grammostola iheringi (Keyserling, 1891)
Grammostola mollicoma (Ausserer, 1875)

--- Sin esa coloracion (Figuras 21 y 22)

12.- 8 0jos agrupados en Un tUDEICUIO (FIZUIA 23) .....c.iiiiiiieieieiteceeie ettt ettt ettt ettt s b e te et e e st e st et ese b e b e ebeebeeneeneentensensensensennene 13
--- 8 0jos no agrupados en un tubérculo (Figura 24),
VIVEN €N CUCVAS COM TAPA LTAITIPA ..e.veeuienientitietietietteteettentestestestesseeseeseeseeseensensenseseaseeseeseeseentensensanseseeseeseeseeseeseentensensenseseeseeseenseneensensensensensensenne 21

13.- Cefalotérax con 3 bandas claras,
abdomen con manchas claras (15 mm),
patas muy espinosas (Figura 25)........ccccecveeenens (Microstigmatidae Roewer, 1842)

14.- Tarsos IV con ITC........cccovvevrervennnne.
--- Tarsos IV sin ITC.....

15.- Escopulas densas (Figura 26) en tarsos I-IV en machos

y I-IIT en hembras. La escopula IV de las hembras es poco densa

y lateralizada. Hembras con espermateca 2+2,

receptaculo lateral trilobulado (Figura 27).

Machos con el ducto del 6rgano palpar

con constriccion apical (FIGUIA 28).......couiriiriririeieiieieieiee ettt Stenoterommata platensis Holmberg, 1881
--- La escopula de algunos tarsos puede ser: poco

densa, incompleta (cubre s610 una parte apical) 0 ESLAr AUSEILC. ......c.eeutirieriertirtietieteeteettetiet et et et eete bt eteeteeseeseeseeseessenseeseebeeseenteneensensesensessesseane 16

Figura 14. Organo palpar izquierdo de Figura 15. Hembra de Plesiopelma Figura 16. Organo palpar izquierdo de
Plesiopelma longisternale. Vista prolateral. longisternale. Homoeomma uruguayense. Vista prolateral.

Figura 17. Hembra de Homoeomma Figura 18. Hembra de Grammostola Figura 19. Hembra de Grammostola
uruguayense. andreleetzi. burzaquensis.
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Figura 20. Hembra de Grammostola Figura 21. Hembra de Grammostolla Figura 22. Hembra de Grammostolla
iheringhi. mollicoma, forma sur. mollicoma, forma norte.

Figura 23. Area ocular de Acanthogonatus Figura 24. Area ocular de Idiops clarus. Figura 25. Hembra de Xenonemesia
tacuarensis. Ojos agrupados en un Ojos no agrupados en un tubérculo. platensis. Vista dorsal.
tubérculo.

¢

Figura 26. Escopula de Acanthgonatus Figura 27. Espermateca de Stenoterommata  Figura 28. Organo palpar izquierdo de
tacuarensis. platensis. Vista ventral. Stenotenommata platensis. Vistas ventral,
retrolateral y dorsal (de izquierda a derecha).
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16.- Tarso I y II con escopula poco densa. Espermateca

de hembras con multiples receptaculos (Figura 29).

Macho: tibia I con megaespina retrolateral;

organo palpar como en FIGUra 30 ......ccccooiiiiiiiiiiiioieieieeee ettt Stenoterommata crassistyla Goloboff, 1995
--- Espermatecas y 6rgano palpar con morfologia diferente.............cciviiiiriiiiiiiinieiri ettt ettt 17

17. - Tarsos Il y IV sin escopula.

Espermateca como en Figura 31. Los machos presentan

numerosas espinas cortas en la parte ventral del

metatarso I. Organo palpar como en FIGUIA 32 .........oo.ooviveiivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee e Stenoterommata tenuistyla Goloboft, 1995
--- Tarsos III y IV con escopula.

Espermatecas como en Figura 33.

Machos sin espinas cortas

en la parte ventral del MEtAtarSO .........c.coveeriiiiiiiiiiciec ettt Stenoterommata palmar Goloboft, 1995

18.- Machos con tibia I sin apdfisis.

Hembra con 3 espinas apicales en la patella IV,

artejo apical de las hileras corto y redondeado ..........c.cocovvevecniiiniccnnenne PYCHOLRELE SPP ...t 19
--- Machos que presentan una apofisis €N 1a tIDIa L....c.co.ooiiiiiiiiiiiiiiii ettt 20

19.- Machos con el ducto del 6rgano palpar

fuertemente curvado en la region apical (Figura 34).

Hembras con espermatecas

con cuello espiralado (FIQUIA 35) .co.eoiiiiieieeieee ettt eneens Pycnothele auronitens (Keyserling, 1891)
--- Machos con el ducto del érgano

palpar suavemente curvado (Figura 36)

Hembras con camara supraespermatecal

muy desarrollada (FIZUIa 37)....cueieiiriiriieeieiteieeee ettt sttt Pycnothele modesta (Schiapelli & Gerschman, 1942)

20. - Machos con 3 espinas en la

apofisis de la tibia I. Hembra con patela IV

sin espinas, hileras con el

artejo aPICal FEAONAEAD .......ouiuiiiiiiiiiie ettt ettt ettt etk et ettt b e ettt b e sa et b ettt n et be et ne Chaco sp.
--- Machos con 2 espinas en la

apofisis de la tibia I. Hileras con el

artejo apical AGUAO ......c.ovueuiiiiriiiiiie e Acanthogonatus tacuariensis (Pérez-Miles & Capocasale, 1982)

21.- Dos ojos en el borde anterior y 6 mas

posteriores (Figura 24), colores claros. Cueva con una

tapa fina de seda...(Idiopidae SImon, 1889)........cccieiiiiiiriiiieieteieeee ettt Idiops clarus (Mello-Leitao, 1946)
=== 08 N AOS FIIAS (44 ..ttt ettt ettt et a e st e et e ket he bt eh e e Rt en et et e b e bt ekt eh e Rt eR e en s e st en b e beeheeheeheene e st ene et et e beeheeneenes 22

22.- Fovea apenas curvada hacia atras (Figura 38),

tibia III con espinas que no forman

una fila transversal. Tibia del palpo sin

espinas dorsales ni engrosamiento

VEIIETAL 1..viiiviete ettt ettt ettt et e et e e tbeeabe e st e etseeaeeets e ae e s e e be e beeabeenbeeabeeabeesbeenaeerbeeteeereenteeareereenns Neocteniza australis Goloboff, 1987
--- Févea curvada hacia delante (Figura 39),

tibia III con una fila transversal de espinas..........cccoeceeceeeeieienienenenennns (Actinopodidae Simon, 1892).......cccccvviriririeieieieieeeee e 23

23.- CUCTPO Y PALAS TIEETAS ..vuveuveteereeneeneententeteaseeteeseeseestestessensensensessesseaseeseeneensensensensensesseeseeseeseensensensensensessens Actinopus liodon (Ausserer, 1875)
--- Metatarso y tarso de las patas y

tibia del palpo rojos, resto de los

apendices NEZros (FIGUIa 40) .......oiiiiiiiiiiiiiietet ettt ettt ettt st be bt ese st et ebesaeeae e Actinopus longipalpis C.L. Koch, 1842
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Figura 29. Espermateca de Stenotenommata Figura 30. Organo palpar derecho de Figura 31. Espermateca de Stenoterommata
crassistyla. Vista dorsal. Stenoterommata crassistyla. Vista prolateral. tenuistyla. Vista dorsal.

Figura 32. Organo palpar izquierdo de Figura 33. Espermateca de Stenoterommata  Figura 34. Organo palpar derecho de
Stenotenommata tenuistyla. Vista prolateral.  palmar. Vista dorsal. Pycnothele auronitens. Vista prolateral.
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Figura 35. Espermateca de Pycnothele Figura 36. Organo palpar derecho de Figura 37. Espermateca de Pycnothele
auronitens. Vista ventral. Pycnothele modesta. Vista prolateral. modesta. Vista ventral.

Figura 38. Macho de Neocteniza australis. Figura 39. Macho de Actinopodidae. Vista Figura 40. Macho de Actinopus longipalpis.
Vista dorsal, cefalotérax. dorsal, cefalotérax.
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Figura 41. Hembra de Acanthogonatus
tacuariensis.

platensis.

Comentarios breves sobre las familias
presentes en Uruguay

ACTINOPODIDAE (araias albaiiiles negras; Figuras 39 y 40).
Esta representada por dos especies en Uruguay, Actinopus liodon y
Actinopus longipalpis. También esta indicada Actinopus tarsalis, pero
el ejemplar tipo de esta especie procede del Noreste brasilefio (Piuai)
y probablemente se trata de una informacion erronea (Miglio, 2009).
Son arafias con poca pilosidad, negras a marrén muy oscuro, en A.
longipalpis los machos presentan los metatarsos y tarsos de las patas
y las tibias de los palpos rojos. Las hembras viven en cuevas tubulares
con tapa/trampa gruesa, la cual disimulan con material del lugar y
usualmente pasa inadvertida. Cazan al acecho durante la noche. Los
machos adultos son vagabundos y se caracterizan por tener los palpos
extremadamente largos.

IDIOPIDAE (aranas albaniles marrones; Figuras 24 y 38). Hay
dos géneros y dos especies indicadas para Uruguay, Idiops clarus y
Neocteniza australis, esta tltima s6lo conocida en Treinta y Tres. Son
araflas con poca pilosidad y coloracion castailo clara. Al igual que las
Actinopodidae, viven en cuevas tubulares con tapa-trampa, pero, a
diferencia de éstas, la tapa de las ididpidas es fina.

MECICOBOTHRIIDAE (Figura 1). Es una pequefla familia con
tan solo nueve especies en todo el mundo. Se distinguen de otras
Mygalomorphae por poseer la fovea longitudinal. Son pequefias (5-6
mm), de colores claros, tienen hileras largas y usualmente un par de
placas dorsales en el abdomen. Construyen tubos de seda en lugares
humedos, en la costa de arroyos. Esta familia tiene una distribucion
curiosa, anfitropical, se encuentra en el hemisferio norte en la costa
oeste de Estados Unidos y en el hemisferio sur en el Rio de La Plata,
donde esta representada inicamente por Mecicobothrium thorelli. Esta
especie esta presente en Uruguay en Sierra de las Animas y en Argentina,
en la Provincia de Buenos Aires (Tandil y Sierra de la Ventana).

MICROSTIGMATIDAE (Figura 25). Es una pequeila familia con
14 especies en todo el mundo, en Uruguay solo esta representada por
Xenonemesia platensis, encontrada en Lavalleja, en las nacientes del
rio Santa Lucia. Esta especie fue encontrada en trampas de caida,
por lo que ignoramos su biologia. La familia se caracteriza por los
espiraculos pulmonares redondeados, en general incluye migalomorfas
de pequefio tamafio.

Figura 42. Hembra de Stenoterommata

Figura 43. Hembra de Stenoterommata
crassistyla.

NEMESIIDAE (Figuras 23, 26-37, 41-43). Esta compuesta por 41
géneros y 342 especies en todo el mundo, ocho presentes en Uruguay.
Son araflas de tamailo medio, delgadas y con muchas espinas. Viven
en tubos de seda densa bajo piedras o en cuevas en el suelo con o
sin tapa; cuando hay tapa, puede ser de tipo tapa-trampa. Debido a
esta forma de vida, son arafias que suelen pasar inadvertidas, por ello
posiblemente haya muchas especies atin no descriptas.

THERAPHOSIDAE (tarantulas, arafias pollito; Figuras 2-22). Son
la familia més diversa de Mygalomorphae, con mas de 900 especies
en el mundo y la mitad de ellas presentes en el Nuevo Mundo. Incluye
las especies de arafias de mayor tamailo, que se caracterizan por su
abundante pilosidad. En Uruguay se conocen una decena de especies
que viven en cuevas o refugios debajo de piedras. Estan presentes en
todo el pais, en areas de praderas y sierras. Su ponzofia no es peligrosa
para el hombre, pero algunas especies presentan setas urticantes en
el dorso del abdomen, que al desprenderlas defensivamente con sus
patas producen irritacion al contacto con la piel o mucosas.

Glosario

Apofisis tibial. Proyeccion prolateral o ventral, apical de la tibia de
machos. Sirven para sujetar a las hembras durante la copula.

Cuspulas. Pequetios granulos en forma de globo, con disefio de huella
digital si se observa con microscopia de barrido.

Escopula. Cepillo de setas cortas que se ubican ventralmente en los
tarsos y metatarsos. Puede llegar a ser muy densa. La escopula es
entera si las setas son homogéneas, o dividida, cuando hay una fila
longitudinal de setas conicas mas largas.

Espermateca. Son estructuras internas de las hembras donde se
almacena el esperma luego de la copula. Se encuentran en el abdomen,
ventralmente. Se comunican al exterior por una hendidura que puede
observarse entre los pulmones.

Hileras. Apéndices tubulares ubicados en el extremo del abdomen.
Estan formadas por 1 a 3 artejos, es por ellas donde se secreta la seda.
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ITC. Una tarsal interna, segun sus siglas en inglés. Es una tercer uila
pequeia que se encuentra en el medio y debajo de las ufas tarsales
mayores.

Fovea. Depresion dorsal media en el cefalotérax, internamente se
insertan musculos.

Fasciculo subungueal. Penacho denso de setas ubicadas debajo de las
ufias.

Labio. Esclerito ventral que se encuentra entre las coxas de los
palpos.

Setas. Los mal llamados pelos de los artrépodos no son homoélogos de
los pelos de mamiferos, para distinguirlos se los denomina setas.

Setas estridulatorias. Son setas gruesas, ubicadas en artejos basales
(coxa o trocanter), usualmente en la cara prolateral de la pata I y
retrolateral del palpo. Con el movimiento de la pata podrian generar
vibraciones. Su funcion atin no esta claramente dilucidada.

Setas urticantes. Son setas especializadas muy pequeias, ubicadas en
la parte trasera dorsal del abdomen. Se utilizan como defensa. Por su
forma, se clasifican en tipos I, III, IV y para reconocerlas se necesita
de microscopio optico.

Organo palpar: Es el drgano copulador masculino. Se encuentra sobre el
ultimo artejo del palpo y es una estructura esclerificada donde se carga el
esperma para luego introducirlo en las espermatecas de las hembras.

Reconocimientos

Las Figuras 27 a 37 estan reproducidas de Goloboff (1995) por cortesia
de The American Museum of Natural History, New York, USA. La
Figura 42 es cortesia de Alvaro Laborda. Agradecemos a Gonzalo
Useta (Departamento de Medio Ambiente, LATU) y Fernando G.
Costa (IIBCE) por su apoyo y estimulo para la publicacion de la
presente clave. A Carlos Perafan por la lectura critica del manuscrito.
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