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La V edicién del CICyTAC reflejo el creciente interés de los
diferentes actores de la sociedad por la calidad nutricional de
los alimentos. Tanto el sector académico como el industrial
intentan dar respuesta a las demandas de los consumidores
cada dia mas preocupados por su salud. Los trabajos
completos que se presentan en este libro son una muestra de
los avances alcanzados por los diferentes grupos de
investigacion en este sentido que abarcan desde la
caracterizacion de nuevas materias primas y la formulacion de
alimentos funcionales, hasta la evaluacion de la
biodisponibilidad de componentes y los estudios sobre el
patréon de alimentacion de poblaciones especificas. Es nuestra
intencidon que este volumen sea un reflejo de los desafios que
cientificos y tecnologos abordamos para el desarrollo de
alimentos con un mejor perfil nutricional y en el conocimiento
de la estrecha relacidon entre la alimentacion y la salud.
Finalmente, queremos agradecer a los autores por haber
atendido prontamente a las sugerencias de correcciones
realizadas por los revisores y por su colaboracion apuntando a
que esta edicion fuera de Optima calidad.

Los Editores.
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ESTUDIO DE LA CALIDAD DE DIFERENTES
MEZCLAS DE HARINAS PROTEICAS APLICANDO EL
SOFTWARE MIXPROTLUNA
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1: Instituto Superior de Investigaciones Biolégicas (INSIBIO),
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Resumen: El escore quimico (SCh) de una proteina estima el
balance de sus aminoacidos esenciales respecto de un patrén;
cuando se busca estimar la utilizacidon proteica es necesario
corregir el SCh con la digestibilidad D (SChD). Las proteinas de
granos andinos tienen buen valor nutricional, el cual
dependeria de las distintas variedades y condiciones de
cultivo. El objetivo de este trabajo fue estudiar la variabilidad
de la calidad proteica de harinas de quinoa y amaranto y de
sus mezclas con otras harinas.

Se desarrollé una herramienta informatica MixProtLUNA para
facilitar el calculo del SChD de mezclas proteicas; su base de
datos se elaboré con informacién propia y de bibliografia. Se
determind el SChD de 12 variedades de quinoa y 13 de
amaranto. Los resultados mostraron diferencias significativas
en los valores respectivos. Las mezclas pueden mejorar su
SChD dependiendo de las proporciones y variedades usadas.
La importancia de este trabajo radica en mostrar que la
biodiversidad de los granos andinos influye en su valor
nutriclonal y debe ser cuidadosamente considerada en la

seleccién de variedades para la complementacion con otras
harinas y se puede facilitar utilizando el software MixProtLUNA
que es una herramienta util y de facil manejo.

Palabras claves: quinoa, amaranto, escore quimico,
digestibilidad

Abstract: The protein chemical score (SCh) estimates the
balance of essential amino acids (aae) for a protein pattern;
when searching to assess their use by organism it is necessary
to do a correction the SCh with protein digestibility (D). The
Andean grains have a good nutritional value, which one differ
according to the variety and growing conditions. The aim of
this work was to study the variability of protein quality flour of
different varieties of quinoa and amaranth and mixtures of
these with other flours.

The MixProtLUNA tool that facilitates the calculation of SChD
was developed and whose database was elaborated from own
and bibliographic information. The SChD of 12 varieties of
quinoa and 13 of amaranth were determined. Mixtures could
improve their SChD depending on the proportions and
varieties used.

The importance of this work is to show that the biodiversity of
Andean grains affects their nutritional value and should be
carefully considered in the selection of varieties for
complementation with other flours and can be accomplished
using the MixProtLUNA software which is a useful tool and
easy to use.
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Existen vegetales que contienen proteinas de buen valor
nutriclonal y el cual podria variar con las condiciones
agroecoldgicas de cultivo y entre las diferentes variedades. El
amaranto (Amaranthus L) y la quinoa
(ChenopodiumquinoaWilldenow) son especies ancestrales,
que pertenecen a la familia Quenopodiaceas. La mayoria de
las variedades de estos granos andinos difieren en la
morfologia, fenologia y la composicién quimica. Hoy, el
amaranto ha recobrado popularidad como un viejo — nuevo
cultivo, al igual que otros como quinoa y chia (Salvia
hispanica L.), debido a los aspectos nutricionales beneficiosos
que presentan algunos de sus componentes y sus ventajas
agrondmicas (Leon and Rosell 2007).

La OMS/FAO los califica como alimentos Unicos por su alto
valor nutricional ya que el balance de aminoacidos esenciales
(aae) y contenido de micronutrientes son cercanos al ideal
para el ser humano y pueden sustituir en algunas situaciones a
las proteinas de origen animal. Actualmente, dada la
tendencia mundial de obtener calidad de alimentos en
términos proteicos y energéticos, resurgen estos cultivos
como una excelente alternativa. El atractivo de estas plantas es
que de ellas se puede aprovechar practicamente todo y que su
caracteristica anatomia contribuye a su gran adaptabilidad a
distintas condiciones ambientales. Algunas de las ventajas de
estas plantas son su tolerancia a la sequia y altas
temperaturas, junto a su rapido crecimiento (Jacobsen et al.
2003, Juan et al. 2007, Rastogi y Shukla 2013, Repo-Carrasco
et al. 2003). Esto las convierte en una fuente de proteinas ideal

en regiones donde las temperaturas y el abastecimiento de
agua constituyen un grave problema. Ademas, poseen una
proporcién de gluten menor a 0,04%, dependiendo de las
variedades, lo que las hace aptas sus harinas para elaborar
productos para celiacos (Alvarez-Jubete et al. 2010, Giménez
et al. 2013).

Por otro lado, el escore quimico (SCh) de la proteina estima el
balance de aminoacidos esenciales respecto de una proteina
patron; cuando se busca estimar su utilizacion bioldgica, es
necesario corregir el SCh con la digestibilidad D (SChD). En la
actualidad este es el método sugerido por la FAO (1991) para
evaluar la calidad proteica. Cuando se busca cubrir los
requerimientos proteicos mas rigurosos, el SChD compara el
perfil de aa de una proteina en estudio con las necesidades de
nifos mayores a 2 anos, que representan los requerimientos
mas exigentes de los diferentes grupos etarios a excepcion de
los lactantes (FAO/WHO/UNU 2002, Lopez et al. 2006). En la
practica nutricional no se dispone de informacion recopilada y
actualizada respecto a los valores de SCh y SChD de los
alimentos regionales y sobre todo considerando la
biodiversidad de los mismos.La calidad proteica de un
alimento puede mejorarse a través de la combinacion de dos
0 mas proteinas para lograr un valor nutricional de acuerdo al
patron respectivo de aminoacidos esenciales para el grupo
etario seleccionado. Este proceso, mediante el cual se elimina
o disminuye el déficit de aminoacidos esenciales de una
proteina se denomina "Complementacion Proteica". Ejemplo
de esto es la combinacion de cereales y legumbres, que ofrece
una combinacion de proteinas para mejorar el valor biolégico
(Lopez y Suarez 2010). Estas caracteristicas hacen que el
enriquecimiento con legumbres o sus harinas de los
productos elaborados tradicionalmente con cereales sea una
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oportunidad de crear alimentos novedosos, y con elevada
calidad nutricional y organoléptica (Cutullé et al. 2012, Sabaté
2005). Ademas de complementar contenidos nutricionales,
estas mezclas ofrecen condiciones de asimilacion y digestidn
importantes para la salud y nutricion. St estas mezclas se
consumen en cantidades suficientes, cubriran las necesidades
de energia y de proteina, pudiendo ser utilizadas en la
alimentacién de poblaciones de bajos recursos, ast como en
personas con riesgo nutricionales (Cerezal Mezquita et al.
2007).

Para facilitar la evaluacién de la calidad proteica de mezclas se
desarrollé un software (MixPortLUNA) de facil manejo, que
resulta Util para precisar el calculo y realizar mezclas que
realmente aumenten la calidad nutricional respecto de las
harinas que la componen. Este programa también permitiria
precisar el calculo de mezclas proteicas destinadas a
situaciones bioldgicas especiales como embarazo, lactancia,
preescolares, escolares entre otras.

Por todo lo anteriormente expuesto, el objetivo de este
trabajo fue estudiar la variabilidad de la calidad proteica de las
harinas de diferentes variedades de quinoa y amaranto y de
sus mezclas con otras harinas aplicando el software
MixProtLUNA.

MATERIALES Y METODOS

Se desarrollé la herramienta informatica MixProtLUNA que
facilita el calculo del SChD y cuya base de datos fue elaborada
a partir de la recopilacion bibliografica de composicion de aae
de alimentos proteicos. Algunos valores de D se determinaron
“In vivo" por ensayos con ratas blancasWistar, provistas por el
Bioterio del Instituto de Quimica Biolégica de la UNTy otros se
tomaron de bibliografia.

Se utilizo como referencia el patronde puntuacion de aae
recomendado por la FAO para nifios con edadescomprendidas
entre los y los 2 afos(FAO/WHO/UNU 2002).

Se trabajo con 12 variedades de quinoa y 13 de amaranto
cuya composiciéon fue recopilada de Bases de Datos
Internacionales. Las mismas se combinaron con harinas de
otros cereales y leguminosas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran los SChD de las diferentes
variedades de amaranto y quinoa evaluados. Se puede
observar que existen diferencias significativas en los valores
respectivos, lo cual implica diferencias en su composicion en
aae. El Amaranto hypochondriacus semilla amarilla (INTA
Pergamino) present6 el mayor SChD mientras que el menor
valor fue para las variedades A. muricatus y A. cruentus. Para
quinoa el SChD mas alto fue para el cultivar D407 de
Colorado, EE.UU y el valor mas bajo fue para el cultivar
Sayafia, encontrandose valores intermedios para las otras
variedades. Esto confirma que la biodiversidad existente se
manifiesta en la composicidn quimica de los mismos.

Tabla 1: Escore quimico corregido por digestibilidad en
diferentes variedades de quinoa y amaranto

Variedad
Amaranto (Amaranthus L.) SChD
A. HYPOCHONDRIACUS (semilla amarilla INTA) 91,1
A. CAUDATUS (semilla negra INTA) 88,4
A. VIRIDIS 55,2
A. POWELLI 68,0
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A. MURICATUS 49,6
A. DEFLEXUS 74,4
A. GRAECIZANS 69,6
A. BLITOIDES 55,2
A. RETROFLEXUS 61,6
A. BLITUM 64,8
A. ALBUS 61,6
A. CRUENTUS 49,6
A. HYBRIDUS 80,0
Quinoa (ChenopodiumQuinoaWillddenow)
C. QUINOA WILLD CULTIVAR D407 73,9
C. QUINOA WILLD VARIEDAD PIARTAL 64,8
C. QUINOA WILLD VARIEDAD PUNO (KVL 37) 60,0
C. QUINOA WILLD CULTIVAR RATUQUI ENCALILLA 56,6
C. QUINOA WILLD CULTIVAR ROBURA ENCALILLA 50,8
C. QUINOA WILLD CULTIVAR AMILDA BOLIVIAY ARG. 59,9
C. QUINOA WILLD CULTIVAR CICA BOLIVIAY ARG 59,9
C. QUINOA WILLD CULTIVAR KAMIRI BOLIVIA'YY ARG 53,3
C. QUINOA WILLD CULTIVAR KANCOLLA BOLIVIA Y ARG 50,8
C. QUINOA WILLD CULTIVAR SAJAMA BOLIVIA'Y ARG 53,3
C. QUINOA WILLD CULTIVAR SAMARANTI BOLIVIA'Y ARG 50,8
C. QUINOA WILLD CULTIVAR SAYANA BOLIVIA Y ARG 443

* A: Amaranto; C: Chenopodium. SChD: Escore quimico corregido por
digestibilidad

Dos o mas proteinas deficientes en aae pueden ser
combinadas de forma tal que la deficiencia de uno o mas
aminoacidos esenciales pueda ser compensada por los de otra
proteina. Cuando existe complementacion, la mezcla de las
proteinas complementarias proporcionan los aminoacidos
esenciales con una mayor adecuacidon respecto de las

necesidades del individuo que las consume, logrando un
balance equilibrado de aminoacidos lo que permite que se
usen mas eficientemente.

En las Tablas 2 a), b) y ¢) muestran a modo de ejemplos
combinaciones de proteina de A. Hypochondriacus y quinoa
cultivar D407 con harinas de varios cereales y leguminosas en
distintos porcentajes.

Se puede observar que los valores de SChD para las mezclas
de A. hypochondraicus con las leguminosas y la mayoria de
los cereales a excepcién de avena aumentan. Esto significa
que sus aae se complementan adecuadamente en la
proporcion estudiada. En cambio se puede observar que para
el caso de la quinoa cultivar D407 no existi6 buena
complementacidon con harina de maiz, ni centeno, a bajas
combinaciones mientras que en combinacion de 80/20 de
proteinas de quinoa no existi6 una buena complementacion
con la mayoria de los cereales y/o leguminosas. Ademas en las
tablas 2 a), b) y ¢) se observa que en general los cereales
tienen un bajo contenido de lisina mientras que la mayoria de
las leguminosas tienen un bajo contenido en aae azufrados.
Esto hace posible su complementacién para lo cual se
requiere el calculo de las proporciones adecuadas de
proteinas de cada harina componente de la mezcla.
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Tabla 2 a: Combinacién de 30/70 de proteinas de amaranto o

quinoa con cereales y/o leguminosa.

Tabla 2 b: Combinacién de 50/50 de proteinas de
amaranto o quinoa con cereales y/o leguminosas

A. C. QUINOA W.
HYPOCHONDRIACUS CULTIVAR D407
(SChD= 91,1) (SChD= 73,9)
AA
SChD AA limitante SChD limitante
Trigo (SChD= 55,7; AA lim=Lys) 71,3 Lys 70,8 Lys
Maiz (SChD= 49,3; AA lim=Lys) 65,3 Lys 47,8 Lys
Centeno (SChD= 43,5; AA lim=Lys) 61,6 Lys 42,1 Lys
Arroz Blanco (SChD= 54,8; AA
lim=Lys) 69,6 Lys 68,6 Lys
Arroz (Harina) (SChD= 59,0; AA
lim=Lys) 74,7 Lys 72,2 Lys
Avena (Avena sativa L.) (SChD= 52,3;
AA lim=Lys) 421 Lys 66,9 Lys
Avena (SChD= 58,3; AA lim=Lys) 70,2 Lys 69,9 Lys
Soja (Grano) (SChD= 99,1) 102,9 - 95,2 -
Soja (Harina) (SChD= 98,9) 100,3 - 93,5 -
Haba (Vicia fava) (SChD= 35,9; AA
lim=Met + Cys) 63,9 Met + Cys 584  Met +Cys
Poroto (Phaseolus vulgaris) (SChD=
57,3; AA lim=Met + Cys) 68,4 Val 63,6 Val
Porotorojo (Phaseolus vulgaris)
(SChD= 43,7; AA lim=Met + Cys) 56,4 Val 56,8 Val, Leu
Poroto negro (Phaseolus vulgaris)
(SChD= 39,0; AA lim=Met + Cys) 53,3 Leu 54,4 Leu
Garbanzo (CicerArietinum L.) crudo
(SChD= 72,2; AA lim=Met + Cys) 78,3 Val 72,2 Val
Garbanzo (CicerArietinum L.) hervido
(SChD= 76,5; AA lim=Met + Cys) 81,0 Val 74,8 Val

*A: Amaranto; C: Chenopodium. SChD: Escore quimico corregido por
digestibilidad. AA: aminoacidos. Lys: lisina, Met: metionina, Cys: Cisteina,
Va: valina, Trp: triptofan

A. C. QUINOA W.
HYPOCHONDRIACUS CULTIVAR D407
(SChD= 91,1) (SChD= 73,9)
AA AA
SChD limitante SChD limitante
Trigo (SChD= 55,7; AA lim=Lys) 82,7 Lys 72,9 Lys
Maiz (SChD= 49,3; AA lim=Lys) 783 Lys 45,9 Lys
Centeno (SChD= 43,5; AA lim=Lys) 73,9 Lys 32,8 Lys
Arroz Blanco (SChD= 54,8; AA lim=Lys) 80,6 Lys 54,4 Trp
Arroz (Harina) (SChD= 59,0; AA lim=Lys) 83,7 Lys 69,7 Lys
Avena (Avena sativa L.) (SChD= 52,3; AA
lim=Lys) 78,0 Lys 764  Lys, Trp
Avena (SChD= 58,3; AA lim=Lys) 81,3 Lys 74,1 Lys
Soja (Grano) (SChD= 99,1) 102,3 - 87,5 -
Soja (Harina) (SChD= 98,9) 99,7 - 80,8 -
Haba (Vicia fava) (SChD= 35,9; AA lim=Met + Trp, Met
Cys) 86,0 Trp, Val 55,1 +Cys
Poroto (Phaseolus vulgaris) (SChD= 57,3; AA Trp, Met
lim=Met + Cys) 76,9 Val 62,4 +Cys
Porotorojo (Phaseolus vulgaris) (SChD= 43,7;
AA lim=Met + Cys) 67,1 Val 65,6 Val
Poroto negro (Phaseolus vulgaris) (SChD= 39,0;
AA lim=Met + Cys) 64,5 Leu 65,6 Leu
Garbanzo (CicerArietinum L.) crudo (SChD=
72,2; AA lim=Met + Cys) 84,6 Val 680  Trp, Val
Garbanzo (CicerArietinum L.) hervido (SChD=
76,5; AA lim=Met + Cys) 86,5 Val 59,2 Trp, Val

*A: Amaranto; C: Chenopodium. SChD: Escore quimico corregido
por digestibilidad. AA: aminoacidos. Lys: lisina, Met: metionina,
Cys: Cisteina, Va: valina, Trp: triptofano
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Tabla 2 c: Combinacion de 80/20 de proteinas de amaranto o
quinoa con cereales y/o leguminosas

. C. QUINOA W.
HYPOCHONDRIACUS CULTIVAR D407
(SChD= 91,1) (SChD= 73,9)
AA AA
SChD limitante SChD limitante
Trigo (SChD= 55,7; AA lim=Lys) 95,9 - 23,2 Trp
Maiz (SChD= 49,3; AA lim=Lys) 96,4 - 11,8  Trp, Val
Centeno (SChD= 43,5; AA lim=Lys) 84,6 Leu 11,5 Trp, Val
Arroz Blanco (SChD= 54,8; AA lim=Lys) 93,5 - 22,1 Trp, Val
Arroz (Harina) (SChD= 59,0; AA lim=Lys) 96,6 - 22,9 Trp, Val
Avena (Avena sativa L.) (SChD= 52,3; AA
lim=Lys) 90,8 - 804  Trp, Val
Avena (SChD= 58,3; AA lim=Lys) 91,7 - 336  Trp, Val
Soja (Grano) (SChD= 99,1) 97,2 - 34,0 Trp, Val
Soja (Harina) (SChD= 98,9) 96,6 - 344  Trp, Val
Haba (Vicia fava) (SChD= 35,9; AA
lim=Met + Cys) 94,5 22,4 Trp, Val
Poroto (Phaseolus vulgaris) (SChD= 57,3;
AA lim=Met + Cys) 88,0 Leu, Val 21,9 Trp, Val
Porotorojo (Phaseolus vulgaris) (SChD=
43,7; AA lim=Met + Cys) 81,0 Leu, Val 22,4 Val
Poroto negro (Phaseolus vulgaris) Leu, Trp,
(SChD= 39,0; AA lim=Met + Cys) 80,1 Leu 22,4 Val
Garbanzo (CicerArietinum L.) crudo
(SChD= 72,2; AA lim=Met + Cys) 91,0 22,7 Trp, Val
Garbanzo (CicerArietinum L.) hervido
(SChD= 76,5; AA lim=Met + Cys) 92,0 23,0 Trp, Val

*A: Amaranto; C: Chenopodium. SChD: Escore quimico corregido por
digestibilidad. AA: aminoacidos. Lys: lisina, Met: metionina, Cys: Cisteina,
Va: valina, Trp: triptofano

Estos resultados indican que es necesaria una buena seleccion
de la variedad para que la combinacién en que los alimentos
son consumidos sea eficiente en su aprovechamiento de las
proteinas y lograr un nivel nutricional que conduzca hacia una
mejor calidad de vida.
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La biodiversidad de los granos andinos influye en su valor
nutricional y debe ser cuidadosamente considerada en la
seleccion de las variedades que se emplearan para la
complementacion con otras harinas de cereales y/o
leguminosas.

La complementacién es una metodologia que permite mejorar
la calidad proteica y lograr productos de mayor valor
nutriclonal para poblaciones de riesgo. Se puede lograr una
buena complementacion y obtener una proteina de mejor
calidad, st se determinan las combinaciones adecuadas de
proteinas de cada harina componente de la mezcla.

El programa informatico MixProtLUNA es una herramienta
que facilita el calculo para la determinacion de la mezcla
adecuada de harinas proteicas.
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Resumen: Se compard la actividad antioxidante, el contenido
de polifenoles totales y el color de veinte mieles argentinas
procedentes de diversas regiones y de diferente origen floral
(monoflorales y multiflorales). El contenido de polifenoles se
determind con el reactivo de Folin-Ciocalteau, la capacidad
antioxidante se analizdé mediante la inhibicién del radical 2,2-
difenil-1-picril-hidracilo (DPPH-) y el color se midié utilizando
un fotémetro analizador de color para miel. La actividad
antioxidante no vario significativamente (p > 0,05) segun el
origen floral o regional de las mieles, obteniéndose un amplio
rango de valores de PI, que oscilaron entre 10,8 y 65,1 para
mieles multiflorales y entre 52 y 419 para mieles
monoflorales. Tampoco se encontraron  diferencias
significativas (p > 0,05) entre los contenidos de polifenoles y
en la intensidad del color de estas mieles. No se registrd una
buena correlacion entre la capacidad antioxidante y el
contenido de polifenoles, como tampoco entre este ultimo
parametro y el color. Sin embargo, se observé que conforme
aumenta la intensidad del color también lo hace la actividad
antioxidante, lo que puede atribuirse a que, ademas de los
polifenoles, existen otras sustancias que contribuyen al color y
gue serian también responsables de la capacidad antioxidante
de las mieles.

Palabras clave: miel, actividad antioxidante, polifenoles.

Abstract: the aim of this work was to compare the antioxidant
activity, the total polyphenols content and color of twenty
honey types from diverse geographical regions in Argentina
and with different floral origin (multi and monofloral). The
polyphenol content was determined with the Folin-Ciocalteu
reagent, the antioxidant capacity was analyzed by 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH-) radical-scavenging
activity assay and color was measured using a color analyzer
photometer for honey. The antioxidant activity did not vary
significantly (p > 0.05) with its floral origin or geographical
region. A wide range of Pl values was obtained, which ranged
between 10.8 and 65.1 for multifloral and between 5.2 and
11.9 for monofloral honey. No significant differences were
found (p > 0.05) between the polyphenol contents and color
intensity of these honeys. No good correlation was found
between the antioxidant capacity and the phenolic content,
neither between this last parameter and the color. However, it
was observed that the antioxidant activity increased with color
intensity, which can be attributed to other substances that
may contribute to the color (besides polyphenols) and that
would be also responsible for the antioxidant capacity of the
honey.

Keywords: honey, antioxidant activity, polyphenols.
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La miel es un alimento del que se tiene constancia de su
utilizacidon por numerosas civilizaciones y pueblos a lo largo
de la historia, tanto para fines alimenticios como para fines
terapéuticos. Ademas de su uso tradicional como agente
edulcorante, este alimento constituye una interesante fuente
de antioxidantes naturales. Existe un creciente interés por los
efectos beneficiosos de estos antioxidantes, que deriva en
parte de la capacidad de los mismos de proteger al organismo
frente a enfermedades por su capacidad de eliminar radicales
libres (Gheldof et a£ 2003, Schramm et al. 2003). Por otro lado,
también se ha demostrado la efectividad de este producto en
la prevencion de la oxidacién lipidica en alimentos,
especialmente en algunos productos carneos (McKibben vy
Engeseth, 2002, Johnston et al 2005, Antony et al 2006, Nagal
et al 2006). En diferentes alimentos de origen vegetal, la
actividad antioxidante ha sido atribuida principalmente a la
presencia de compuestos fendlicos (Boudet 2007, Ignat et al.
2011). La miel consiste basicamente en una solucidn
altamente concentrada de azUcares, pero también contiene
pequenas cantidades de otros constituyentes entre los que se
encuentran los polifenoles (White 1979). Aunque es un
alimento ampliamente estudiado desde hace varias décadas,
el interés por estos compuestos es relativamente reciente. La
composicion de la miel puede modificarse considerablemente
segun su origen botanico presentando caracteristicas y
propiedades distintas tanto desde el punto de vista
organoléptico como en su apariencia y actividad bioldgica. En
particular, el contenido de polifenoles al tener su origen en las

plantas, puede variar dependiendo de la vegetacion del area
donde se encuentren las abejas, y se ha observado también,
una amplia variabilidad en la efectividad antioxidante de
acuerdo al origen de la miel (Al-Mamary et al 2002, Blasa et
al 2006, Viuda-Martos et al 2008).

Las mieles argentinas son ampliamente reconocidas por su
calidad. Nuestro pais se encuentra entre los cinco principales
productores mundiales de miel de abejas. Actualmente
produce alrededor de 70.000 toneladas por afio. Esta
produccién se caracteriza por su diversidad y es destinada
practicamente en un 95% a la exportacidon. St bien un 50% de
la misma se concentra en la provincia de Buenos Aires, existen
otros polos productivos en Santiago del Estero, Misiones,
Tucuman, Neuquén, Chubut, Cérdoba, Entre Rios, La Pampa y
Santa Fe. El sector ha adquirido en los Ultimos afios una
importancia considerable en términos de volimenes y de
calidad de los productos. Su papel preponderante en el
mercado mundial radica en la evolucion de la calidad y
confiabilidad, habiendo aprobado estandares internacionales
cada vez mas exigentes. Sin embargo, debido a la diversidad
de regiones en las que se produce la miel y a los diferentes
origenes botanicos, tanto su composicibn como sus
propiedades funcionales pueden variar significativamente.

La mayor parte de las investigaciones realizadas en mieles
argentinas han sido enfocadas hacia el analisis de su
composicion, caracteristicas fisico-quimicas y a aspectos
microbiologicos (Pereyra Gonzales et al 1999, Finola et al
2007, Malacalza et al 2007, Truchado et al 2010). Sin
embargo, y a pesar de sus potenciales efectos funcionales, no
solo por su consumo como tal, sino también por su utilizacion
en la formulacién de otros alimentos incrementando la
estabilidad oxidativa de los mismos, los estudios acerca de su
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capacidad antioxidante y de los componentes relacionados
con la misma son escasos (Isla et al 2011).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar y comparar la
actividad antioxidante, ast como el contenido de polifenoles y
el color de veinte mieles argentinas procedentes de diversas
regiones y diferentes origenes, tanto monoflorales como
multiflorales. Se analizd ademas, la correlacion entre estos
parametros. Se determin6 también el contenido de humedad,
hidroximentil furfural y la acidez libre con el fin de asegurar
condiciones comparables de calidad en las mieles analizadas.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Se analizaron veinte muestras de miel de distintas regiones de
Argentina obtenidas de productores apicolas durante la
cosecha 2014. Entre éstas, nueve eran de origen monofloral,
siendo las fuentes: algarrobo (Prosopis sp.), citrus (Citrus sp.),
palo amarillo (Lippia lycioides Stend) eucalipto (Eucaliptus
sp.), quebracho (Schinopsis balansae), atamisqui (Atamisquea
emarginata), chilca (Bacharis sp.), girasol (Helianthus annuus) y
alfalfa (Medicago sativa). Las once restantes eran de origen
multifloral.

Determinacion de humedad

Se determind por duplicado segun el método A.O.A.C. 969.38
B (1990) utilizando un refractbmetro marca ATAGO, modelo
HHR-2N. Las muestras de miel fueron previamente calentadas
a 40°C para disolver los cristales de azlcar presentes.

Determinacion de Color

Se analizd por duplicado de acuerdo al método PFund. Norma
IRAM N° 15941-2, utilizando un fotometro analizador de color
para miel marca HANNA, modelo HI 96785. Las muestras de
miel fueron previamente calentadas a 40°C para disolver los
cristales de azUcar presentes.

Determinacién de Hidroximetilfurfural (HMF)

Se analizd por triplicado por el método A.0.A.C. 980.23 (1990).
5,0 g de muestra se disolvieron en aproximadamente 25 ml de
agua bidestilada y se lo transvasé cuantitativamente a un
matraz de vidrio de 50 ml. A continuacion se agregaron 0,5 ml
de reactivo clarificante Carrez I, 0,5 ml del reactivo clarificante
Carrez Il y se llevd a enrase con agua bidestilada. Una alicuota
de la solucion obtenida (12,0 ml aprox.) se centrifugd durante
5 minutos a 3600 rpm. Se tomaron 5,0 ml del sobrenadante y
se lo diluyd con 5,0 ml agua bidestilada (muestra); el mismo
procedimiento se realizdé pero reemplazando al agua
bidestilada por solucion de bisulfito de sodio 0,20 %
(referencia). Se leyo la absorbancia de ambas soluciones a 284
nmy a 336 nm en un espectrofotdmetro UV-VIS Biotraza 752.
La concentracion de HMF se calcula segin la siguiente
expresion:

HMF (mg/kgmiel) = [(Amuestra'Areferencia)284nm - (Amuestra'
Areferencia)SSGnm] N 49,74

Donde Anmuestra €S la absorbancia que se midié en la solucidon
con agua, Areferencia €S la absorbancia que se midid en la
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solucidon con bisulfito de sodio y en el factor 149,74 se
considerd la masa molar del HMF (126,0 g/mol), el coeficiente
de extincién molar a 284 nm (16830) y el peso de la muestra

(50 g).
Determinacion de acidez libre

Se determiné por duplicado de acuerdo al método A.O.A.C.
962.19 (1990), por valoracién potenciométrica con alcali. 10,0
g de muestra se pesaron en un erlenmeyer de 250 ml, se
disolvieron en 75 ml de agua bidestilada hervida y enfriada y
se agregaron unas gotas de fenoftaleina (0,1% en etanol)
como indicador. A continuacién se tituld la solucion con
hidroxido de sodio (0,05N) hasta pH 8,5, utilizando un
electrodo de vidrio combinado. La concentracién de acidez
libre se expres6 en mequivalentes por Kg de miel y se calculd
con la siguiente expresion:

Acidez Libre (meq/KgmleL) = VNaOH-NNaOH-fNaOH~1OO

Donde Vnaon es el volumen en ml que se gastd en la
valoracién, Nnaon es la normalidad del hidréxido de sodio y
fnaon es el factor del hidroxido de sodio.

Determinacion de la actividad antioxidante

Se realizo por cuadriplicado mediante la reduccion del radical
DPPH' de acuerdo al método de Turkmen et al (2006), con
algunas modificaciones. 0,75 ml de una solucion de miel (0,1
g/ml), se mezclaron con 2,25 ml de DPPH: (solucién etandlica
0,1 mM). Se preparé una solucidon control de igual forma,

reemplazando la solucidn de miel por agua bidestilada. Luego,
se mantuvo la muestra en oscuridad a temperatura ambiente
durante 60 min y se leyo la absorbancia a 517 nm en
espectrofotometro (PG Instruments modelo T60 UV-Vis). La
actividad antioxidante se expres6 como porcentaje de
inhibicién (PI) del radical DPPH y se calculé mediante la
siguiente expresion:

Pl = [(Acontrol - Amuestra) / Acontrol] x 100

Donde Awntrol €S la absorbancia medida en la solucion sin miel
Y Anmuestra €S la absorbancia medida en la solucidn que contiene
a la muestra de miel. Para cada muestra se calculd luego el PI
/g b.s.

Determinacion de polifenoles totales

Se determiné por triplicado utilizando el reactivo de Folin-
Ciocalteau de acuerdo al método de Meda et al (2005), con
algunas modificaciones. A 0,5 ml de una solucidon de miel 0,1
g/ml se le agregaron 2,5 ml de solucion del reactivo de Folin-
Ciocalteau (10 ml del reactivo de Folin-Ciocalteau se llevaron a
volumen con agua bidestilada en un matraz de 100 ml), se
mezclo y se agregaron 2,5 ml de carbonato de sodio (75 g/l).
A continuacion, se mantuvo en oscuridad y a temperatura
ambiente por 60 min. La absorbancia de la solucién fue
medida a 760 nm en espectrofotometro (PG Instruments
modelo T60 UV-Vis) contra un blanco preparado de igual
manera pero reemplazando la solucion de miel por agua
bidestilada. Se realizé una curva de calibracion utilizando
acido galico como estandar con concentraciones de 20 a 100
mg/l. Los resultados fueron expresados como mg de
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equivalentes de acido galico (GAE) por 100 g de miel en base
seca (b.s.).

Analisis estadisticos

El analisis de los datos se realizd mediante analisis de varianza
(ANOVA) utilizando el programa Statgraphics Plus (5.1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron los contenidos de polifenoles (expresados en
mg acido galico /kg b.s.), la actividad antioxidante (expresada
en Pl /g b.s.) y el color (mm) de las mieles, ast como también
el contenido de humedad, HMF (mg / kg) y la acidez (meq /
kg), con el fin de investigar posibles alteraciones.

Los contenidos de humedad, HMF y acidez de las veinte
mieles analizadas se muestran en la Tabla 1.

Como puede observarse, todos los valores se encuentran
dentro de los limites establecidos en el Reglamento Técnico
Mercosur de Identidad y Calidad de la Miel (Codigo
Alimentario Argentino, Resolucion GMC N° 015/94 -
Incorporada por Resolucion MSyAS N° 003, 11.01.95), que fija
maximos de 20%, 40 mg/kg y 40 miliequivalentes /kg para
estos parametros respectivamente. En particular, los valores de
HMF resultaron considerablemente mas bajos que el maximo
permitido. Por lo tanto, se puede inferir que todas las mieles
son frescas y no sufrieron tratamientos inadecuados.

Tabla 1: Humedad, acidez e HMF de mieles monoflorales y
multiflorales procedentes de distintas regiones de Argentina

con limites de confianza del 95%.

Muestra Tipo Zona Humedad Acidez HMF
(%) (meq/Kg) (mg/Kg)
1 Algarrobo San Luis 16,0 + 0,2 14,0 + 0,3 4,7 £ 0,6
2 Citrus Entre Rios 17,1+ 0,3 37,5+ 09 11,8 £ 0,9
3 Palo Cordoba  159+02  180+05  04+0,1
Amarillo
4 Eucalipto Entre Rios 19704 335+07 ND
5 Quebracho Chaco 179+04 34,0+ 0,8 12,6 £ 0,3
6 Atamisqui La Pampa 158 + 0,3 10,5+0,2 39+05
7 Multifloral La Pampa 16,5+ 0,3 23,0+ 04 1,5+£0,2
8 Multifloral ~ Buenos Aires 143+ 04 16,0 + 0,3 35+01
9 Multifloral La Pampa 154 + 0,3 26,0 £ 0,6 16 £03
10 Multifloral Cérdoba 173+04 29,5+ 0,5 42 +0,1
11 Multifloral Entre Rios 16,8 + 0,4 37,5+ 0,8 ND
12 Multifloral  Buenos Aires 176 + 0,5 26,5+ 0,7 1,3+0,3
13 Multifloral Neuguén 15,7 + 0,3 29,5+ 0,6 49 +0,8
14 Multifloral Chaco 17,2 + 0,5 17,5+ 0,5 5,03 + 0,01
15 Chilca Entre Rios 178 + 04 40,0 + 1,0 3,25 + 0,01
16 Multifloral Chaco 16,1 + 0,3 16,5 + 0,4 6,0 +0,1
17 Girasol Chaco 17,7 £+ 04 24,5+ 0,5 6,6 + 0,3
18 Alfalfa Buenos Aires 16,5 + 0,3 26,5+ 0,7 35+06
19 Multifloral Tucuman 176 + 0,5 24,5 + 0,6 1,3+0,2
20 Multifloral  >"8agodel 475 64 250+05  77:07
Estero

En la Tabla 2 figuran

los contenidos de polifenoles

(expresados en mg acido galico /100 g b.s), la actividad
antioxidante (expresada en Pl /g b.s) y el color (mm)
correspondientes a las muestras monoflorales agrupados de
acuerdo a la provincia de origen. En la Tabla 3 figuran los
datos correspondientes a los mismos parametros obtenidos
de las muestras multiflorales.
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El contenido de polifenoles no varié significativamente (p >
0,05) segun el origen regional de las mieles y tampoco entre
las mieles de origen multifloral y las monoflorales,
obteniéndose diferencias considerables entre las mieles de
cada grupo. El rango obtenido fue de 241 a 1115 mg acido
galico/kg b.s. para mieles monoflorales y de 375 a 1273 mg
acido galico/kg b.s. para las multiflorales. Estos contenidos
entran dentro del rango reportado por otros autores para
mieles de diferentes paises, encontrandose entre los valores
mas elevados (Alvarez-Suarez et al 2010, Maurya et al 2014).

Tabla 2: Color, polifenoles y actividad antioxidante de mieles
monoflorales procedentes de distintas regiones de Argentina
con limites de confianza del 95%.

Tabla 3: Color, polifenoles y actividad antioxidante de mieles
multiflorales procedentes de distintas regiones de Argentina
con limites de confianza del 95%.

Color PI/ Polifenoles
Muestra Tipo Zona (mmPfund) b sg totales
= (mgac/Kg b.s.)
8 Multifloral  Buenos Aires 60 +2 216231 607 + 13
12 Multifloral  Buenos Aires 27 £ 1 1%’21 375+ 8
14  Mulifloral  Chaco 42+ 1 2o 750 + 4
16 Multifloral  Chaco 5312 B0 507213
10 Multifloral  Cérdoba 50+ 2 et 683 + 5
1 Multifloral Entre Rios 78 + 2 552’741 1068 + 17
7 Multifloral  La Pampa 59+ 2 230 513 + 6
9  Multifloral  La Pampa 44+ 1 1l 426 +7
13 Multifloral  Neuquén 87 +3 ool 995 + 2
20 Multifloral >2ntiago del 36+ 1 1.7+ 780 + 8
Estero 0,1
19 Multifloral Tucuman 82 +2 341’701 1273 £ 26

Color PI/ Polifenoles
Muestra Tipo Zona (mmPfund) b sg totales
o (mgac/Kg b.s)
Buenos 10,7 +
18 Alfalfa Aires 28 £ 1 03 548 + 9
5 Quebracho Chaco 88 + 3 412’95i 1115+ 13
17 Girasol Chaco 56 + 2 2";'8; 613+ 8
Palo , 15,2 +
3 Amarillo Cérdoba 47 £ 1 06 774 + 8
. , 22,8 +
2 Citrus Entre Rios 55+1 04 532 +3
4 Eucalipto Entre Rios 69 + 2 386%i 583+ 8
15 Chilca Entre Rios 39+ 1 166351' 517 + 12
- 6,6 =
6 Atamisqut La Pampa 16+ 1 04 241+ 5
1 Algarrobo San Luis 1311 56211 326 £ 4

Tampoco se encontraron diferencias significativas (p > 0,05)
entre la actividad antioxidante ni en la intensidad del color de
las mieles monoflorales y multiflorales. Los PI oscilaron entre
52y 41,9 /g b.s. para las primeras y 10,8 y 65,1 /g b.s. para las
segundas. El color varié también ampliamente, de 13 a 88 mm
y de 27 a 87 mm para las mieles monoflorales y multiflorales
respectivamente. Es de destacar que, dentro de las
monoflorales, la miel de algarrobo que fue la de mayor
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contenido en polifenoles, también presentd el mayor Pl y Figura 1: Correlacion entre el color y la actividad antioxidante
resultdé ademas, la mas oscura. (DPPH) de la miel.

En general, se considera que los compuestos fendlicos
cumplen un rol importante en la capacidad antioxidante de
los alimentos vegetales. En algunos trabajos se han reportado

120 -

correlaciones positivas entre la actividad antioxidante y el R2 = 0.7814
contenido de polifenoles en mieles (Alvarez-Suarez et al 2010, < 100 ’
Bertoncelj et al 2007). No obstante, otros autores sugieren E 80 -

que la capacidad antioxidante de las mieles es el resultado de QE“

la accién combinada de diferentes compuestos (Gheldof et al g 60

2002, Ferretra et al 2009). 5 40 -

En el presente trabajo, no se registré6 una buena correlacion S 20 -

entre el Pl y el contenido de polifenoles, como tampoco entre

este ultimo parametro y el color. Sin embargo, se observd 0 - - - - - - -
(Figura 1) que conforme aumenta el color también lo hace la 0 10 20 30 40 50 60 70

actividad antioxidante. PI
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El contenido total de polifenoles y la actividad antioxidante
presentaron amplias variaciones entre las mieles procedentes
de distintas regiones de la Argentina y de diferentes origenes
florales. No se observd buena correlacion entre ambos
parametros, aunque en las mas oscuras la capacidad
antioxidante resulté mas elevada. Esto puede atribuirse a que,
ademas de los polifenoles, existen otras sustancias que
contribuyen al color y que serian también responsables de la
capacidad antioxidante de las mieles.
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Resumen: El yacon (Smallanthus sonchifolius) representa un
recurso natural potencial de fructooligosacaridos (FOS), ya
que es una raiz que los almacena como hidratos de carbono
de reserva, en una proporcion de 60-80 % de la materia seca.
Los FOS son compuestos valiosos porque tienen efectos
beneficiosos sobre la salud humana, derivados principalmente
de su accién prebidtica. El objetivo de este trabajo fue disefiar
un proceso de extraccion de FOS de raices frescas de yacon.
Se estudid un tratamiento térmico para inactivar las enzimas
responsables del pardeamiento enzimatico y se optimizaron
las variables que maximizaron la extraccidon de FOS con agua,
usando un disefio experimental de tres factores (relacion
volumen de agua/masa de yacdn, temperatura y tiempo de
contacto agua/yacon) en tres niveles, con un total de 15
puntos. El analisis de resultados se realizo aplicando la
Metodologia de Superficie de Respuesta. Los extractos
obtenidos en las condiciones éptimas fueron concentrados y
secados por atomizacion ensayando almidén y maltodextrina

como coadyuvantes obteniéndose productos de buena
calidad. Se propone aqui un método sencillo para obtener un
polvo rico en FOS a partir de raices frescas de yacdén que
podria ser util en formulacion de alimentos funcionales.

Palabras Claves: Yacon- Fructooligosacaridos- Prebidticos

Abstract:Yacon (Smallanthus sonchifolius) represents a
natural potential source of fructooligosaccharides (FOS), since
it is the only root that stored them as reserve carbohydrates,
in a ratio of 60 - 80% of dry matter. FOS are valuable
compounds which have beneficial effects on human health,
specifically due to its prebiotic action. The objective of this
work was to design an extraction process of FOS from fresh
yacon roots. The heat treatment was studied in order to
inactivate the enzymes responsible of the enzymatic browning,
and the variables which maximized the FOS extraction with
water, were optimized using an experimental design of three
factors (ratio volume of water / mass of yacon, temperature
and contact time water / yacon) on three levels with a total of
15 points. The analysis of results was performed using the
Response Surface Methodology. The extracts obtained under
optimal conditions, were concentrated and spray-dried with
starch and maltodextrin as adjuvants obtaining good quality
products. In the present work, a simple method is proposed to
obtain a powder rich in FOS from fresh yacon roots that could
be useful for the formulation of functional foods.

Keywords: Yacon — Fructooligosaccharides - Prebiotic
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Las enfermedades créonicas no transmisibles (ECNT) son la
principal causa de muerte en el mundo; representan mas del
63 % de las defunciones y el 90 % de las mismas ocurren en
los paises de ingresos bajos y medios (Organizacién Mundial
de la Salud 2011a). En Argentina son la principal causa de
muerte y discapacidad; solo dos grupos (cardiovasculares y
cancer) son responsables de la mitad de todas las muertes y
del 27% de los afnos de vida potencialmente perdidos
(Ministerio de Salud de la Nacion 2009). Esta realidad es
concordante con el surgimiento de la “nutricion éptima” o
“nueva nutricion”, cuyo interés se centra en la relacién entre la
alimentacion y la promocion de la salud (Ashwell 2004).

En la actualidad el interés de la poblacién por las condiciones
de salud y calidad de vida orientan las investigaciones hacia
componentes bioactivos presentes en los alimentos (Araya et
al. 2003). Entre los compuestos bioactivos cuyas propiedades
saludables han sido evaluadas, se encuentran péptidos y
aminoacidos, acidos grasos, fitoesteroles, oligosacaridos no
digeribles y fibra alimentaria, la cual es la que despierta mayor
interés en el mercado de los alimentos funcionales (AF)
(Starling 2007). En los ultimos afos se ha propuesto el
término “Fibra Funcional’, que se refiere a carbohidratos no
digeribles aislados que tengan efectos fisioldgicos
beneficiosos en los seres humanos. Bajo estos términos, los
fructanos se consideran parte de la fibra funcional (Kip et al.
2005).

Los fructanos son carbohidratos no digeribles formados por
varias unidades de fructosa y un residuo comun de glucosa.

Pueden ser producidos por bacterias, algas, hongos y plantas.
En las plantas los fructanos son usados como reservas de
carbohidratos, encontrandose en distintos o6rganos como
hojas, raices, tubérculos, rizomas y frutos (Niness 1999,
Madrigal y Sangronis 2007).

Los fructanos tipo inulina poseen casi exclusivamente enlaces
B (2—1) fructosil-fructosa mientras que los tipos levano son
moléculas con enlaces B (2—6) con presencia ocasional, o no,
de enlaces B (2—1). El término fructano incluye tanto
oligosacaridos como polisacaridos (Banguela y Hernandez
2006). Generalmente la nomenclatura mas utilizada en
bibliografia para los fructanos tipo inulina con grado de
polimerizacion de 2 a 10 es fructooligosacaridos (FOS),
mientras que para los de grado de polimerizacion promedio
mas alto se utiliza mas frecuentemente el término inulina.

Los FOS se pueden obtener a partir de fuentes naturales,
mediante la extraccion directa con agua caliente, o por
sintesis enzimatica a partir de la sacarosa, la cual es sometida
a  transfructosilacion  por accibn de la enzima
fructosiltransferasa (Antosova y Polakovic 2001).

En el Noroeste Argentino existen alimentos no tradicionales
con propiedades saludables, siendo uno de ellos el yacon, el
cual almacena en sus érganos subterraneos de reserva
grandes cantidades de FOS como hidratos de carbono de
reserva, en una proporcion de 60-80 % de la materia seca,
convirtiéndose en un recurso natural potencial de dichos
componentes (Ohyama et al1990, Asami 1991, ltaya et al
2002). En la actualidad no existen antecedentes sobre la
comercializacion de FOS de yacdn. En consecuencia el estudio
sobre la técnica de extraccion de los mismos permitiria
recuperar y revalorizar esta raiz como ingrediente regional no
tradicional para la elaboracion de productos funcionales. El
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objetivo del trabajo fue disefiar un proceso de extraccion de
FOS a partir de raices frescas de yacon (Smallanthus
sonchifolius) para obtener un producto en polvo con potencial
aplicacion en la elaboracion de alimentos funcionales.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Se utilizaron raices frescas de yacon (Smallanthus sonchifolius)
variedad amarilla, cosecha 2013, con edad de cultivo de 8
meses procedentes de un predio experimental de la Facultad
de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Salta
(UNSa) y de productores de la localidad de Vaqueros, Salta.
Todos los reactivos quimicos utilizados fueron de grado
analitico siendo nistosa, kestosa, sacarosa, glucosa, fructosa,
catecol, guayacol y Tritobn X-100 de Sigma; acido citrico,
fosfato de sodio, cloruro de potasio y acido ascorbico de
Merck; perdxido de hidrogeno de Cicarelli maltodextrina con
baja dextrosa equivalente (Globe 019110) y almidon de maiz
modificado (Ultra Flo 3301) de Ingredion.

Métodos

Para todos los fines de este trabajo las raices de yacén fueron
seleccionadas de manera que fueran frescas y sanas, y con las
siguientes caracteristicas sensoriales: cascara color marrén
café, pulpa amarilla, olor vegetal, sabor suave, levemente
dulce y textura firme, crujiente y fibrosa. Las raices asi
seleccionadas fueron lavadas por aspersidn con abundante
cantidad de agua y cepillo con el objeto de eliminar impurezas
y sustancias extrafias. Luego fueron cortadas manualmente

con cuchillo, de manera transversal, en rodajas de
aproximadamente 1 cm de espesor e inmediatamente
utilizadas para el ensayo correspondiente.

Los FOS y otros azucares fueron identificados y cuantificados
por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
utilizando un equipo Knauer (Alemania), con la columna
analitica Rezex RSO (Phenomenex) termostatizada a 30 °C,
agua bidestilada y deionizada como fase mévil a un flujo de
0,2 ml/min y deteccién de indice de refraccién. Se realizaron
curvas de calibracion con los estdndares disponibles
comercialmente: nistosa, kestosa, sacarosa, glucosa y fructosa.
Para el analisis cuantitativo de los FOS de grados de
polimerizacion superiores a los de los estandares se utilizo el
factor de respuesta obtenido para kestosa y nistosa. Las
muestras de raices de yacén fueron preparadas triturando en
licuadora una masa pesada de las mismas con agua, en una
relacion volumen de agua/masa de yacon de 10 a 1,
colocando la mezcla resultante en un agitador orbital
termostatizado a 90 °C, durante 40 minutos, y realizando
posteriormente dos filtraciones, la primera con papel de filtro
comun y la segunda con membranas de 0, 45 um de tamafo
de poro. Se realizaron diluciones 1:10 de cada muestra y se
inyectaron 20 pl.

A fin de controlar las reacciones de pardeamiento
caracteristicas del yacén, se ensay6d un tratamiento térmico
con el objeto de impedir la formacién de compuestos
coloreados indeseables durante el posterior proceso de
extraccion de FOS. Dicho tratamiento consistio en sumergir las
rodajas en agua hirviente (aproximadamente 96 °C) durante
diferentes tiempos desde 10 a 30 minutos. Se midieron las
actividades de las enzimas polifenoloxidasa y peroxidasa en
las raices de yacon antes y después de cada tratamiento.
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También se midié el contenido de FOS y otros azucares en las
raices y en las aguas utilizadas para el tratamiento térmico.
Todos los ensayos fueron realizados por quintuplicado. La
muestra control consistié en raices de yacon de la misma
partida sin ningun tipo de tratamiento.

Las enzimas fueron extraidas de las raices de yacdn triturando
25 g de las mismas con 50 ml de solucién reguladora acido
citrico 0,1 M/fosfato de sodio 0,1 M pH 6.0, conteniendo acido
ascorbico 5 mM, cloruro de potasio 0,35 M y Triton X-100 0,5
% (Neves y Da Silva 2007). La mezcla fue colocada en un
agitador orbital durante una hora a temperatura ambiente y
luego fue centrifugada a 10.000 rpm durante 40 minutos a 4
°C. La actividad de polifenoloxidasa se midié utilizando
catecol como sustrato. La mezcla de reaccion se prepard con
2 ml de solucidon reguladora acido citrico 0,1 M / fosfato de
sodio 0,2 M pH 6.8, 1 ml de muestra y 2 ml de catecol 20 mM
en la misma solucion reguladora. Las reacciones se iniciaron
con el agregado de catecol registrandose el cambio de
absorbancia a 420 nm a 30 °C. Una unidad de actividad de
polifenoloxidasa se definid como la cantidad de enzima que
produjo un cambio de absorbancia de 0,1 por minuto a 420
nm.

La actividad de peroxidasa se midi6 utilizando la prueba de
guayacol (Machado Assefh 2008). La mezcla de reaccién
consistio en 2 ml de solucion reguladora acido citrico 0,1 M /
fosfato de sodio 0,2 M pH 5,6, 0,2 ml de muestra, 0,1 ml de
guayacol 40 mM y 0,1 ml de peroxido de hidrogeno 10 mM
ambos en la misma solucion reguladora. Las reacciones se
iniciaron con el agregado de peroxido de hidrogeno. Se
registré el cambio de absorbancia a 480 nm a 30 °C. Una
unidad de actividad peroxidasa se definido como la cantidad de
enzima que produjo 1 pumol de tetraguayacol por minuto.

Todos los ensayos de ambas actividades enzimaticas fueron
realizados por duplicado.

Para optimizar el proceso de extraccibn de FOS se
seleccionaron como variables de estudio la relacién volumen
de agua/masa de yacon, la temperatura y el tiempo de
contacto agua/yacén (variables independientes) y el
contenido de fructooligosacaridos en los extractos (variable
dependiente). Se utilizd el disefio experimental de Box
Behnken para tres factores y tres niveles con un total de 15
puntos experimentales que incluyeron 3 puntos centrales.
Cabe sefalar que el mismo fue replicado. Para los ensayos de
extraccion de FOS, 50 g de rodajas de raices de yacédn fueron
tratadas térmicamente durante 10 min a 96 °C, luego fueron
colocadas y trituradas durante 1 minuto, en una licuadora,
con un volumen determinado de agua destilada. La mezcla se
coloco en erlenmeyers de 500 ml y se incubd en un bafio
termostatico,con agitacion a 70 rpm a diferentes temperaturas
por distintos tiempos. Luego de filtrar se determind el
contenido de FOS y otros azlcares en el sobrenadante. Para la
seleccion del proceso de extraccidon se empled el Método de
Superficie de Respuesta (Elias et al. 2006). El programa
estadistico utilizado fue Minitab 14. De esta manera se
identificaron los niveles de los diferentes factores que
maximizaron el contenido de FOS extraido. Las variables del
disefio experimental utilizado se presentan en las Tablas 1y 2.
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Tabla N°1: Disefio compuesto central de tres factores

-1 1/1
Relacion volumen de agua/masa de yacon (ml/g) | 0 5/1
1 10/1
-1 | 30°C
Temperatura 0 60°C
1 90°C
-1 | 10 min
25 min
Tiempo de contacto agua/yacédn
1 | 40 min

Tabla N° 2: Disefio experimental para la optimizacién del
proceso de extraccidon de FOS

Experimento | Relacion volumen de | Temperatura | Tiempo de contacto
agua/masa de yacén agua/yacén
1 -1 -1 0
2 -1 1 0
3 1 -1 0
4 1 1 0
5 0 -1 -1
6 0 1 -1
7 0 -1 1
8 0 1 1
9 -1 0 -1
10 1 0 -1
11 -1 0 1
12 1 0 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Extractos obtenidos en las condiciones Optimas fueron
concentrados a la mitad de su volumen y con ellos se hicieron
pruebas de secado por atomizacion utilizando un equipo de
laboratorio Spray Dryer Buchi Mini modelo B290 con

diferentes tipos y concentraciones de coadyuvantes. Los
coadyuvantes utilizados fueron  maltodextrina con baja
dextrosa equivalente y almidon de maiz modificado en
diferentes concentraciones hasta el 3%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Control de pardeamiento en Raices de Yacon

El pardeamiento enzimatico de frutas y vegetales se relaciona
con la oxidacion de compuestos fenolicos enddgenos en o-
qguinonas inestables, las cuales posteriormente por reacciones
de polimerizacidn no enzimaticas forman compuestos de
colores marrones, rojos y negros. El grado de pardeamiento
depende de la naturaleza y cantidad de compuestos fendlicos
endogenos, de la presencia de oxigeno, de los iones
metalicos, del pH y la temperatura, y de la actividad de las
polifenoloxidasas endodgenas, siendo estas las principales
enzimas involucradas en las reacciones de pardeamiento,
aunque también se ha sugerido la participacion de las
peroxidasas. En particular las raices de yacén contienen
cantidades  considerables de compuestos fendlicos
(aproximadamente 2g / kg) con predominancia de derivados
de los acidos clorogénico y cafeico. La presencia de estos
compuestos y la accién de las enzimas enddgenas, provoca un
tipico de oscurecimiento de las raices cuando son
almacenadas, cortadas o procesadas (Neves y Da Silva 2007).

En este trabajo se planted, como primer paso antes de la
extraccion de los FOS, el control del pardeamiento a travées de
un tratamiento térmico a fin de inactivar las enzimas
involucradas en estos procesos. De esta manera se podria
proceder a la extraccion de los FOS evitando la presencia de
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productos poliméricos coloreados contaminantes, que
probablemente serian dificiles de separar posteriormente de
los FOS extraidos. Se observo que un tratamiento térmico de
10 minutos en agua hirviente fue suficiente para inactivar
tanto la polifenoloxidasa como la peroxidasa enddgenas. Los
extractos enzimaticos de las raices de yacon sin tratamiento
térmico dieron valores promedio muy bajos de actividad de
peroxidasa 9,7 x 107 U/g, y un valor mas alto de
polifenoloxidasa 0,52 U/g. No se observé actividad de ninguna
de las dos enzimas en raices de yacon tratadas térmicamente
durante 10 minutos.

Cabe destacar que el tratamiento térmico de 10 minutos en
agua hirviente, antes de proceder a la extraccion de los FOS,
permitio la posterior obtencidon de extractos de color amarillo
claro que permanecieron sin  modificaciones en
almacenamiento a temperatura de refrigeracién y ambiente.
No ocurrido lo mismo con extractos obtenidos de raices de
yacon sin tratar térmicamente, los cuales fueron de color
verde oscuro o marrdn y se oscurecieron mas durante el
almacenamiento aun en refrigeracién. Sin embargo se
presenta la desventaja de que parte de los FOS presentes en
las raices son extraidos por el agua durante el tratamiento
térmico, en promedio aproximadamente un 30 %. No obstante
se considera este tratamiento como adecuado, ya que si bien
provoco una disolucién de FOS en las aguas, las mismas
podrian ser utilizadas para la posterior extraccion de los FOS
que permanecen en las raices de yacdn, recuperando de esta
manera la totalidad de estos compuestos y eliminado la
presencia de productos coloreados indeseables.

Otros autores utilizaron estrategias térmicas mas severas,
como por ejemplo tratamiento en autoclave a 121 °C por 20
minutos (Lobo 2004), el agregado de sustancias inhibidoras de

las reacciones de pardeamiento como metabisulfito de sodio
(Marangont 2007) o combinaciones de ambos tipos de
tratamientos. Bastos Pereyra (2009) mostré que un
calentamiento a 90 °C durante 10 minutos, utilizando 0,5 % de
acido citrico evito el oscurecimiento enzimatico.

Proceso de extraccion de FOS

Con las raices sometidas a un tratamiento térmico de 10
minutos en agua hirviente se realizaron los ensayos de
extraccion de FOS. Los resultados de la variable dependiente
(contenido de FOS en los extractos) obtenidos a partir del
disefio experimental utilizado se presentan en la Tabla 3.

Segun el modelo aplicado la regresién lineal fue significativa
(P < 0,05) y no hubo interaccion entre las variables de estudio.
Cabe sefnalar que en la estimacion del coeficiente de
regresion, sélo el coeficiente de la variable relacién volumen
de agua/masa de yacon presentd un resultado significativo de
manera que la misma es la que incide significativamente sobre
la concentracién de FOS. En las Figuras 1 y 2 se puede
observar que el contenido de FOS se maximizd al utilizar el
nivel mas alto de la variable antes mencionada. En la Figura 3
se observa que el contenido de FOS se maximizo al utilizar la
temperatura y el tiempo maximo.
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Tabla N° 3. Contenido de FOS (g/100g) en extractos de raices

de yacdn segun el disefio experimental aplicado

Experimento Contenido de FOS
Promedio | Desvio Estandar
1 0,96 0,09
2 1,31 0,13
3 1,68 0,01
4 1,97 0,08
5 1,54 0,05
6 1,61 040
7 1,45 0,05
8 1,22 0,12
9 0,99 0,06
10 1,98 0.00
11 1,05 0,15
12 1,45 0,03
13 1,12 0,22
14 1,16 0,54
15 1,16 043

Figura N° 1: Contenido de FOS vs. relacion volumen de

agua/masa yacoén, tiempo de contacto agua/yacon

20

FOS (g/100g) 1.5

- Agua/ Masa Yacon

Figura N° 2: Contenido de FOS vs. relacion volumen de

agua/masa yacon, temperatura

LE

L&

FOS (gf100g)
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Temperatura

: Agua/ Masa Yacon
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Figura N° 3: Contenido de FOS vs. tiempo de contacto
agua/yacén, temperatura

De esta manera el punto de maximizacion para la extraccion
de FOS con agua implico la utilizacion de una relacidn
volumen de agua/masa de yacon de 10 ml/g, una temperatura
de 90°C y un tiempo de contacto agua/yacdn de 40 minutos.
Es importante destacar que con la aplicacién de estos
parametros se logro recuperar el 100 % de los FOS, en una
sola etapa de extraccidon, ya que una segunda extraccion
utilizando la misma muestra no revel6 la presencia de FOS ni
de otros azUcares en los extractos.

Secado de los extractos de Yacon

Extractos obtenidos en las mejores condiciones de extraccidon
antes mencionadas, utilizando las aguas del tratamiento
térmico para recuperacion total de los FOS, fueron sometidos
a distintas condiciones de secado por atomizacién, utilizando
diferentes condiciones operativas: aspiracion 100%, flujo de la

bomba 10%, temperatura de entrada 110°C y temperatura de
salida 71°C. En estas condiciones fueron necesarias
aproximadamente 4 horas para secar 500 ml de extracto. Los
polvos obtenidos con concentraciones al 3% de coadyuvantes
resultaron de buenas caracteristicas de color blanco. En
cuanto a la textura manual el polvo adicionado con almidon
modificado resultd suave al tacto, mientras que el adicionado
con maltodextrina fue granuloso y pegajoso (Tabla 4). El
secado sin coadyuvantes dio como resultado un producto
pegajoso y coloreado. Los coadyuvantes fueron necesarios
para obtener productos de calidad.

Tabla N° 4: Descripcion de las caracteristicas de los diferentes
concentrados de FOS en polvo

Producto Descripcion Imagen
» Polvo fino,
con
. particulas
Ensayo N°1
mas
Extracto de
gruesas.
FOS +
» Color:
Almidon ~
. blanco ‘oo e s
Modificado Eatrads: conemntiads
39 » Textura al Almide s, Modipizada
tacto: —
suavey
adhesivo.
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Ensayo N°2
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En base a los resultados obtenidos descriptos en las secciones
anteriores se propone un método para obtener FOS en polvo
el cual se esquematiza en la Figura 4.
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Figura N° 4: Esquema del proceso de extraccién de FOS de
raices frescas de yacon.
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Se demuestra en este trabajo que a través de un
procedimiento relativamente sencillo y utilizando so6lo agua
como elemento de extraccién, es posible obtener un producto
en polvo rico en FOS a partir de raices de yacon, el cual podria
tener aplicaciones potenciales como ingrediente funcional en
la formulacidn de diferentes productos alimenticios.

Antosova M, Polakovic M. 2001. Fructosyltransferases: The
Enzymes Catalyzing Production of Fructooligosaccharides.
Chemical Paper. 55: 350 — 358.

Ashwell M. 2004. Conceptos sobre Alimentos Funcionales. ILSI
Europa. Pag. 3.

Araya H y Lutz M. 2003. Alimentos funcionales y saludables.
Revista Chilena de nutricidn. 30 (1).

Asami T, Minamisawa K, Tsuchiya T, Kano K, Hori I, Ohyama T,
Kubota M y Tsukihashi T.1991. Fluctuations of oligofructan
contents in tubers of yacon (Polymnia sonchifolia) during
growth and storage. Journal of Soil and Plant Nutrition. 62:
621 - 627.

Banguela A, Hernandez L.2006. Fructans: from natural sources
to transgenic plants. Biotecnologia Aplicada. 23: 202 - 210.
Bastos Pereira RA. 2009. Extracao e utilizacao de frutanos de
yacon na funcionalizagdo de alimentos. Tesis para la obtencién
del titulo de Doctor en Agronomia. Facultad de Ciencias
Agrondmicas. Universidad Estatal Paulista “Julio de Mesquita
Filho".

Elias C, Salva R, Morales S. 2006. Optimizacién por aplicacion
del método de superficie de respuesta en productos carnicos.
Departamento de Tecnologia de Alimentos y Productos
Agropecuarios. Universidad Nacional Agraria — La Molina.

ltaya NM, De Carvalho MA, Figuereido — Ribeiro RDL.2002.
Fructosyltransferase and hydrolase activities in rhizophores
and tuberous roots upon growth of Polymnia sonchifolius.
Physiol Plant. 116: 451 — 459.

29



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 noviembre 2014

Kip P, Meyer D, Jellema R. 2005. Inulin improves sensoric and
textural properties of low fat yogurts.Dairy Journal. 16: 1098 —
1103.

Lobo AR. 2004. Efeito dos frutanos na biodisponibilidade de
calclo e magnésio em ratos.Dissertacao (Mestrado en
Tecnologia de Alimentos). Faculdade de Ciencias
Farmacéuticas. Universidade de Sao Paulo.

Madrigal L, Sangronis E. 2007. La inulina y derivados como
ingredientes claves en alimentos funcionales. Archivos
Latinoamericanos de Nutricidon 57: 387 — 395.

Machado Assefh C. R. 2008. Evaluacidon bioquimica de la
resistencia de cafia de azlcar a la Roya comun (Puccinia
melanocephala H&P Sydow) a partir de la actividad de la
enzima peroxidasa. Tesis profesionalde la  carrera de
Licenciatura en Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias
Naturales, UNSa.

Marangont ST. 2007. Potencialidade de aplicagdo de farinha de
yacon (Polymnia sonchifolia) em productos a base de cereais.
Dissertacao (Mestrado en Tecnologia de Alimentos). Faculdade
de Engenharia de Alimentos. Universidade Estadual de
Campinas, Campinas.

Ministerio de Salud de la Nacion. 2009. Estrategia Nacional
para la prevencién y control de ENT y Plan Nacional Argentina
Saludable.

Neves VA y Da Silva MA. 2007. Polyphenol Oxidase from
Yacon Roots (Smallanthus sonchifolius). Journal of Agricultural
and Food Chemistry. 55: 2424 — 2430.

Niness KR. 1999. Breakfast foods and the health benefits of
inulin and oligofructose. Cereal Foods World. 44 (2): 79 - 81.
Ohyama |, Ito O, Yasuyoshis |, Karashi T, Minamisawa K, Kubota
M and Asami T.1990. Composition of storage carbohydrate in

tubers of yacdn (Polymnia sonchifolius).Soil Science and Plant
Nutrition. 36: 167 — 171.

Organizacién Mundial de la Salud. 2011 a. Soluciones de bajo
costo para luchar contra las enfermedades no transmisibles.
Comunicado de prensa.

Starling S. 2007. Healthy foods: defining the category. Healths
focus International. Enero.

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen a: la empresa Ingredion por la
donacién de maltodextrina con baja dextrosa equivalente
(Globe 019110 - Ingredion) y almidén de maiz modificado
(Ultra Flo 3301 — Ingredion) para las pruebas de secado, a la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de
Salta por la donacion de las raices de yacon y al Doctor José
Molina por la colaboracidondurante la etapa de extraccion de
FOS.

30



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 noviembre 2014

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE PRODUCTOS FORMADOS POR
REACCION DE MAILLARD ENTRE PROTEINAS DE
SUERO Y LACTOSA O GLUCOSA

Cortés D, Leiva G, Malec L

Departamento de Quimica Organica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.
malec@qo.fcen.uba.ar

Resumen: se compard la capacidad antioxidante de los
productos formados durante las distintas etapas de la reaccion
de Maillard entre proteinas de suero lacteo y lactosa o
glucosa. La etapa inicial se estudié mediante la determinacion
de lisina disponible, la etapa avanzada mediante la formacién
de hidroximetilfurfural (HMF) y la absorbancia a 294 nm, y la
etapa final mediante la absorbancia a 420 nm. Paralelamente
se determind la actividad antioxidante (AA) por el método de
inhibicién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH:). La
velocidad de formacién de productos con AA fue mas rapida
en el sistema con glucosa que en el sistema con lactosa. El
desarrollo de la etapa avanzada mostré buena correlacién con
la AA. A pesar de que la velocidad de la reaccion de Maillard y
el aumento de la AA fueron mas lentos en el sistema con
lactosa, los valores de HMF y de absorbancia a 294 y 420 nm
alcanzados en este sistema fueron mas elevados. Esto puede
atribuirse a que los tiempos de almacenamiento para alcanzar
pérdidas de lisina similares resultaron mucho mas
prolongados que los del sistema con glucosa, dando lugar a la
formacién de mayor cantidad de compuestos en las etapas
avanzada y final.

Palabras clave: reacciéon de Maillard, actividad antioxidante,
proteinas de suero, pardeo.

Abstract: we compared the antioxidant capacity of the
products formed during the different stages of the Maillard
reaction between whey proteins and lactose or glucose. The
first stage was studied by determining the available lysine, the
advanced stage was analyzed by the formation of
hydroxymethylfurfural (HMF) and the absorbance at 294 nm,
and the final stage by the absorbance at 420 nm. The
antioxidant activity (AA) was determined simultaneously by
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl ~ radical ~ (DPPH-)  radical-
scavenging activity assay. The rate of formation of products
with AA was higher in the system containing glucose than the
system with lactose. The development of the advanced stage
showed good correlation with the AA. Although the Maillard
reaction rate and the increment of the AA were slower in the
system with lactose, the values of HMF and absorbance at 294
and 420 nm reached in this system were higher. These values
can be attributed to the fact that the storage times to achieve
similar lysine losses were much longer than those of the
system with glucose, resulting in the formation of a greater
amount of compounds in the advanced and final stages.

Keywords: Maillard reaction, antioxidant activity, whey
proteins, browning.
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La reacciéon de Maillard constituye una de las principales
modificaciones que pueden ocurrir durante el proceso de
elaboracién de los alimentos (Labuza y Baiser, 1992). Para
facilitar su estudio, se ha propuesto una divisibn en tres
etapas: inicial, intermedia y final (Arnoldi et al 2002). En la
primera etapa ocurre la condensacion del grupo amino libre
de un aminoacido, péptido o proteina con un grupo carbonilo,
que generalmente proviene de un azucar reductor, y es
considerada una de las alteraciones nutricionales mas
relevantes debido a la reduccién de la disponibilidad de lisina,
el aminoacido esencial mas labil por su grupo €-amino libre.
En la etapa intermedia las proteinas que han sido glicosiladas
contindan reaccionando dando lugar a la formacion de una
gran cantidad de productos (intermediarios o finales), de los
cuales algunos pueden presentar fluorescencia o absorber
radiaciones en el UV cercano (Matiacevich et al 2005). Las
reacciones de la etapa final, complejas y poco conocidas,
conducen a la formacién de polimeros y copolimeros
nitrogenados de peso molecular variable y de color pardo,
conocidos como melanoidinas (Davidek et al 2004).

Se ha demostrado ademas, que algunos productos que se
forman durante las distintas etapas de la reaccion de Maillard
presentan actividad antioxidante. En general, esta propiedad
ha sido asociada a la formacidon de compuestos en las etapas
intermedia y final (Manzocco et al 2001, Morales y Jimenez-
Pérez 2001), aunque algunos autores observaron en ciertos
sistemas un aumento de estas propiedades durante la etapa
de glicosilacion (Drusch et al 2009).

La evolucion de la reaccion estad afectada por una serie de
factores que modifican tanto la velocidad como la natulareza
de los productos formados. Estos factores son el pH, la
actividad de agua (aw), la temperatura y tiempo de
calentamiento, el estado fisico del sistema, la estructura
quimica y la concentracién de los reactantes (Jing y Kitts 2000,
Chevalier et al 2001b, Thomas et al 2004, Oliver y Melton
2006, Reineccius 2006). Por lo tanto, dependiendo de las
condiciones del medio, las propiedades antioxidantes de los
productos formados pueden también variar
considerablemente (Lingnert y Hall 1986).

La prevencidon de la oxidacién lipidica en los alimentos
mediante el uso de antioxidantes sintéticos es una practica
usual. Sin embargo, su inocuidad ha sido cuestionada ya que
se ha reportado que algunos de estos compuestos
presentarian efectos carcinogénicos (Hocman 1988). Existe, en
consecuencia, un creciente interés en la busqueda de
compuestos naturales que posean actividad antioxidante. Los
productos de reaccién de Maillard pueden ser considerados
compuestos naturales cominmente presentes en alimentos.
Por lo tanto, resulta relevante conocer las condiciones que
favorecen la formacion de productos de esta reaccion con
actividad antioxidante como estrategia para su aplicacion en
el procesamiento de los alimentos. Cabe sefialar que muchos
antioxidantes naturales presentes en los alimentos se pierden
de manera significativa durante su procesamiento vy
almacenamiento (Nicoli et al 1999). Sin embargo, en las
mismas condiciones se produce un aumento de los productos
de reaccién de Maillard, y por lo tanto, se incrementaria la
actividad antioxidante debido a la formacion de estos
compuestos.
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La mayor parte de los trabajos que analizaron la actividad
antioxidante de los productos de Maillard fueron realizados
con sistemas modelo constituidos por azucares y aminoacidos
(Yoshimura et al 1997, Jing y Kitts, 2000, Liu et al 2008) y
unos pocos con proteinas (Lertittikul et al 2007, Gu et al
2009). Seria entonces de interés estudiar estudiar la actividad
antioxidante de los productos que se forman al reaccionar las
proteinas de suero lacteo con azlcares reductores y analizar
cdmo varian estas propiedades modificando la fuente de
grupos carbonilo. El objetivo de este trabajo fue comparar la
actividad antioxidante de productos formados formados
durante las distintas etapas de la reaccién de Maillard entre
proteinas de suero y lactosa o glucosa.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de las muestras

Se preparod un sistema con proteinas de suero lacteo y lactosa
y otro con glucosa, ambos en una proporcidon tal que la
relacidn molar lisina: azucar fuera de 9:1, similar a la de la
leche, disolviendo los componentes en una solucién de buffer
fosfato pH 6,5 en una proporcién de 15% (p/v), utilizando en
ambos sistemas sorbato de potasio (0,3 % p/p) como agente
antimicrobiano.

Lisina disponible

La determinacion y cuantificacion de lisina disponible se llevd
a cabo por el método espectrofotométrico con o-
ftaldialdehido / N-acetil-L-cisteina (OPA - NAC) (Medina
Hernandez et al 1992). Las muestras se diluyeron en una

solucidon de SDS al 2% por triplicado y la absorbancia se midio
a una longitud de onda de 336 nm en un espectrofotometro
Hewlett Packard HP 8453. La cantidad de lisina disponible fue
calculada mediante el uso de una curva de calibracién,
tomando como estandar las proteinas de suero. Previamente a
esto se determind la concentracidon de dicho aminoacido en
las proteinas con el método espectrofotométrico de 1-fluoro-
2,4-dinitrobenceno (FDNB) propuesto por Carpenter (1960) y
modificado por Booth (1971), expresando el resultado como
mg de lisina disponible/16 g nitrégeno.

El contenido de nitrégeno fue determinado por triplicado
utilizando el método de Kjeldahl, con un digestor Bloc Digest
6 P-Selecta y un destilador Pro-Nitro M P-Selecta.

Hidroximetilfurfural

Para el analisis de HMF se utilizd el método propuesto por
Albala-Hurtado et al (1997) para clarificar las muestras y
después se cuantificé por HPLC con un equipo Shimadzu LC-
CA equipado con detector espectrofotométrico a 285 nm vy
una columna en fase reversa ACE 5 AQ 4.6 x 250 mm ACE-
126-2546. Se corrid con un flujo isocratico de 1 ml/min,,
utilizando una fase mévil agua: acetonitrilo (95:5).

Pardeamiento

La determinacién de sustancias que absorben en el UV
cercano y el grado de pardeamiento, se llevd a cabo
realizando mediciones a 294 y 420 nm respectivamente,
utilizando el procedimiento propuesto por Ajandouz et al
(2001), el cual tiene en cuenta la preparacion de las diluciones
con una concentracion de manera tal que la absorbancia
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arroje valores menores a 1,5 con un espectrofotbmetro
Hewlett Packard HP 8453.

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determindé mediante el
procedimiento planteado por Chevalier et al (2001a) que se
fundamenta en la inhibicion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH-). La absorbancia se midi¢ a los 50
minutos a 517 nm con un espectrofotometro UV-visible
Hewlett Packard HP 8453. Los resultados fueron expresados
como porcentaje de inhibicién (Pl) de acuerdo a:

Pl = [(Acontrol - Amuestra) / Acontrol] x 100

Donde Amuestra €S la absorbancia de la solucion de DPPH-
conteniendo la muestra y Acontrol €5 la absorbancia de la
solucidn de DPPH conteniendo agua destilada en lugar de la
muestra.

Estudio cinético

Las muestras de los sistemas modelo fueron envasadas en
recipientes de vidrio con cierre hermético, se almacenaron a
60°C, se tomaron alicuotas por duplicado a 46, 74, 102, 116,
128 y 170 hs en el sistema con glucosa y a 284, 550, 730, 960 y
1200 hs en el sistema con lactosa y se realizaron los analisis
correspondientes a cada etapa de la reaccion. Para estudiar la
etapa inicial se determind el contenido de lisina disponible
por el método espectrofotométrico OPA-NAC. La evolucién de
la segunda etapa se analizé mediante la cuantificacion de HMF

y de la absorbancia a 294 nm. Por ultimo la etapa final se
estudid a través de la formacion de color midiendo la
absorbancia a 420 nm. De forma paralela, en cada muestra se
determind la actividad antioxidante por el método de
inhibicion del radical DPPH-. Las muestras control sin
tratamiento térmico se analizaron por triplicado y los valores
obtenidos para cada parametro se determinaron como
correspondientes al tiempo cero. El tratamiento térmico a
60°C se realizd6 hasta obtener valores de lisina disponible
remanente entre 40 y 50%, teniendo en cuenta que a tiempos
mas prolongados, el deterioro nutricional seria tan elevado
que el analisis careceria de interés.

Analisis estadistico

Se llevd a cabo el analisis de varianza (ANOVA) para
comprobar que las pendientes fueran significativamente
distintas de cero. Los intervalos de confianza  fueron
estimados con un nivel de significacion del 95% mediante el
test de Student utilizando el programa estadistico Statgraphic
Plus 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las propiedades antioxidantes de los productos de la reaccion
de Maillard formados en sistemas con lactosa o glucosa como
carbohidrato se compararon analizando la evolucién de los
porcentajes de inhibicidon en sistemas conteniendo proteinas
de suero lacteo y lactosa o glucosa, almacenados ambos a
60°C. Se observd que la velocidad de formacion de productos
con actividad antioxidante fue mucho mayor con glucosa que
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con lactosa, siendo las pendientes 0,49 + 0,01 h™'y 0,12 + 0,01
h' respectivamente.

Estos resultados coinciden con Chevalier et al (2001a),
quienes establecieron que la actividad antioxidante estaba
relaclonada con la naturaleza del azicar utilizado para
modificar la proteina, atribuyendo los resultados obtenidos a
diferencias quimicas y estructurales entre los azucares que
inducirian a la formacién de diferentes productos de la
reaccion de Maillard.

Para analizar la capacidad antioxidante de los productos
formados durante las distintas etapas de la reaccidn de
Maillard en ambos sistemas, se comparé en cada uno de ellos
la evolucion de la actividad antioxidante a lo largo del tiempo
de almacenamiento a 60°C con la variacién de los indicadores
correspondientes a cada etapa. Para poder comparar cada
parametro en los sistemas con lactosa y glucosa, se tomaron
aquellos valores que correspondian al mismo porcentaje de
disminucién de lisina, por ser este aminoacido el reactivo
limitante de la reaccién.

En la Figura 1 se muestra para ambos sistemas, la variacion
del Pl (escala lineal de la ordenada a la derecha) en funcién
del tiempo y del porcentaje de lisina disponible remanente
(escala logaritmica de la ordenada a la izquierda) como
parametro de seguimiento de la primera etapa de la reaccion.
Al igual que la formacion de productos con actividad
antioxidante, la pérdida de lisina ocurrid mas rapido en el
sistema con glucosa, lo cual se ve reflejado en el valor de las
pendientes, siendo las mismas 3,90 + 0,20.10° h™' y 0,57 +
0,03.10% h' para los sistemas con glucosa y lactosa
respectivamente. Estos resultados coinciden con los
reportados por otros investigadores (Nacka et al 1998,
Naranjo et al 1998, Chevalier et al 2001b, Ledesma et al

2008) quienes utilizando diferentes sistemas, encontraron que
la velocidad de disminucién de lisina era mayor con glucosa
que con lactosa. También Carulli et al (2011) analizando la
velocidad de glicosilacion de proteinas de suero encontraron
que la reactividad de glucosa era mayor que la de lactosa. Esta
diferencia entre las velocidades fue atribuida al incremento de
la reactividad del azucar reductor con la proporcion en forma
de cadena abierta (Chevalier et al 2001b) junto con el efecto
de impedimento estérico causado por el tamafo de los
azUcares (Nacka et al 1998).
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Figura 1: Variacion del porcentaje de lisina remanente (¢) y
del porcentaje de inhibicién (m) en los sistemas modelo con a)
lactosa y b) glucosa almacenados a 60°C

Al comparar en el presente trabajo, la evolucion del Pl de
acuerdo a la disminucion de lisina en ambos sistemas, puede
observarse que los valores de Pl correspondientes a un 50%
de pérdida de lisina son cercanos al 90% y no se observan
diferencias significativas (p>0,05) entre los porcentajes
alcanzados en ambos sistemas. Sin embargo, en el que
contiene lactosa se llega a ese valor con un menor grado de
avance de la etapa inicial (37% de pérdida de lisina) y luego se
mantiene practicamente constante. Esto puede deberse a que
en el sistema con lactosa los tiempos de tratamiento fueron

mas largos, dando lugar a que se formen mayor cantidad de
compuestos con actividad antioxidante, aun cuando la pérdida
de lisina no llego a porcentajes tan elevados.

Para analizar la formacion de compuestos con actividad
antioxidante y su relacidon con la evolucién de la etapa
intermedia se comparé el avance del Pl con la variacidon de la
absorbancia a 294 nm y con la formacion de HMF libre en
funcion del tiempo de almacenamiento. En la Figura 2 se
muestra la variacién de la absorbancia a 294 nm y el Pl para
ambos sistemas.
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Figura 2: Variacion de la absorbancia a 294 nm (¢) y del
porcentaje de inhibicion (m) en los sistemas con a) lactosa y b)
glucosa almacenados a 60 °C.

De manera similar a la primera etapa, la velocidad de reaccion
para la etapa intermedia fue mayor en el sistema con glucosa
que en el que contiene lactosa, siendo las respectivas
pendientes 0,28 + 0,02 h™.g" y 0,068 + 0,011 h™.g™. Sin
embargo, los valores de absorbancia alcanzados para pérdidas
de lisina de 50% resultaron mayores en el sistema con lactosa
que en el que contenia glucosa, siendo 84/g muestra para el
disacarido y 49/g muestra para el monosacarido. Se observa
ademas en los graficos correspondientes a los dos sistemas,

que los aumentos de la absorbancia y del porcentaje de
inhibicién en funcidn del tiempo resultan similares para ambas
condiciones.

Respecto al analisis de HMF libre, en ambos sistemas comenzé
a detectarse cuando el grado de avance de la etapa inicial de
la reaccion era considerable, a partir de los ultimos dos
tiempos analizados. En el sistema con lactosa las
concentraciones de HMF alcanzadas fueron 10 ppm y 29 ppm
para pérdidas de lisina disponible de 37% y 51%
respectivamente.

En el sistema con glucosa la formacion de este compuesto fue,
al igual que los valores de absorbancia, significativamente
menor con concentraciones de 2 ppm y 5 ppm para pérdidas
de lisina de 30% y 50% respectivamente. Los valores mas
elevados de HMF y de absorbancia a 294 nm alcanzados con
lactosa, pueden atribuirse a que en este ultimo, los tiempos de
almacenamiento para llegar a porcentajes de lisina similares
fueron mucho mas prolongados, dando lugar a la formacion
de mayor cantidad de compuestos de etapas avanzadas, que
ademas podrian poseer actividad antioxidante, tal como se
planteé previamente al comparar la evolucion del Pl con la
pérdida de lisina disponible.

Esto se evidencia también al analizar la etapa final de la
reaccion. Al comparar la variacion de la absorbancia a 420 nm
en funcién del tiempo de almacenamiento a 60°C (Figura 3),
se observa que las constantes de reaccidén para la formacién
de color no presentan diferencias significativas entre los
sistemas con lactosa y glucosa (p>0,05), siendo 0,025 + 0,010
h'g'y 0,018 + 0,001 h".g" respectivamente. Sin embargo,
los valores de absorbancia a 420 nm para pérdidas de lisina
del 50% (31 y 3 para los sistemas con lactosa y glucosa
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respectivamente), resultaron un orden mayor en el sistema

con lactosa.
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Figura 3: Variacion de la absorbancia a 420 nm () y del
porcentaje de inhibicion (m) en los sistemas con a) lactosa y b)
glucosa almacenados a 60 °C.
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Los resultados obtenidos pueden atribuirse a que, aunque la
velocidad de la reaccién de Maillard haya sido mas lenta en el
sistema que contenia el disacarido, los tiempos de reaccidon
mas prolongados contribuyeron a la formacién de mayor
cantidad de productos de las etapas avanzadas. De esta
manera, es posible ver que tanto en la formacion de
productos de la reaccién de Maillard, como en el desarrollo de
la actividad antioxidante durante la misma, no solo debe
analizarse la influencia de distintos factores como
temperatura, ay 0 tipo de reactante, sino que, a igual grado de
avance de la reaccion, se evidencia una fuerte relacion con los
tiempos de tratamiento térmico.
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Resumen: Se propuso aqui lograr una formulacion que
aportara a los copos dulces (CD) mayor valor nutritivo y buena
aceptacién por parte de los consumidores. Se recurrié a un
disefio experimental segun el método de Taguchi. Los
factores evaluados fueron: fécula de mandioca, harina de
arroz, tiempo de coccion y CaCOs. Harina integral de quinoa
(HIQ), azlcar y goma xantica se mantuvieron constantes.
Como parametro de salida se recurrié a mediciones de textura
de los copos, evaluandose la tortuosidad de las curvas de
fuerza de compresion vs tiempo. Tres de los nueve ensayos
presentaron las mayores tortuosidades y fuerzas de
compresidn maxima y correspondieron a las siguientes
formulaciones: M3: 40% de fécula de mandioca, 40% de harina
integral de quinoa y 8% de CaCO3; M5: 22% de harina de
arroz, 22% de fécula de mandioca y 44% de HIQ; M7: 42%
harina de arroz, 42% de HIQ y 4% de CaCO3. La composicion

quimica de los copos dulces fue similar a los copos de maiz
tradicionales, aunque de mejor calidad proteica debido a HIQ.
La aceptabilidad de los CD fue menor al 50%; posiblemente
porque presentaron mayores fuerzas de compresién que los
copos tradicionales, elaborados con maiz.

Palabras claves: harina integral de quinoa, copos dulces, libre
de gluten.

Abstract: Our purpose was to achieve a formulation for sweet
flakes (CD) with more nutritive value and good acceptance by
consumers. A Tagucht experimental design was adopted. The
factors evaluated were: cassava starch, rice flour, cooking time
and CaCO3. Quinoa grain flour (HIQ), sugar and xanthan gum
were kept constant. As output parameters, texture
measurements of flakes were used, through evaluating the
tortuosity from curves of compressive-force vs time. Three of
the nine trials showed the highest tortuosity and compression
forces and corresponded to the following formulations: M3:
40% of manioc starch, 40% quinoa flour and 8% CaCO3; M5:
22% rice flour, 22% of manioc starch and 44% of HIQ; M7: 42%
rice flour, 42% of HIQ and 4% CaCO3. The chemical
composition of CD was similar to the traditional corn flakes,
although with better protein quality due to the incorporated
HIQ. Acceptability of CD flakes was less than 50%; possibly
because they had higher compressive forces than traditional
flakes, made from corn.

Keywords: whole quinoa flour, sweet flakes, gluten-free.
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La quinoa (Chenopodium quinoa Wild) es un grano
alimenticio que se cultiva ampliamente en la regién andina
(Tapta 2007); es conocida por su versatilidad y adaptabilidad a
condiciones climaticas adversas (National Research Council
1989), su resistencia ante la sequia y la salinidad (Tapia 2007)
y su bajo coste de produccién (Ledn y Rosell. 2007). En
nuestro pats, su cultivo se localiza en la regién del Noroeste
Argentino (NOA) (FAO 2013).

Se la denomina pseudocereal, debido a que sus granos son
ricos en materia harinosa (Programa Nacional de
Federalizacion de la Ciencia, la Tecnologia y la Innovacién) y
libres de gluten, que hace de la quinoa un alimento apto para
personas con enfermedad celiaca, Vega-Galvez et al (2010).
Respecto a la composicion quimica, el contenido de proteina
en la quinoa se encuentra entre 13,81 y 21,9%; dependiendo
de la variedad, y en cuanto a los aminoacidos esenciales, el
balance es superior al trigo, cebada y soja y semejante a la
proteina de la leche (FAO 2011). El contenido de aceite en el
grano es relativamente alto, cerca del 6% y con alta
proporcién de acidos grasos insaturados (Leon y Rosell 2007)
del tipo w3 y w6 (FAO 2011). El alto contenido de
carbohidratos (66 %), hace que la quinoa tenga un elevado
aporte energético (Mujica 2001).

La enfermedad celiaca es una intolerancia permanente a las
proteinas del gluten, afeccion que se manifiesta a través de
una atrofia severa de la mucosa del intestino delgado
superior. Esto produce un defecto en la utilizacion de
nutrientes a nivel del tracto digestivo (Polanco Allué 2004). En

la Republica Argentina, la tasa de prevalencia es 0,72 por 1000
(De Rosa 1993). Es bien conocido que el grano de quinoa no
posee proteinas del gluten (gliadinas, secalinas, hordeinas vy,
posiblemente, aveninas).

En nuestro pais se ha verificado una demanda creciente y
sostenida de los denominados cereales para el desayuno,
dentro de los cuales se ubican los copos dulces (Lezcano
2010). Segun el Cédigo Alimentario Argentino (CAA), se
denomina “cereales en copos (Flakes)” a aquellos preparados
con granos limpios, liberados de su tegumento por medios
mecanicos o por tratamiento alcalino, cocinados con la
adicién, o no, de extracto de malta, jarabe de sacarosa o
dextrosa y sal, secados, aplastados y tostados (Cddigo
Alimentario Argentino 2013). Szczesniak (1971) reporté que
para determinados alimentos la textura fue mas importante
que el flavor en la eleccion del consumidor. Esto es
especialmente importante en alimentos de sabores suaves
como el arroz, o de caracteristicas crujientes o crocantes como
los cereales de desayuno o cereales en copos (Szczesniak
1990)

Nuestro proyecto consistio en la elaboracion de copos dulces
a base de harina integral de quinoa, con sabor y textura
agradables al paladar y libres de gluten.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la harina integral de quinoa

Los granos de quinoa fueron tamizados en tamiz vibratorio
“Zonitest” y el lavado de las semillas se realizd6 por flujo
continuo de agua, ambos procesos fueron ejecutados
siguiendo la metodologia descripta por Cervilla y col. 2011.
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Posterior al lavado, y a los efectos de reducir el contenido de
humedad de la semilla, se realizé el secado de las mismas en
un lecho fluidizado marca “Sherwood Scientific”. Luego para la
obtencion de la harina integral se utilizé el molino de martillo
Fritsch, que muele por impacto, opera con una frecuencia de
50 Hz y una potencia 1590 W. Las piezas internas del molino
son de acero inoxidable. Se empled una malla de 0,25 mm.

Elaboracion de los copos dulces

Los ensayos realizados para obtener los copos dulces se
efectuaron de acuerdo al esquema presentado (Figura 1).
Posterior a la mezcla de los ingredientes secos, se afadio la
cantidad de agua necesaria hasta alcanzar una masa de
textura homogénea y no pegajosa, que permitiera su
manipulacion. Se empled una maquina elaboradora de pastas
marca “Pastalinda”; la masa se introdujo entre los rodillos de
laminado, inicialmente en posicién 3 de apertura. La lamina asi
obtenida se paso otras dos veces mas, estrechando la apertura
de los rodillos a 5y 7, sucesivamente. Se colocé la ldamina en
una placa y se procedié a fraccionar la masa con un cortante.
Una vez alcanzada la temperatura de coccion deseada (140°C)
se ubicod la placa en horno por conveccion eléctrico marca
“Pauna” y transcurrido el tiempo establecido para cada
muestra (5, 10 y 15 min.) fueron retiradas.

Materias primas

'

Mezclado

}

Amasado manual

}

Laminado

!

Con pastalinda
Rodillos 3, 5y
7

Fraccionado
manual

Con cortante de 2 cm de diametro

!

Horneado

Figura 1: Elaboracion de copos.

Tiempo: 5, 10 y 15 minutos
Temperatura: 140 °C
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Metodologia Taguchi

De las variables intervinientes se mantuvieron constantes la
harina integral de quinoa, el azicar vy la goma xantica ,
quedando como factores: harina de arroz, fécula de mandioca,
tiempo de coccidn y carbonato de calcio (CaCO3). La matriz
de disefio quedd conformada como se muestra en la Tabla 1
y a partir de ésta surgieron las formulaciones para cada
muestra (Tabla 2).

Tabla 1: matriz de disefno.

FACTORES
Nivel Harina de Fécu'la de Tiempo de CaC0s )
arroz mandiocag coccidn (miny
1 0 0 5 0
2 30 30 10 6,25
3 60 60 15 12,5
Tabla 2: Formulaciones CD
Ens H. H. F. Azlcar | Goma | CaCO3 Tiempo de
ayo | Quinoa( | Arroz( | Mandioc (9) Xantic (9) Coccidn(min)
9) 9) a(g) a(9)
1 180 - - 25,7 0,45 - 5
2 98,97 - 49,49 20,65 0,44 10,3 10
3 72 - 72 20,59 0,44 15 15
4 93,38 46,7 - 20,03 0,43 19,45 10
5 78,55 39,27 39,27 22,46 0,45 - 15
6 60,63 30,31 60,63 21,67 0,44 6,32 5
7 75,12 75,12 - 21,48 0,45 7,82 15
8 58,66 58,66 29,33 20,97 0,45 12,22 5
9 52,36 52,36 52,36 22,46 0,45 - 10

Determinaciones

Proteinas: segun el Método Oficial de Analisis de AOAC 1999.
Se empled un digestor de seis posiciones, marca Blchi®
modelo K-424 y un destilador semiautomatico de la misma
marca, modelo K-350;

Lipidos: por el método de extraccidon con Soxhlet utilizando n-
hexano como solvente, segun la técnica reportada por la
AOAC 1999.

Humedad: por método indirecto; las pruebas se realizaron por
triplicado, de acuerdo a AOAC International 1999.

Cenizas: por calcinacion en mufla Indet 273 a 600 °C, de
acuerdo con AOAC 1999.

Carbohidratos: por diferencia, utilizando la ecuacion 100 — [%
humedad + % proteinas + % cenizas + % lipidos].

Valor energético: en base a los resultados de las
determinaciones anteriores y aplicando los factores de
conversion para cada uno de los macronutrientes (ANMAT).
Textura: se utilizd un Texturometro marca INSTRON modelo
3342. Los graficos obtenidos fueron procesados utilizando el
software ImageJ, el cual permite determinar mediante un
algoritmo matematico la tortuosidad de cada una de las
curvas, se trata de un numero adimensional, proporcional a la
cantidad de quiebres que cada curva presentan. Las muestras
que presentaron valores se tortuosidad similares, fueron las
seleccionadas para ser comparadas con los copos de maiz
tradicionales (CM) que se encuentran en el mercado.

Color: Se midieron los parametros L*a*b* con un
espectrofotometro KONICA MINOLTA CM-600 d en el modo
SCl.
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Analisis sensorial

Aceptabilidad: para determinar el grado de aceptabilidad de
los CD se procedidé a evaluar los siguientes caracteres
organolépticos: color, sabor, aroma y textura, este ultimo
medido a través de los parametros dureza, primer mordida y
masticabilidad.

La prueba fue realizada por 69 jueces no entrenados de
ambos sexos en la sala de valoracion sensorial del Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA), el cual cuenta con
boxes individuales, acondicionados para el desarrollo de tal
actividad.

El instrumento que se empled para recolectar la opinion de
cada degustador fue un formulario  previamente
confeccionado, el cual incluia el consentimiento informado
que legitimé la participacion de los encuestados en la
investigacion.

Para el procesamiento de los datos, se tuvieron en cuenta
factores de ponderacion (Tabla 3), los cuales fueron
asignados de acuerdo a la relevancia de cada atributo en
relacion con la aceptacion de los CD. La muestra se considerd
aceptada, por cada encuestado, cuando la suma de todos los
atributos fue mayor o igual a 20 puntos. Luego se cuantifico
cuantos de estos jueces aceptaron el producto, si superaba el
50% tenian aceptacién general.

Tabla 3: Factores de ponderacion.

Atributo Factor de ponderacion

Color

Aroma

Sabor

Dureza

Primera mordida

winpnfuviuin|lw

Masticabilidad

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 4 muestra los valores de humedad final de los copos
dulces. Se observo una disminucion conforme aumentd el
tiempo de horneado. Nath (2006), quien trabajé en snacks de
papa y soja listos para comer, determind que la temperatura y
el tiempo de coccidn son los parametros mas relevantes que
afectan el contenido de humedad del producto. Si bien se
encontraron diferencias significativas entre las muestras con 5
minutos de coccion (Tabla 4), estas se relacionaron con el
contenido inicial de agua en las masas.

La fuerza de compresidn maxima (FCM) alcanzada fue menor
en aquellas muestras cuyos contenidos de humedad eran
elevados (muestras 1, 6 y 8, Tabla 4); estos copos resultaron
demasiado blandos y se doblaban durante la medicion, sin
quebrarse. Por el contrario, al evaluarse el efecto de la
humedad sobre la tortuosidad (TT) de los copos dulces, se
observé que las muestras con humedades menores al 3,5%
arrojaron los mayores valores de TT, algo similar a lo
encontrado en un estudio sobre snacks listos para comer,
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donde se observd que valores de humedad superiores al
contenido critico establecido (4%) afectaban notablemente la
textura de los snacks y por ende, su aceptabilidad por parte de
los consumidores (Pritam Mazumder 2005).

Tabla 4: Tiempo de horneado, porcentaje de humedad, fuerza
de compresion maxima (FCM) y valores de tortuosidad (TT)
segun muestras.

Muestra Hun;:dad FCM ) T Tiempo(:: :;)rneado
-
1 1349 + 3,52 | 23,79° 1'&233* 5
2 6,57° + 0,55 | 92,85° 1'3’%3* 10
3 1,617 £ 0,50 | 111,06° 1'3621 15
4 8,63+ 0,61 | 44,71° 1'3133‘* 10
5 3,49° + 0,31 | 144,33° 1'%35* 15
6 15,987+ 0,18 | 6,97° 1'(1);2* 5
7 3,45° £ 0,39 | 70,79" 1';,%)&5i 15
8 17,547 £ 1,61 10,99° 1,(1)’%311 5
9 842° + 0,64 | 91,85° 1'3"(‘)1* 10
tradif::il\:nales ) 29,88° 1.26°

Medias con una letra idénticas no son significativamente diferentes p(>0,05)

Las muestras denominadas M3, M5 y M7 presentaron valores
de TT similares a la muestra comercial (CM) no existiendo
entre ellas diferencias estadisticamente significativas; a la vez,
fueron los valores de tortuosidad mas altos obtenidos en los
nueve ensayos. Sin embargo, como se muestra en la Figura 2,
las fuerzas maximas de compresion de los tres copos fueron
sustancialmente mayores que para CM, como se observa en la
Tabla 4 son estadisticamente significativas. Los CM, con un
valor proximo a 30 N, resulto cercano a los 42 N obtenido por
Mukherjee et al (1997) para snacks deshidratados de papa. Se
concluye que, a fin de recibir una mayor aceptacion, los CD
deberian elaborarse con una dureza sustancialmente menor.

Fuerza maxima de compresion (N)

184,67

144,33
142,99
111,06
Z 101,32
70,79
59,64
29,88
17,96 i 1
3 5 7 CcM

Muestras

Figura 2: Valores de FCM de los CD a base de HIQ y de los CM
tradicionales.
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El empleo del carbonato de calcio como aditivo es frecuente
en la industria alimentaria. Es insoluble, con un alto contenido
de calcio (40%) Valencia Garcia et al (2010), imparte firmeza y
mejora la textura (Quiminet 2012). Su inclusidon genera puntos
de discontinuidad en la masa laminada, lo que facilita el
quiebre de la misma. Las muestras M3 y M7, que contenian
CaCOs en su formulacién, presentaron menor FCM que la M5,
en donde ese aditivo estaba ausente.

Como se muestra en la Tabla 5, los valores de L*, b*y a*
para M3 M5 y M7 no presentaron diferencias significativas. Sin
embargo, los valores de a* para las tres muestras resultaron
notablemente mayores a los obtenidos para el resto de las
formulaciones ensayadas (Tabla 5). Un valor positivo de a*
indica un desplazamiento al rojo y generalmente se vincula
con el pardeamiento debido a la reaccion de Maillard, que
tiene lugar durante el proceso de coccién.

Las M5 y M7, que no presentaron diferencias significativas en
tortuosidad, también muestran semejanzas en la coloracién,
en particular llaman la atencién los valores de L*,
sustancialmente menores al obtenido para M3. Ese parametro
mide la luminosidad de la luz reflejada, teniendo presente que
M3 posee mayor proporcion de fécula de mandioca, su
blancura debe seguramente contribuir con el incremento en
L*. (Tabla 5). De acuerdo a las preferencias de los jueces no
entrenados (Figuras 5, 6 y 7), en donde se observa inclinacion,
en cuanto al color, por las M5 y M7 en detrimento de la M3,
podria afirmarse que el panel opté en general por aquellas
muestras donde prevalecio el color rojo y con menor
influencia de los amarillos, esto ultimo se infiere del hecho de
que el parametro b* dio valores positivos menores para M5 y
M7.

Tabla 5: Mediciones de color en CD.

Muestra L* a* b*
1 44,17 + 505 4,19+ 0,40 22,55 + 1,64
2 67,53 + 2,46 3,74+ 1,33 28,10" + 1,60
3 64,58 + 8,62 8,47° + 1,07 28,98" + 2,66
4 62,26 + 1,69 2,27° + 0,54 24,64° £ 1,27
5 43.46° + 4,94 7,237+ 1,45 22,18" £ 2,27
6 53,68 + 7,38 2,52° + 0,30 21,67° + 2,32
7 43,46° + 6,01 7,527+ 1,38 22,39° + 1,90
8 54103b + 6,06 1,10° + 0,28 17,512 + 1,38
9 65,61 + 11,90 1,76° + 0,50 21,19° + 3,18

Medias con una letra idénticas no son significativamente diferentes p(>0,05)

Como se desprende de las Figuras 3 a 5, mientras M3 y M5
mostraron una aceptacidon general del 13% y 26%,
respectivamente, la M7, con el valor mas bajo de FCM (Figura
2), agrado al 43% de los encuestados. Si bien el agregado de
carbonato de calcio mejord la textura del producto, no fue
suficiente para lograr un copo dulce que agrade a la mayoria
de los potenciales consumidores. Estos resultados hacen
necesario revisar el procedimiento de elaboracién, a fin de
volver mas fragiles a los copos dulces con HIQ.
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Figura 3: Aceptacion general de los CD a base de HIQ, libres
de gluten. M3
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Figura 4: Aceptacion general de los CD a base de HIQ, libres
de gluten. M5
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Figura 5: Aceptacion general de los CD a base de HIQ, libres
de gluten. M5

Con respecto al color, la M3 fue la menos agradable a la vista
de acuerdo al 6% de los encuestados, ademas de ser la que al
51% de los consumidores no les parecidé ni agradable ni
desagradable. Por otro lado, las M5 y M7 fueron las mas
agradables, asi lo manifestdé el 57% y 44% de los jueces,
respectivamente. En relacion a la ultima muestra, el 30% de los
encuestados refirid que el color percibido era muy agradable.
(Figuras 6, 7 y 8).
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Flaura 8: Percepcién del color M7
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En cuanto al perfil nutricional de los copos, todas las
muestras presentaron valor similar a los de CM tradicionales,
en cuanto al contenido de carbohidratos, proteinas, grasas y
valor energético total, (Tabla 6) y coincidente con un estudio
sobre optimizacién de hojuelas de quinoa realizado en
Santiago de Chile (Altimira et al 2006). Los CD aqui
desarrollados tendrian una mejor calidad proteica que los
copos de maiz tradicionales, pues se complementarian unas
con otras las harinas empleadas para su elaboracion. La
quinoa posee como aminoacidos limitantes la cisteina y
metionina, mientas que los limitantes de cereales como el
arroz son la lisina, la treonina y la isoleucina (Martinez vy
Martinez 2006).

En todos los casos el elevado valor energético se debiod
principalmente al contenido de carbohidratos, proximo, en
todos los casos, a 25 g por cada 30 g de muestra (Tabla 6). En
las muestras analizadas existe una sobreestimacion del valor
energético, ya que para el calculo se emplearon los
carbohidratos obtenidos por diferencia y estos no distinguen
entre las fracciones digeribles e indigeribles (fibra dietética).
Como se observa en la Tabla 6, el contenido de cenizas en la
M3 (2 g%) es mayor que en las M5y M7 (0,5 g% y 1 g%,
respectivamente), esto se deberia al contenido de carbonato
de calcio en las muestras, siendo mayor en la M3 (15 g),
menor en la M7 (7,82 g) e inexistente en la M5.

Tabla 6: Informacién nutricional de los CD y de los CM
tradicionales, cada 100 g de producto.

M3 M5 M7 CcM
Porcién % Porcién % Porcién % Porcién
(30g) VD B0g) VD (30g) VD (30g)
* * *

Valor 112 6 116 6 113 6 116
energético (cal

Carbohidratos 26 9 25 9 25 8 26

(@)
Proteinas (g 2 3 3 4 3 4 2
Grasas (g) 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,2
Cenizas (g) 2 - 0,5 - 1 - s/d

(*)% Valores Diarios con base a una dieta de 2000 kcal. Sus valores diarios
pueden ser mayores o menores dependiendo de las necesidades energéticas.
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Es posible la elaboracion de CD a base de HIQ y libres de
gluten. El perfil nutricional de estos es similar al de los CM
tradicionales.

El contenido de humedad y el contenido de carbonato de
calcio afectan la tortuosidad del producto final.

El tiempo de coccidn influye en la coloracién de los CD.

St bien ninguna de las muestras elegidas super6 el 50% de
aceptacién por parte del panel de jueces no entrenados, es
necesario tener presente la influencia que ejercen los
preconceptos y subjetividades respecto de cdmo deben ser
los copos de cereales para consumir con leche o yogur.

Dentro de los aspectos a mejorar, consideramos que, un
laminado mas fino de la masa disminuiria la dureza de los CD,
aumentando  paralelamente la  aceptacién de los
consumidores. Otro aspecto sobre el que seria necesario
seguir trabajando es el sabor; posiblemente la incorporacion
de un saborizante de aceptacién masiva como son la vainilla o
frutilla harla mas aceptable el producto por parte de los
consumidores. Los saborizantes deberian ser termo-
resistentes dado que en ensayos preliminares, realizados con
esencias liquidas comunes, se verifico la pérdida total de las
mismas durante el horneado. Consideramos que a la vez de
otorgar un sabor agradable, el saborizante contribuiria en
enmascarar el residuo amargo, caracteristico de la quinoa.
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Resumen: Los vinos tintos tienen polifenoles que les
proporcionan caracteristicas antioxidantes, beneficiosas para la
salud siempre que se realice un consumo moderado del vino
tinto en la alimentacion diaria. Se estudiaron los vinos tintos
provenientes de empresas vitivinicolas de los Valles Calchaquies,
Salta. Se analizaron las variedades Malbec  Cabernet
Sauvignon, Tannat y Syrah, mediante analisis de polifenoles
totales por absorcion en UV a 280 nm determinando el
indice D280 y capacidad antioxidante mediante ensayo de
intensidad colorante por medicidon de absorbancia a 520 nm vy
420 nm evaluando la intensidad por su sumatoria y el matiz por
su relacion. Los resultados presentaron contenidos fenélicos con
indices D280 entre 43,3 a 55,7; la capacidad antioxidante esta
dada por la intensidad colorante de los vinos tintos con valores
de absorbancias a 420 y 520 nm que oscilaron entre 0,60 a 1,09;
existiendo correlacion entre los polifenoles totales y la
capacidad antioxidante con un coeficiente de correlacion de
0,974. Se determind que el varietal Cabernet Sauvignon posee

mayor capacidad antioxidante, siguiendo en orden de
importancia los varietales Malbec, Tannaty Syrah.

Palabras claves: vinos, tintos, capacidad antioxidante.

Abstract: The total polyphenol content in red wines is
correlated with their antioxidant capacity. It is beneficial to
health if the wine is consume in low quantities. We analyzed
red wines from wineries Calchaquies Valleys, Malbec, Cabernet
Sauvignon, Tannat and Syrah variety by analysis of total
polyphenols by UV absorption at 280 nm and antioxidant
capacity assay using colour intensity measuring absorbance at
520 nm and 420 nm evaluating the summation and relation.
The results presented indices D280 phenolic contents between
43.3 and 55.7, the antioxidant capacity was given by the colour
intensity of red wines with absorbance values at 420 and 520
nm that ranged from 0.60 to 1.09; correlation exists between
polyphenols and antioxidant capacity with a correlation
coefficient of 0.974. The Cabernet Sauvignon variety has more
phenolic content then is Malbec, Tannat, Syrah variety.

Keywords : red wines, polyphenol, antioxidant capacity.
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Los constituyentes fendlicos de los vinos tintos, en ensayos in
vitro, han demostrado que inhiben la susceptibilidad de las
LDL (lipoproteinas de baja densidad) a la oxidacién, causantes
de lesiones vasculares arterioescleréticas, dado que las LDL
oxidadas son captadas por los macréfagos mediante
receptores especificos, desarrollando placas o ateromas que
son elementos centrales en este tipo de lesiones. También, se
ha descripto efectos protectores en patologias como diabetes,
cancer, infecciones viricas, Ulcera estomacal y duodenal,
inflamaciones y hasta accion antialérgica (Martinez-Flores et
al 2002)

Cada regidon vitivinicola esta marcada por caracteristicas
propias, hay areas con climas y suelos diferentes que
favorecen el cultivo de varias cepas y la produccion de amplia
variedad de estilos de vinos, es de importancia el estudio
fendlico y la capacidad antioxidante de los vinos tintos
provenientes de los Valles Calchaquies de la provincia de
Salta, que comprende una region integrada por los
departamentos de Cafayate, San Carlos, Molinos (Colomé) y
Cachi de la provincia de Salta, donde existen 26 bodegas que
elaboran vinos tintos varietales Cabernet Sauvignon, Malbec,
Syrahy Tannat.

Kanner et al (1994) estudiaron el efecto antioxidante de los
fenoles del vino en la peroxidacion lipidica utilizando
diferentes catalizadores biologicos. Vinson y Hontz (1995),
propusieron el uso de un indice de fenoles antioxidantes para
fijar la capacidad antioxidante en vinos (contenido de
fenoles/IC50 de lipoproteinas). Por su parte, Frankel et al

(1995), evaluaron la capacidad de inhibicion de la oxidacion in
vitro del LDL humano en vinos californianos, analizando la
capacidad de los principales compuestos fenolicos y del
resveratrol. Otros autores, entre ellos Sato et al. (1996),
Simonetti et al. (1997), Arnao et al. (1998), Ghiselli et al. (1998),
estudiaron la actividad antioxidante en vinos de diversos
origenes (espafnol, italiano y estadounidense) por diferentes
métodos y su relacién con el contenido de polifenoles.

En los ultimos afos han surgido numerosos estudios, que
demuestran que el consumo moderado de vino es beneficioso
para la salud, principalmente en la prevencién de
enfermedades cronicas asociadas al estrés oxidativo, tales
como la aterosclerosis y enfermedades cancerigenas. Es asi
que, los compuestos antioxidantes ingeridos en la dieta
serlan fundamentales para la prevencion de este tipo de
enfermedades. Los antioxidantes son esencialmente
importantes para el organismo por la capacidad que tienen de
proteger a las macromoléculas bioldgicas contra el dafo
oxidativo. Entre los mas conocidos figuran los tocoferoles, el
acido ascérbico, los flavonoides, antocioaninas, carotenoides,
acidos fenolicos (Larson, 1997).

Se han propuesto diversos métodos para evaluar la actividad
antioxidante en alimentos. En general, estos métodos se
basan en la capacidad de los antioxidantes para captar
radicales libres (Arnao et al., 1998; Robards et al., 1999). Se
utilizan métodos de deteccién en fase lipidica, generando
enzimaticamente el radical ABTS+, o bien con el test del
radical DPPH; en fase acuosa, test TAA y del Status
Antioxidante total; en sistemas de membrana, peroxidacion
del linoleato, LH/LUV test; actividad antioxidante del oxido
nitroso y otros (Cano et al, 2000; Arnao, et al, 2001; Brand-
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Williams et al,1995; Arnao et al, 1998; Rapisarda et al,, 1999;
Asuma et al.,, 1999).

Se atribuye un 40 % de la capacidad antioxidante a los
siguientes polifenoles: antocianos (55%), taninos (25%),
flavonoles (15%) y acidos fenodlicos hidrosolubles (5 %), segun
Ursint y col, 1996.Estos autores, sefalan una correlaciéon de la
intensidad colorante con la capacidad antioxidante de los
vinos (R=0,99), apoyando el postulado de la importancia de
los antocianos en la capacidad antioxidante total.

Estudios biologicos sobre los polifenoles presentes en los
vinos tintos, sefalan que son compuestos biodisponibles, por
lo que son alimentos funcionales por su contenido de
antioxidantes naturales, es decir, proveen beneficios para la
salud, siempre que se realice un consumo moderado en la
alimentacioén diaria. (Sato et a/ 1996)

En éste trabajo se determina el contenido total de polifenoles
en vinos tintos de los Valles Calchaquies de la provincia de
Salta y se correlaciona con su capacidad antioxidante, estos
resultados se difundiran a la comunidad y seran transferidos a
las empresas vitivinicolas de la zona.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

Se analizaron 18 muestras compradas en el mercado local,
variedades Malbec, Cabernet Sauvignon, Tannat y Syrah,
provenientes de bodegas ubicadas en los departamentos de
Cafayate, San Carlos, Molinos (Colomé) y Cachi de la provincia
de Salta.

Métodos de analisis

En las muestras se determinaron los polifenoles totales por
absorcion en UV a 280 nm el indice D280 segun técnica de
Ribéreau-Gayon (2006), éste indice se basa en la absorcion a
ésta longitud de onda de los ciclos bencénicos de la mayoria
de los fenoles, se calculé como la absorbancia del vino diluido
1:100 multiplicado por 100. Se evalué la capacidad
antioxidante mediante ensayo de intensidad colorante por
medicidon de absorbancia a 520 nm y 420 nm determinando la
intensidad por su sumatoria, que indica la totalidad del color del
vino y el matiz por la relacidon absorbancia 420/absorbancia 520
segun técnica de Ursini y colaboradores (1996), valorando ast
la proporcién de color amarillo con relacién al color rojo.

Analisis estadistico

En el tratamiento estadistico de los resultados se aplico el
analisis de la varianza a los resultados y el test de Tukey para
comparar medias y anadlisis de componentes principales
mediante el programa estadistico InfoStat (De Rienzo et a
2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados presentaron contenidos fenodlicos con indices
D280 entre 43,3 a 55,7; como se puede observar en la figura 1.
Ademas, las determinaciones de la capacidad antioxidante
realizadas in vitro dan idea aproximada de lo que ocurre en
situaciones complejas in vivo. Por otra parte, por lo general, la
actividad antioxidante total esta dada por la sumatoria de las
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actividades antioxidantes de los componentes individuales
del producto, modificada a veces por el efecto sinergista o
inhibidor de cada uno de ellos.

El contenido total de polifenoles en los vinos tintos se
correlaciona con su capacidad antioxidante (Sato et a/ 1996).
En estudios realizados en humanos, el consumo moderado de
vinos tintos a mediano plazo, demostro la resistencia de las
LDL a la oxidacion (Youdin et a 2002).

Los vinos que tienen un maximo en el espectro para
longitudes de onda de 280 nm, se puede cuantificar el
contenido total de polifenoles por lectura directa de la
absorbancia. A partir de las mediciones del contenido de
polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteau o por
lecturas de absorbancia a 280 nm, se puede predecir la
actividad antioxidante de los vinos.
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Fig 1. Valores de Absorbancia a 280 nm

Vinson y Hontz (1995) y Frankel et al (1995) encontraron una
correlacién directa entre los polifenoles totales y la actividad
antioxidante determinada por el porcentaje de inhibicién de la
oxidacion de lipoproteinas humanas de baja densidad (LDL).
Sato et al (1996) analizando vinos de diversos origenes y afios
de vendimia, informaron acerca de una relacién lineal entre
los polifenoles totales y el valor de la capacidad de captar
radicales superdxido (SOSA). Simonetti et al (1997), en vinos
italianos, obtuvieron resultados similares al medir la actividad
antioxidante total mediante el radical ABTS.

Sanchez-Moreno et al (1999), aplicaron el test del DPPH para
cuantificar la capacidad antioxidante en vinos espafioles, y
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encontraron una relacién lineal entre el contenido en fenoles
totales y la eficiencia antirradical (AE) que es igual a la inversa
de la EC50 por el tiempo.

Por otra parte, la capacidad antioxidante estd dada por la
intensidad colorante de los vinos tintos con valores de suma de
absorbancias a 420 y 520 nm que oscilaron entre 0,60 a 1,09
como se observa en la figura 2.
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Figura 2. Intensidad colorante de vinos tintos regionales.

Analizando la relacion entre la intensidad colorante, se
determino que existe correlacion entre los polifenoles totales
y la capacidad antioxidante con un coeficiente de correlacion
de 0,974, como se puede observar en la figura 3. Se determino
que el varietal Cabernet Sauvignon posee mayor capacidad

antioxidante, siguiendo en orden de importancia los varietales
Malbec Tannaty Syrah.
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Figura 3. Correlacién entre la intensidad colorante y D 280.

Ursini y colaboradores seflalan una correlacion de la
intensidad colorante con la capacidad antioxidante de los
vinos (R=0,99), apoyando el postulado de la importancia de
los antocianos en la capacidad antioxidante total (Ursini et a/
1996).

La capacidad antioxidante esta dada por la intensidad
colorante de los vinos tintos, la cual se debe a los antocianos
rojos y taninos amarillo-amarronados, siendo los mayores
valores del contenido fenolico los correspondientes a las
muestras del varietal Cabernet Sauvignon.
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Se determin¢ el matiz o tinte de los vinos tintos, a través de la
relacion entre las absorbancias a 420 y 520 nm, siendo sus v
alores entre 0,79 a 0,93 que indican que se trata de varietales
con tiempos de afigjamiento mayores al afio como se
muestra en la figura 4.
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Figura 4. Tinte o matiz de los vinos tintos regionales.

Los principales constituyentes fenodlicos del vino con
capacidad antioxidante son los derivados de acidos fendlicos,
acidos cinamicos, flavonoides, procianidinas y estilbenos; los
cuales provienen de la piel, pepas y pulpa de la uva.

Ghisellt et al (1998) al estudiar la capacidad antioxidante
de las distintas fracciones polifenolicas del vino sugirieron
que las antocianinas tendrian un papel importante en la
actividad antioxidante total.
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Figura 5. Analisis multivariante de los vinos tintos regionales.

Se complementd los estudios realizado con un analisis
multivariante de los resultados, para comprender su
variabilidad que se observa en la figura 5. Se puede apreciar
que la componente 1 participa con el 97,1 % y la componente
2 con el 2,6 %, también se determina la asociacion de los
vinos de las variedades Malbecy Cabernet Sauvignon con los
mayores valores de tinte, intensidad colorante y contenido
fendlico, mientras que los varietales Syrah y Tannat se
encuentran asociados con menores valores de éstos
resultados.

Los valores de autovectores e; y e fueron de 0,58, y -0,29
para los valores de D 280 flavonoles, 0,58 y -0,51 para la
intenidad colorante, 0,57 y 0,81 para el tinte o matiz
respectivamente.
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De éste analisis multivariado, destacamos que los varietales
Cabernet Sauvignony Malbec presentan mejores caracteristicas
polifendlicas, siendo esto de importancia para la salud, si
consideramos la capacidad antioxidante de éstos componentes
para el organismo, siempre que se realice un consumo
moderado (Renaud et al 1994, Orogozo et al, 1997, Frankel et
al1993).

Podemos considerar a los vinos tintos alimentos funcionales
por su contenido de antioxidantes naturales, con
componentes fisiologicamente activos y biodisponibles, como
son los polifenoles, siendo beneficioso su consumo
controlado para la salud de la poblacion, como lo
demostraron los estudios de intervencion realizados en
humanos por Leighton (1999) en Chile, donde se
proporcionaba una porcién diaria de 240 ml de vino tinto en
la dieta con vigilancia médica y nutricional; a los 90 dias se
evaluaron la capacidad antioxidante del plasma y los
polifenoles plasmaticos que aumentaron en la dieta
suplementada con vino.
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Los vinos tintos regionales presentaron contenidos fenodlicos
con indices D280 entre 42,4 a 61,8; registrando un coeficiente
de correlacion de 0974 con la capacidad antioxidante
determinada por la intensidad colorante de los vinos que
oscilaron entre 0,51 a 1,05. Se determin6 que el varietal
Cabernet Sauvignon posee mayor capacidad antioxidante,
siguiendo en segundo orden de importancia los varietales
Malbec, Tannat y Syrah. Estos resultados son de valor
tecnoldégico y de importancia para la salud, si se tiene en
cuenta que numerosos estudios demostraron el consumo
moderado de vinos tintos es beneficioso por la accion
antioxidante de los polifenoles, que previenen la oxidacion de
las LDL (lipoproteinas de baja densidad) en los seres humanos
y que son causantes de lesiones vasculares arterioescleroéticas,
ademas de demostrarse que los polifenoles tienen efectos
protectores en patologias como diabetes, cancer, etc.
Ademas, estos estudios tienen relevancia para la tipificacion y
caracterizacion de los vinos tintos de los Valles Calchaquies
del norte argentino con la finalidad de lograr en un futuro la
denominacién de origen controlada aumentando su valor de
comercializacién.
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Resumen: El melon es un fruto cuyo consumo se encuentra en
crecimiento, las condiciones edaficas y climaticas en la
provincia de San Juan, favorecieron su cultivo y adaptacion,
permitiendo obtener melones de buena calidad. El objetivo
fue analizar parametros de calidad, contenido mineral y
polifenoles de melones, variedad Sundew, cultivados en la
provincia de San Juan y al mismo tiempo la influencia de la
zona de cultivo. Se muestrearon melones de Media Agua, 9 de
Julio y 25 de Mayo. Los melones de Media Agua se destacaron
en relaciéon a los de 9 de Julio y 25 de Mayo. En relaciéon al
analisis de solidos totales y contenido mineral, éstos
dependen de la region de cultivo, influenciado probablemente
por las practicas agricolas y el clima. Mientras que la relacion
del tamano y la forma del fruto, asi como el valor de pH en la

pulpa, no se vieron influenciados por la zona. Los resultados
obtenidos hasta el momento, indican que los melones
estudiados, presentaron parametros de calidad muy
satisfactorios para su comercializaciéon, con un contenido
mineral y de compuestos polifenolicos que podria contribuir a
revalorizar este producto, y considerar que su consumo podria
otorgar efectos beneficiosos para mantener un estado
saludable.

Palabras clave. Melon, calidad, minerales, polifenoles.

Abstract: The melon is a fruit whose consumption is
increasing, soil and climatic conditions in the province of San
Juan, favoured its cultivation and adaptation, allowing to
obtain good quality melons. The aim was to analyse quality
parameters, mineral content and polyphenols in Sundew
melons from the province of San Juan and at the same time
the influence of the growing area. The melons were sampled
from Media Agua, 9 de Julio and 25 de Mayo. The melons from
Media Agua was highlighted in relation to those from 9 de
Julio and 25 de Mayo. In relation to the analysis of total solids
and mineral content, they depend on the region of cultivation,
probably influenced by agricultural practices and climate.
While the ratio of the size, the shape of fruit, and the pH value
of the pulp were not influenced by the region. The results
obtained so far indicate that the melons studied parameters
showed very satisfactory quality for marketing, and a mineral
content of polyphenolic compounds that could contribute to
revalue this product and consider that their consumption
could provide beneficial effects to keep a healthy state.

Keywords. Melon, quality, minerals, polyphenols.
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En los ultimos afios, en Argentina el sector agricola aumento
el area sembrada y la produccion de cultivos “no
tradicionales” como los frutos de bayas y pepitas. Este
crecimiento del sector fruticola se vio impulsado con el
objetivo de buscar alternativas para ingresar en los mercados
de consumo internacional, donde se evidencia un notable y
creciente interés por consumir alimentos con caracteristicas
distintivas de la zona de produccién y que aporten un efecto
beneficioso a la salud. Numerosos estudios recomiendan el
consumo de frutas y vegetales para mantener un estado
saludable, ya que ofrecen proteccion frente al envejecimiento
y numerosas enfermedades crénicas, como diabetes, cancer,
enfermedades cardiovasculares, oculares y neuroldgicas
asociadas al estrés oxidativo (Boeing et al. 2012, John vy
Shahidi 2010, Leenders et al. 2013, Sharma 2014). Al mismo
tiempo, un gran nimero de minerales son esenciales en la
dieta humana, como el sodio, potasio, calcio, cobre, zinc y
manganeso, ya que su ausencia o insuficiencia induce después
de cierto tiempo algunas modificaciones a los procesos
metabolicos. Los metales no esenciales como el plomo,
cadmio, mercurio, aluminio entre otros; pueden encontrase
presentes en los alimentos y causar un efecto téxico a quien
los consume, por lo que es importante conocer el contenido
de los mismos.

El impulso del sector fruti-horticola argentino es un pilar
importante en el desarrollo del pats, lo vuelve protagonista en
un mundo que esta en continuo desarrollo y con necesidades
alimenticias cada vez mayores debido al aumento de la

poblacion, especialmente en paises como China y Asia. Por
otra parte, el concepto de Argentina como “granero del
mundo” se fue modificando, dejando paso a un concepto de
desarrollo, donde la investigacién y tecnologia aplicada a la
produccién constituye un aspecto fundamental en el sector
agropecuario, para agregar valor a la produccion con la
inclusion de innovacidn tecnologica.

En particular, la provincia de San Juan tiene una agroindustria
de larga tradicion, la cual ha crecido sostenidamente en los
ultimos afios y ocupa un lugar destacado en la produccion
nacional. Los frutos que se producen son considerados en los
mercados internacionales productos premium, por su alta
calidad y sanidad, cualidades favorecidas por las condiciones
climaticas de la regién (baja humedad y alta radiacion solar) y
el agua de riego (satisface las necesidades hidricas vy
nutritivas).

El meldn (Cucumis melo L.), aunque se lo considera una fruta,
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO), lo incluye entre las hortalizas por tratarse
de un cultivo temporal. Su consumo como parte de la dieta
diaria, esta en constante crecimiento, lo cual indica que hay un
futuro promisorio para la produccion del mismo a nivel
nacional y principalmente provincial, basado en las
caracteristicas nutricionales del fruto que se suma a la calidad
y sus propiedades beneficiosas para la salud. En consecuencia,
es necesario desarrollar y estandarizar métodos que permitan
establecer indicadores quimicos propios de un producto, que
garanticen calidad nutricional y autenticidad, para lograr la
diferenciacion del producto en términos de comercializacion.
El objetivo del trabajo fue analizar parametros de calidad,
contenido mineral y polifenoles, segun la zona de cultivo, para
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la valorizacion de los melones producidos en San Juan-
Argentina

La planta del meldon pertenece a la familia de las
cucurbitaceas, y su fruto es la parte comestible (Cucumis melo
L), Es anual, originaria de Asia occidental y Africa. Las
principales variedades de melon son: Cantaloupes y Honey
Dew, los frutos son normalmente redondos u ovalados. Los
colores de la corteza pueden ser muy diversos en funcién de
la variedad (crema, amarillo cremoso, verde cremoso, blanca o
gris) y de textura lisa, rugosa o reticulada. La pulpa es
aromatica, con textura suave y es de color amarillo, verde,
rosado y tonos intermedios dependiendo de la variedad
(www.inv.gov.ar; www.senasa.gov.ar;
http://produccion.sanjuan.gov.ar).

El melon constituye una de las frutas mas consumidas, ocupa
el cuarto lugar en el mundo, se consume principalmente en
fresco, también se lo utiliza para elaborar jugos, dulces y
conservas. Los 10 principales paises productores de melén son
China (~15 millones ton 44% de la produccion mundial),
Espafia (~12 millones ton, 34% de la produccion mundial),
Iran, Turquia, E.E.U.U, Rumania, lItalia, Marruecos, India y
Egipto.

En Argentina, el cultivo del melén es una de los principales
cultivos horticolas en el esquema agricola de la Provincia de
San Juan, y los departamentos productores mas importantes
son Sarmiento, San Martin, Pocito, 25 de Mayo y 9 de Julio.
También producen melones en menor cantidad las provincias
de Santiago del Estero, Salta, Mendoza (Lavalle), La Rioja
(Capital y Chilecito), Corrientes, Entre Rios y San Luis (Quines).
El sabor y dulzor del meldn son parametros muy importantes,
e indicadores de su calidad. El Departamento de Agricultura
de EE.UU. (USDA Nutrient Database), publico que el aporte

nutriclonal del melon es notable con la ventaja que aporta
pocas calorias (36 kcal/100 g)
(http://www.ars.usda.gov/ba/bhnrc/ndl).

La informacién del contenido de minerales, compuestos
fendlicos y actividad antioxidante del melén es limitada
(Lester 2008, Ismail et al. 2010). Vouldoukis et al. (2004)
estudiaron las propiedades anti-inflamatorias de la pulpa de
meldén basados en la actividad de la enzima superoxido
dismutasa Los melones son muy apreciados por su sabor y
aroma unico, el cual depende de la variedad y grado de
madurez (Beaulieu 2005, Beaulieu y Lea 2006). La corteza del
meldn se utiliza en confituras, en la elaboracién de dulces y
fruta abrillantada, mientras que las semillas en la medicina
tradicional china principalmente como antitusivo y digestivo
(Duke y Ayensu 1985). Estudios recientes se han enfocado en
el analisis del contenido de acidos grasos, tocoferoles,
esteroles y perfiles fendlicos del aceite de la semilla del meldn
(Abdalbasit y Bertrand 2008, Mariod y Matthaus 2008) y en las
propiedades fisico-quimicas (Yanty et al. 2008).

Segun lo informado por el Instituto de Investigaciones
Tecnoldgicas (IIT) (2011) el meldn sanjuanino es el mas dulce
del patis, con 16,9° Brix o tenor azucarino interno promedio. En
segundo lugar se encuentran los de Santiago del Estero
(15,60° Brix) y en tercer lugar los de Mendoza (14,26° Brix). Al
mismo tiempo, se conformd un panel de cata de meldn, que
realizd experiencias de cata y analisis sensorial del mismo, y
comparandolo con productos de otras provincias (datos no
publicados)
http://www.tiempodesanjuan.com/notas/2013/1/19/confirmad
o-melon-sanjuanino-dulce-pais-25204.asp.

Los melones que se producen en San Juan son hibridos,
derivados del Rocio de Miel con mejoras. La mas conocida es
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la variedad Sundew, esta posee un ciclo de cultivo mas corto
(85-90 dias), lo que permite ingresarlo al mercado antes de la
segunda quincena de diciembre.

MATERIALES Y METODOS

1- Material de Estudio. Frutos de melédn (Cucumis melo var
sundew).

2- Disefio de Muestreo y Procesamiento. La recoleccidon de
frutos se realizo en localidades caracteristicas de la region en
estudio: Media Agua, 25 de Mayo y 9 de Julio.

Como material experimental se tomaron diez muestras de
melones frescos de cada uno de los establecimientos objeto
de estudio. El muestreo fue representativo de los cultivares.
Todas las muestras se almacenaron a 4-8°C en la oscuridad,
hasta su analisis dentro de los 2-4 dias posteriores al
muestreo. La colecta de los frutos se realizd en el mes de
Enero del 2013 (mes de mayor produccion).

Los melones se lavaron, pesaron y cortaron a la mitad para
evaluar los siguientes parametros de calidad: a) forma
(longitud/ancho); b) color externo y de la pulpa; ¢) porcentaje
de pulpa, <corteza y semillas. Se homogeneizd
aproximadamente 500 g de pulpa utilizando una licuadora,
una alicuota se filtr6 y se empleé para determinar: a)
contenido de azucares (°Brix) y b) pH; el resto se almacend en
tubos falcon (50 mL) en la oscuridad a -20° C. Una alicuota de
la pulpa se corté en trozos (aproximadamente 2 cm?) y se
determind el contenido de materia seca (AOAC, 2000).

3- Extractos Metandlicos. A partir de 1 g de muestra (pulpa
fresca), por sonicacién se hicieron extracciones con metanol. El
sobrenadante se empled para realizar los siguientes ensayos:

Polifenoles. a) Contenido Total de Compuestos Fenolicos
Solubles (TFS), se utilizé el método de Folin—Ciocalteau, y para
cuantificar una curva de calibracion con acido galico (Heldrich,
1990). b) Contenido de Flavonoides (F). Se hara empleando la
metodologia de Chang et al. (2002), con algunas
modificaciones.

Bioensayos. Actividad atrapadora del radical DPPH. Para la
busqueda de agentes atrapadores de radicales libres se
empleara el bioensayo “in vitro” del radical DPPH (1,1-Difenil-
2-picrilhidracilo) de acuerdo a Tapia et al. (2004). Se calculd la
concentracion del extracto que proporciona el 50% capacidad
atrapadora de radicales libres (ECsp) a partir de la grafica %
inhibicidon a 517 nm vs concentracién del extracto.

Contenido Mineral. Se analizaran por FAAS-FAES e ICP-MS 16
elementos minerales (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Zn, B, Al, As,
Pb, V, P, Se y Cd) previa digestién de la muestra seca (Baroni
et. al, 2006, 2009, 2011; Di Paola et al., 2011; Fabant et al,
2009, 2010, 2013).

4- Tratamiento Estadistico de los Datos. Los datos obtenidos
seran analizados mediante estadistica descriptiva (Programa:
Infostat, version 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluaron los parametros de calidad pos-cosecha en los
frutos, los cuales se presentan en la Tabla 1. El peso (pulpa,
cascara y semillas) y forma (largo/ancho), presentaron
diferencias significativas (p <0,05) entre los cultivares
estudiados (Tabla 1).
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Tabla 1. Pardametros de calidad en melones de cultivares de
Media Agua (MeMAgua), 9 de Julio (Me9Julio) y 25 de Mayo
(Me25Mayo) (medias + SD, n=10). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre cultivares, Duncan (p <0,05).

MeMAgua Me9Julio Me25Mayo
Peso (9) 2978+219° 269145442 2584+400°
Pulpa (9) 1700+ 149° 1444+323° 1408+230°
Corteza (9) 1101+86° 1091+199° 1033+171°
Semillas (9) 158+32° 136+24° 129+28°
Forma (largo/ancho) 1,06+0,06° 1,03+0,07° 1,02+0,08°
Materia seca (%) 16,7+0,7° 13+2° 154+2°
(Cocélrw&e;mdo de sélidos solubles 1442° 11,810,5b 12’5i0’7b
pH 6,91£0,07° 6,7+0,2° 6,8+0,2°

La forma (largo/ancho) fue de entre 0,94 y 1,12 (esférica=1),
valores aceptados en el mercado para los melones sundew. El
color de la pulpa fue verde y la cascara lisa, sin estrias, en
tonos beige. El mayor peso de los frutos se correlacioné
positivamente con el aumento de las longitudes evaluadas,
largo (R?=0,86, p<0,05) y ancho (R*=0,83, p<0,05). El melén es
una de las frutas con mayor contenido de azlcar que se
consume, por lo que el contenido de sélidos solubles (SS) es a
menudo el Unico parametro de calidad confiable que se
puede utilizar para determinar el momento Optimo de
cosecha. Las muestras de Media Agua presentaron los valores
mas elevados (14+2) de SS, y el contenido de azucares fue
significativamente diferente al valor obtenido en los melones

de 25 de Mayo (12,5+£0,7) y 9 de Julio (11,8+0,5). Los valores
encontrados fueron mayores al nivel de azdcar minimo
recomendado para esta fruta (8° Brix) (Villanueva et al. 2004),
lo que indica que son apropiados para su comercializacién en
los mercados internacionales. El contenido medio de materia
seca fue de 15+2%, en relacidn directa con el contenido de SS
de los frutos.
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Figura 1. Contenido total de fendlicos solubles (TFS) y
flavonoides (FL) en los melones de Media Agua, 9 de Julio y 25
de Mayo. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre cultivares, Duncan (p <0,05).
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Las variaciones observadas en lo que respecta al contenido de
SS y los indicadores de calidad del fruto (color, tamafio y
forma) pueden atribuirse a las variacion de las condiciones
ambientales, el riego antes de la cosecha (calidad vy
disponibilidad del agua) (del Amor et al. 1999, Pardosst et al.
2000).

El contenido total de fendlicos solubles (TFS) vario entre 28 y
37 mg EAG/100 g de pulpa fresca (pf) (Figura 1).

Se observaron diferencias significativas (p> 0,05) entre
cultivares de diferentes localidades, presentando los melones
de Media Agua el contenido mas elevado (352 mg EAG/100
g pf) y las muestras de Me25Mayo el mas bajo (30+2 mg GAE/
100 g pf) (Figura 1).

En cuanto al contenido de flavonoides (F), las muestras de
Me9Julio mostraron la mayor concentracion (1,08+0,09 mg
QE/100 g fw), el analisis estadistico de los datos mostro
diferencias significativas respecto al contenido en MeMAgua y
Me25Mayo (Tabla 2). Estos resultados son mas bajos que los
informados por Maietti et al. (2012) en Cucumis melo var
Reticulatus cultivados en ltalia, asi como también en melones
de la regiéon Cumra en Turquia (Kolayli et al. 2010).

El contenido de polifenoles que aporta a la dieta este fruto es
bajo, ~ 81 mg para un cuarto de melén (~ 250 g), en relacion
a lo recomendado en la ingesta diaria (500-1000 mg/dia), pero
su consumo cotidiano, contribuye a mantener un estado
saludable.

Por otra parte, se evaludé la actividad atrapadora del radical
DPPH en los extractos metanolicos, los datos se presentan en
el Figura 2
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Figura 2. Actividad atrapadora del radical DPPH en extractos
metandlicos de melones de Media Agua, 9 de Julio y 25 de
Mayo.

La capacidad atrapadora de radicales libres mayor se presento
en las muestras de MeMAgua (EC50=14,0 mg/mL), y en menor
medida las de Me9Julio (EC50=17,5 mg/mL) y Me25Mayo
(EC50=18,3 mg/mL). Estos resultados se atribuyen al
contenido de TFS presente en los melones. Varios estudios
han revelado que el contenido fenolico en vegetales estan
asociados a su actividad antioxidante probablemente debido a
sus propiedades redox, lo cual les permiten actuar como
agentes reductores y donantes de hidrégeno (Chang et al.
2001). En este trabajo, se encontré una correlacion de Pearson
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significativa pero baja (R*=0,43 p <0,01) entre el contenido de
TFS y la actividad atrapadora de radicales libres (DPPH), lo que
sugiere que la actividad antioxidante esta relacionada con la
cantidad de compuestos fendlicos y otros compuestos
presentes en el MeOH-E.

Se analizdé por FAAS e ICP-MS el contenido de 16 elementos
minerales en las muestras de melones recolectadas. Los
macroelementos que se determinaron fueron: K, Ca, Mg, Na y
P, y como microelementos: B, Al V, Mn, Fe, Cu y Zn. Los
minerales Se, Cd, Pb y As también se determinaron. La
cuantificacion de minerales es importante para lograr el
mantenimiento del cuerpo en perfecto estado de salud,
debido a que son imprescindibles para la actividad de las
células. El organismo no puede fabricarlos, por lo que debe
utilizar las fuentes exteriores de los mismos, como son los
alimentos.

En la Tabla 2, se presentan los valores obtenidos del
contenido de minerales en la pulpa. El analisis elemental
mostré que el K (entre 2249+208 y 3202+319 mg/100 g pf) es
el nutriente mineral mas abundante, seqguido por el Na (entre
75125 y 159+21mg/100 g pf), P (entre 78+12 y 123+13
mg/100 g pf), Mg (entre 65+5y 89+7 mg/100 g pf) y Ca (entre
2317y 56+9 mg/100 g pf). El contenido medio de elementos
minoritarios decrece de la siguiente manera Na > Cu > Zn >
Mn (Tabla 2). El elemento V y Al estuvo por encima del LCM
solo en las muestras de melones de Media Agua. El contenido
de Fe y B se encontrd por debajo del limite de cuantificacion
(Tabla 2) y no se detecto la presencia de As, Cd, Se, ni Pb (<
LOD).

Se observd que las muestras de Media Agua presentaron una
concentracién de minerales mayor que las otras dos
localidades de San Juan estudiadas, observandose diferencias

significativas en lo que respecta al contenido de K, Mg, Na y P.
Los melones de Media Agua presentaron la mitad del
contenido de Ca que los de 25 de Mayo y 9 de Julio.

Tabla 2. Contenido de minerales en melones de Media Agua,
9 de Julio y 25 de Mayo (medias+SD, n=10). Todas las
mediciones se reportan en peso fresco (pf). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre cultivares, Duncan (p
<0,05).

Minerales MeMAgua Me9Julio Me25Mayo
K (ug/g) 3202+319°  2249+208°  2470+347°
Mg (ug/9) 89+7° 6545 ° 66+7°
Ca (ug/9) 23+7° 55+8° 56+9°
Na (ug/g) 159+21° 75425° 76+15°
Mn (ug/g) 028+0,07%  0,28+0,04°  0,30+0,07°
Cu (ug/9) 04+0,1° 0,6+0,2° 04+0,1°
Zn (ug/g) 1,7£0,3° 1,0£0,2° 1,24£0,4°
P (ug/g) 123+13° 78+12° 85+15°
Al (ug/g) 2,9+0,6 <LCM < LCM
V (ug/g) 0,020+0,004 < LCM < LCM

LDM (ug/g pf): As (0,18), Cd (0,009), Se (0,422), Pb (0,007). LCM (ug/g pf): B
(4,9), Fe (1,62), V (0,016), Al (1,35). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre cultivares, Duncan (p <0,05).

La importancia del contenido de K en los alimentos se debe a
que interviene en el mantenimiento de la presidn osmotica,
especialmente en el interior de las células, asi como en la
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transmision nerviosa. Los melones analizados presentan
valores importantes de este mineral y el consumo de 250 g de
meldn (aproximadamente un cuarto de meldn), aportaria 650
mg de K, un 19% de lo requerido en la ingesta diaria (3510
mg/dia). Adicionalmente, el contenido de K de la planta se ha
relacltonado con la calidad de la fruta, especialmente el
contenido de SS (Lester 2005), ya que este elemento fue
reconocido como un factor principal en la sintesis y
acumulacion de azlcares en el fruto. Segun se observa en este
trabajo los melones que poseen el mayor contenido de SS, los
que provienen de la localidad de Media Agua, también son lo
que tienen mayor contenido medio de este mineral en la
pulpa.

Con respecto al Mg, es de los minerales que forman el hueso,
es necesario para la actividad de muchas enzimas en especial
aquellas que utilizan ATP, y es considerado como el cuarto
mineral mas abundante en el cuerpo y el segundo
predominante a nivel intracelular (FAO, 2002), una porcion de
250 g de meldn aportaria 17,5 g, un 7 % de lo recomendado
(250 mg/dia). El calcio, es un mineral al que se asocia
rapidamente con los huesos, ya que es el principal
componente del sistema &seo. Sin embargo, este mineral
participa también de forma importante en la transmision
nerviosa, ademas de formar parte de la estructura de varias
enzimas. Interviene en la coagulacidén en general. Su carencia
provoca descalcificacién y raquitismo, por lo que es
importante tomar a diario una dosis diaria de alimentos que lo
contengan. Una porcion de 250 g de melones aportaria un 2%
del contenido necesario en la ingesta diaria (640 mg/dia).

El consumo de meldén como parte de una dieta equilibrada es
importante ya que aporta metales esenciales, como Na, K, Ca,
Cu, Zny Mn.

Entre los metales pesados los mas importantes en cuestion de
salud son el Pb, el Cd y el Ni. Algunos elementos intermedios
como el As y el Al los cuales son muy relevantes desde el
punto de vista toxicologico, se estudian habitualmente junto a
los metales pesados. La fuente de los mismos son: el suelo
contaminado en el que se producen los alimentos, los
fertilizantes quimicos y plaguicidas empleados en agricultura,
el uso de materiales durante el almacenamiento y transporte.
Por lo que se analizé la presencia de As, Al, Se, V, Cd y Pb para
determinar si los melones muestreados absorbieron metales
pesados (marcadores de contaminacién) durante el
crecimiento de la planta. Los valores medidos se encontraron
por debajo de limite de deteccion o cuantificaciéon de los
mismos, con excepcion del Al en las muestras de melones de
Media Agua, sin embargo su contenido estuvo dentro de los
limites sugeridos por la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS, 1997) (2,5 a 63 mg/dia).
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Los melones de Media Agua se destacaron en relacion a los
cultivados en 9 de Julio y 25 de Mayo. En relacion al analisis
del nivel de azucares, los solidos totales y el contenido
mineral, éstos dependen de la region de cultivo, influenciado
probablemente por las practicas agricolas empleadas por los
productores y el clima. Mientras que la relacion del tamafio y
la forma del fruto, ast como el valor pH en la pulpa, no se
vieron influenciada por la zona de cultivo. El analisis de los
resultados obtenidos hasta el momento, indica que los
melones seleccionados para este estudio, presentan
parametros de calidad muy satisfactorios para su
comercializacion, con un contenido mineral y de compuestos
polifendlicos que podria contribuir a revalorizar este producto,
y considerar que su consumo podria otorgar efectos
beneficiosos para mantener un estado saludable.
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Resumen: Se evaluo la potencialidad del
caseinomacropéptido (CMP) como ligante de calcio (CaCly)
por diferentes métodos: cambio de pH, conductividad, dialisis
y medicion del tamafio de las particulas por dispersion
dinamica de luz laser. El calcio fue cuantificado por
espectrometria de absorcidén atomica. El pH de las soluciones
de CMP disminuy6 con la adicion de CaCl,. En presencia de
CaCly, se obtuvieron tamafos de particulas mayores que en las
soluciones de CMP solo, sugiriendo que el calcio promueve el
autoensamblaje del CMP en condiciones neutras. El maximo
estado de asociacién del CMP (hexamero) se obtuvo para una
Gnica relacién Ca®"/CMP. Relaciones Ca®*/CMP similares
fueron halladas en los ensayos de dialisis y conductividad. Los
resultados mostraron que un mol de CMP une entre 7,5y 9
moles de Ca®". Por lo tanto, se concluye que el CMP puede
ligar calcio en condiciones neutras y temperatura ambiente,
sin embargo, resta analizar la forma de unién del calcio al
péptido, las condiciones de liberacion de dicho metal y el
efecto de la fuerza ionica en futuros estudios.

Palabras clave: caseinomacropéptido, péptido ligante de
calcio, autoensamblaje

Abstract: The calcium (CaCly) binding potentiality of
caseinmacropeptide (CMP) was tested by different methods:
pH change, conductivity, dialysis and the measuring of the
particle size by dynamic light scattering. The calcum was
quantifying by atomic absorption spectrometry. The pH of
CMP solutions decreased with CaCl, added. By analyzing the
particle size was observed that, in presence of CaCl,, bigger
sizes were obtained than in single CMP solutions, suggesting
that the interaction of calcium in CMP promotes its self
assembly in neutral conditions. The maximum association
state of CMP (hexamer) was obtained for a unique relationship
Ca®*/CMP. Similar relationships Ca®*/CMP were found by
dialysis and conductivity tests. Results showed that one CMP
mole binds of 7.5 to 9 moles of Ca®" in neutral conditions and
room temperature. Therefore, it is concluded that CMP may
bind calcium under neutral conditions, but remains to analyze
the form of calcium binding to the peptide, the conditions for
release of that metal and the effect of ionic strength on future
studies.

Keywords: caseinmacropeptide, calcium binding peptide, self-
assembly
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El calcio es el quinto elemento mas abundante en la corteza
terrestre y por ese motivo deberia estar facilmente disponible
en los alimentos. El calcio, que se ingiere con los alimentos,
debe ser disuelto en el medio acido del estbmago o
mantenerse en solucidn (si ya esta disuelto) durante el transito
intestinal de pH neutro o ligeramente alcalino (Gueguen y
Pointillart, 2000). EL 90% de la absorcion del calcio tiene lugar
en el intestino delgado (Wasserman, 2004) a través de su
forma ionizada (Ca®*) o unido a una molécula organica soluble
(Gueguen y Pointillart, 2000). La absorcidon del calcio en el
estdbmago representa una fraccidon muy menor y el calcio
restante (menos del 10%) se absorbe en el colon (Vavrusova y
Skibsted, 2014). El requerimiento de calcio esta afectado por
diversos factores como edad, sexo, embarazo, lactancia o
enfermedades como la insuficiencia renal, por ejemplo. En
este marco, se ha estudiado mucho la fortificacion de los
alimentos con calcio a través de sales solubles en agua como
el cloruro de calcio, carbonato de calcio, citrato de calcio,
lactato de calcio y acetato de calcio (Soto et al,, 2014). Todas
estas sales presentan menor solubilidad a pH neutro o basico
(Eckert et al., 2014). Varios autores han estudiado la utilizacién
de péptidos de cadena corta como ligantes de calcio como
medio de suplementacidon de este mineral (Charoenphun et
al., 2013; Eckert et al, 2014; Ferraretto et al, 2001; Phelan et
al., 2009). Es sabido que los aminoacidos Asp (constante de
equilibrio aparente, Kass,: 7 L mol™") y Glu (Kass 3 L mol™) son
los ligantes de calcio mas fuertes entre los aminoacidos, pero
bastante mas débiles que, por ejemplo, el idn lactato (Kass: 12

L mol™). Sin embargo, se evidencia un efecto sinérgico en
péptidos como GluAsp (Kass: 23 L mol") (Vavrusova vy
Skibsted, 2014) y para caseinofosfopéptidos de cadena corta
con una Kass de 38 L mol™ (Zong et al., 2012).

El caseinomacropéptido (CMP) es un péptido bioactivo de 64
aminoacidos obtenido de la ruptura enzimatica especifica de
la O-caseina por la pepsina o quimosina durante la
elaboracion del queso. EL CMP es altamente hidrofilico por su
elevada carga negativa a pH superior a 4,5 (Farias et al,, 2010).
La motivacion para usar al CMP como péptido quelante de
calcio esta basada en cinco consideraciones principales: su
alto contenido de acido sidlico que es conocido por su
capacidad de quelar calcio (Jaques et al, 1977), su cadena
peptidica rica en Glu y Asp con una composicion aminoacidica
Unica (Thoma-Worringer et al, 2006), su elevada carga
negativa que le confiere muy alta solubilidad a pH superior a
4,5, sus importantes propiedades bioldgicas (Brody, 2000) y su
abundancia por ser un subproducto de la queseria.

Estudiar nuevas aplicaciones del CMP es una manera de
revalorizar al suero de queseria. En Argentina se producen
anualmente 4.610 millones de litros anuales de suero donde
solo el 45% es procesado, el resto se destina a la produccion
animal o tristemente al medio ambiente (Gonzélez, 2013)

No existe en la literatura informacién sobre mezclas de CMP
con sales de calcio, por lo cual teniendo en cuenta sus
propiedades funcionales y sus caracteristicas bioactivas resulta
de interés su estudio para el desarrollo de nuevos
ingredientes utilizandolo para fortificar alimentos y/o como
forma de mantener al calcio soluble, por ejemplo, en bebidas.

En este trabajo se propone evaluar la potencialidad del CMP
como ligante de calcio (CaCl,) por diferentes métodos: cambio
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de pH, conductividad, dialisis y medicion del tamafio de las
particulas por dispersidon dinamica de luz laser (DLS).

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de las muestras

Se utilizé caseinomacropéptido, BioPURE-GMP® de Davisco
Foods International (USA). Su pureza, segun el proveedor, fue
(en base seca): 90,0 + 3,0% (p/p) de CMP (N x 7,07). Los
minerales fueron determinados mediante espectrometria de
absorcion atodmica previa calcinacidén en mufla a 500 °C con un
espectrometro  Analyst 200 Perkin Elmer (USA). La
composicion de minerales fue la siguiente (100 g de muestra):
950 mg de Na; 125 mg de Ky 540 mg de Ca. El contenido de
acido sialico fue 7% (p/p) (Fernando y Woonton, 2010).

La muestra en polvo de CMP se disolvio en agua Milli-Q (2,26
+ 0,07 OS/cm) a diferentes concentraciones (5 a 50 g/L) y se
mezcloé con una solucidn de CaCl, anhidro (Mallinckrodt, USA)
(0,4 M) hasta alcanzar concentraciones finales de Ca®* entre 0
- 0,200 M. El pH fue ajustado a 7,0 con NaOH de 0,1 N para
evitar dilucién. Todos los ensayos se realizaron a temperatura
ambiente.

Determinacion del pH y conductividad de las soluciones
CMP/CaCl,

El pH de las soluciones de CMP se determin6 con un pHmetro
(Hanna Instruments, Italia) luego de la incorporacion de CaCl,
en solucion acuosa (0 a 0,060 M) segun la técnica descripta
por Pitkowski et al, (2009) con modificaciones. El electrodo
fue calibrado usando soluciones buffer de pH 7,0 y 4,0.

La conductividad idnica se determiné con un conductivimetro
(Oakton CON 2700, Oakton Instruments, USA). Las mediciones
se realizaron variando la concentracion de CMP para una
concentracién fija de CaCl, (0; 0,008; 0,012; 0,016 y 0,020 M) a
pH 7,0. Los ensayos se realizaron por cuadriplicado y fueron
repetidos a las 24 y 48 horas. Las determinaciones se
realizaron a temperatura ambiente.

Determinacion de la fraccion no dializable de calcio

Una solucién de 10 g/L de CMP y 0,018 M CaCl, preparada en
agua Milli-Q fue ajustada a pH 7,0. Se transfirieron 5 ml de la
solucidon en una bolsa de dialisis (membranas de dialisis
Celulosa Ester de Biotech, MWCO: 100 — 500 Da, Espectrum
Laboratories, Inc., USA) y se dializaron a 20 °C en 500 ml de
agua Milli-Q para remover el Ca®" libre durante 24 horas. El
agua de la dialisis fue renovada a las 12 hs. El calcio libre se
determind en el agua total (dializado). Para evitar
contaminaciones, el material fue lavado con una solucién 0,01
M EDTA-Nap, 2% (p/p) HNaCOs;, 0,1% (p/p) SDS y luego
enjuagado 5 veces en agua Milli-Q (Roig et al,, 1999). Como
control se utilizé una solucién 10 g/L de CMP.

La concentracidn de calcio se determind por espectrometria
de absorcion atdmica con un espectrémetro Analyst 200
Perkin Elmer (USA). Previamente se agregd nitrato de lantano
(1,5% p/v) a estandares, muestras y blancos para evitar la
interferencia de fosfatos. La capacidad quelante fue calculada
como el porcentaje del calcio no dializado con respecto a la
concentracion de calcio de la solucién inicial.

Capacidad quelante %= (mg de Ca** inicial - mg de Ca*" en el
dializado) / mg de Ca*" inicial
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Los ensayos se realizaron por cuadriplicado a temperatura
ambiente.

Determinacion de tamano de particula

Las muestras a pH 7,0 fueron filtradas a través de filtros
Millipore (0,45; 0,20 y 0,02 uym) y se vertieron en cubetas de
poliestireno descartable. El tamafio de particula del CMP fue
determinado por dispersion de luz laser (DLS, siglas en inglés)
a temperatura ambiente con un equipo Zetasizer Nano-Zs,
Malvern Instruments (Malvern, UK) provisto de un laser He-Ne
(633 nm) y un correlador digital (modelo ZEN3600) a un
angulo de dispersién fijo de 173°. La técnica de DLS consiste
en iluminar la cubeta por un rayo laser y registrar la intensidad
de la luz dispersada por las particulas de la muestra. El
didametro de la particula se relaciona con su difusividad
mediante la ecuacion de Stokes-Einstein

d(H) = %51 )

donde, d(H) didmetro hidrodinamico (nm); D coeficiente de
difusion translacional (m%s™); k: constante de Boltzmann (1,28
x 102 NmK™: T: temperatura absoluta (K); Z viscosidad del
solvente (N.s.m™).

Para analizar los resultados se utilizaron dos aproximaciones:
() EL algoritmo CONTIN, para clasificar los datos de intensidad
de las particulas/agregados en percentiles. El resultado
obtenido se conoce como distribucion de intensidad por
tamafio de particulas. A través de la teoria de Mie, es posible
convertir la distribucién por intensidad en distribucién por
volumen y nimero de particulas.

(i) El método de cumulante, para calcular el diametro
promedio de la distribucidén de intensidad o Z-average y
ademas conocer el indice de polidispersidad que es un
indicador del grado de agregacion.

El valor del Z-average es adecuado para obtener un valor
medio con un proposito de comparacidn pero no lo es para
dar una completa descripcion de los resultados para sistemas
polidispersos.

Los valores que se informan fueron el promedio de tres
repeticiones por duplicado.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz utilizando el programa SPSS
15.0 (Statistical Package for the Social Sciences) para
Windows. Se realizdé la prueba de Tukey para determinar
diferencias significativas a P < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto del CaCl; en el pH de las soluciones de CMP

Las soluciones de CMP a concentraciones entre 5y 15 g/L
presentaron un pH entre 6,7 y 6,9 en agua Milli-Q. Cuando se
adiciona CaCl, en solucion, el pH decrecido hasta 6,1-6,3
(Figura 1). La disminucion del pH con el agregado de CaCl,
también fue observado en soluciones de caseinato de sodio
(Pitkowski et al, 2009). La disminuciéon del pH estaria
relacionada con la liberacion de protones resultado de la
union del calcio a las moléculas de CMP. La concentracion de
CaCl, con la cual se alcanzé un pH minimo fue diferente para
cada concentracién de CMP siendo éstas 0,04, 0,08 y 0,08 M
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para las concentraciones de 5 10 y 15 g/L de CMP
respectivamente.
7.0
o)
d
S 6.5
60 T T T T T T T T T T T "‘T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Concentracion de CaCl, (M)

Figura 1: Evolucion del pH en funcion de la concentracion de
CaCl, para soluciones de CMPa 5 (o), 10 (o) y 15 (¢) g/L. Las
barras representan el desvio estandar.
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Figura 2: Evolucion de la conductividad en funcién de la
concentracion de CMP. La concentracion de CaCl; fue 0; 0,008;
0,012; 0,016 y 0,020 M. El pH fue ajustado a 7,0. Las lineas de
puntos representan la conductividad predicha en funcién de la
concentracién de CMP y las barras al desvio estandar.

Efecto de la relacién Ca?*/CMP en la conductividad

La Figura 2 muestra el efecto de la incorporacion de CMP en la
conductividad de las soluciones para una dada concentracion
de CaCl, a temperatura ambiente. Las soluciones de CMP
presentaron muy baja conductividad (menor a 2 mS/cm) que
se incrementé linealmente con la  concentracion.
Interesantemente, la incorporacién de CMP a las soluciones de
CaCl, disminuyo la conductividad con respecto a la predicha
(conductividad de la solucion de CaCl, mas la conductividad
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de la solucidn de CMP), sin embargo no sucedié lo mismo con
el pH que disminuyd inmediatamente ante la presencia de
CMP desde 6,7-6,8 a aproximadamente 6,4 y se mantuvo
constante. El ajuste del pH a 7,0, no alterdé la conductividad
(datos no mostrados).

Las soluciones de CaCl,/CMP presentaron un comportamiento
similar: inicialmente la conductividad se mantuvo constante
ante la incorporacion de CMP para luego incrementarse
proporcionalmente con la concentracion. La conductividad de
todas las soluciones no vari6 hasta las 48 horas (datos no
mostrados). Las concentraciones de CMP en las que se
produjo un cambio de pendiente en la curva fueron 6, 10, 8 y
16 g/L de CMP para las concentraciones 0,008; 0,012; 0,016 y
0,020 M de CaCl,, encontrando una relacién de 1,4 + 0,2
milimoles de Ca®* por g de CMP. A pesar que la conductividad
es un parametro muy general pues depende de todas las
especies ionicas en solucién, resultdé util para estimar la
proporcién de calcio ligado al péptido.

Fraccion no dializable de calcio

La fraccidn dializable de un mineral es una metodologia muy
simple indicativa de la capacidad ligante de calcio de una
proteina o péptido (de la Hoz et al, 2014). Los iones calcio
difunden a través de una membrana semipermeable de dialisis
debido a la diferencia de potencial quimico entre la solucion
interior y el agua exterior. La fraccién de calcio que no
atraveso la membrana de dialisis fue 65,3 + 4,4% y represento
a la fraccién de calcio ligada por el CMP a pH neutro y
temperatura ambiente. Por consiguiente se estim6 que 1,2 0
0,1 milimoles de Ca®" se encuentra unido a un gramo de CMP.

Estado de asociacion del CMP en presencia de CaCl;

La Figura 3A muestra las distribuciones de tamafos de
particula por intensidad a temperatura ambiente de
soluciones de CMP a diferentes concentraciones (10 y 50 g/L)
a pH 7,0. Las distribuciones fueron bimodal para 10 g/L y
trimodal para 50 g/L. Sin embargo, la concentracién de CMP
influyd muy levemente en la posicidon del primer pico, que se
encontro entre 1y 5 nm, con un valor maximo a 2,3 nm. De
los gréaficos de distribucion por volumen (Figura 3 D) se
deduce que solamente el primer pico de intensidad fue
predominante, mostrando que los otros picos de intensidad
de mayores d(H) fueron despreciables cuantitativamente. El
software del Zetasizer Nano-Zs permite estimar e/ d(H) que
tendria una proteina globular de masa molecular conocida. La
estimacion del d(H) para la forma monomérica del CMP
(aproximadamente 7,5 kDa) arrojo un valor de 2,6 nm. Esta
estimacidn debe ser tratada con precaucién porque el CMP no
es una proteina globular (Smith et a/, 2002). Dado que el pico
predominante de la distribucidon de tamafos de particulas por
intensidad para el CMP se encontré en 2,3-2,5 nm se infiere
que a pH 7,0 el CMP se encuentra predominantemente en la
forma monomeérica, sin embargo, el ancho de este primer pico
(1 a 5 nm) sugiere la presencia de otras estructuras asociadas
como dimeros, trimeros y tetrameros (Farias et al, 2010). Es
importante sefalar que la posicion del pico predominante no
fue afectada por la concentracion de CMP (Farias, 2012). En la
Figura 3 D se observa un ligero desplazamiento del pico de la
distribucidon por volumen hacia tamafios superiores con la
concentracion de CMP, sugiriendo la presencia de una mayor
proporcion de formas asociadas. La tendencia a la asociacion
con la concentracion también fue observada para la
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Figura 3. Distribuciones de tamafos de particulas a pH 7,0
para soluciones de CMP a 10 (o) y 50 g/L (m) en presencia de
CaCl, por intensidad (A, By C) y volumen (D, Ey F) a 25 °C.
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Figura 4: Valor maximo de d(H) del primer pico de la
distribucion de intensidades de soluciones de CMP en funcion
de concentraciones crecientes de CaCl, a pH 7,0.
Concentracion de CMP: A) 10y B) 50 g/L.

Se indica el estado de asociacidon predominante estimado
mediante el software del equipo Zetasizer Nano-Zs.
Temperatura 25 °C. Las barras representan el desvio estandar.

La Figura 4 muestra el valor maximo del pico predominante
del CMP ante la incorporacién de CaCl, que se desplazd hacia
d(H) mayores hasta alcanzar un valor maximo (5,6 nm) para las
dos concentraciones de CMP estudiadas. Es decir, el péptido
en presencia de CaCl, se autoensamblé desde la forma
monomérica hasta dimeros, tetrameros y hexameros
dependiendo de la concentracion de CaCl, presente en el
medio, debido al apantallamiento de las cargas negativas que
el CMP posee a pH neutro. La minima concentracién de CaCl,
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para alcanzar la forma hexamérica dependic de la
concentracion de CMP siendo 0,010 y 0,060 M para 10y 50 g/L
de CMP respectivamente. Estos resultados mostraron que
existe una proporciéon éptima Ca?*/CMP para que el CMP
alcance su maximo estado de asociaciéon siendo esta 1,1 £ 0,1
milimol de Ca®'/g de CMP que coincidié con las relaciones
obtenidas en los ensayos de dialisis y conductividad.

Las Figuras 3 B y C muestran las distribuciones de tamanos de
particulas por intensidad para las dos concentraciones de CMP
a la misma proporciéon Ca®**/CMP. Puede observarse que
coincidieron los valores maximos del pico predominante.
Estos resultados confirmaron que el estado de asociacion del
CMP dependié Gnicamente de la relaciéon Ca?*/CMP y no de la
concentracién del péptido.
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Los resultados permitieron confirmar la potencialidad del CMP
como ligante de calcio a temperatura ambiente y pH neutro.
St consideramos que la masa molecular del CMP es
aproximadamente 7,5 kDa, un mol de CMP podria unir entre
7,5y 9 moles de Ca** en estas condiciones. Estos resultados
son alentadores, por ejemplo, el péptido
Ser(P)Ser(P)Ser(P)GluGlu puede unir hasta 12 moles de Ca*,
segun Zong et al. (2012). Por lo tanto, se concluye que CMP es
capaz de ligar calcio apreciablemente, sin embargo resta
analizar la forma de unién del calcio al péptido, las
condiciones de liberacion de dicho metal y el efecto de la
fuerza i6nica en futuros estudios.
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Resumen

Se hidrolizd un extracto proteico (EP) de Porphyra columbina
con distintos  sistemas  enzimaticos  (Alcalasa vy
Alcalasa+Flavourzyme), obteniendo los hidrolizados: A y AF,
respectivamente. Se estudiaron las propiedades antioxidantes
(TEAC, BEAC, CQ, CAAL y PR)y antihipertensivas (inhibicion de
ECA I)de EP, A y AF y se evalud la bio-accesibilidad de los
compuestos bioactivos presentes en A y AF llevando a cabo
una digestién gastrointestinal in vitro acoplada a un sistema
de dialisis. A los dializados obtenidos se les determinaron las
propiedades bio-funcionalesmencionadas anteriormente. La
protedlisis mejord el potencial antioxidante y antihipertensivo
de EP, debido a la generacién de péptidos bioactivos y a la
liberacién de compuestos fendlicos. A su vez, la digestion
gastrointestinal  in  wvitroincrementé las  propiedades
antioxidantes de los hidrolizados, aumentando dicha
capacidad de 2 a 4veces;segun el ensayo utilizado. Los
compuestos capaces de inhibir a ECA | conservaron sus
propiedades inhibitorias luego deladigestion gastrointestinal
(n vitro, indicando que las especies generadas a partir de Ay
AF serlan bio-accesibles. En conclusion,P. columbina resulto

ser una buena fuente natural de compuestos bioactivos
potencialmente bio-accesibles.

Palabras clave: Algas rojas — Bio-accesibilidad — Péptidos
bioactivos.

Abstract

A protein extract (EP) derived from Porphyracolumbina was
hydrolyzed using two enzymatic system (Alcalasa and
Alcalasa+Flavourzyme), obtaining the respective hydrolyzates
(A and AF). Antioxidants (TEAC, BEAC, CQ, CAAL and PR) and
antihypertensive (ACE | inhibition) properties from EP, A and
AF were studied.Bio-accesibility of bioactive components from
A and AF was evaluated by in vitro digestion coupled to
dialysis system. Bio-functional properties of dialysates were
measured as described above. Hydrolysis process improved
the antioxidant and antihypertensive EP potential, due both, to
the generation of bioactive peptides and the release of
phenolic compounds. Also, in vitro digestion increased
antioxidant properties from A and AF. ACE | inhibition
property was kept after dialysis process, indicating that the
species generated from A and AF are bio-accessible. In
conclusion, P. columbinais a good natural source of bioactive
compounds that are potentially bio-accessible.

Keywords: Red seaweed - Bio-accesibility - Bioactive
peptides.
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Los océanos cubren mas del 70% de la superficie de la Tierra 'y
son el habitat natural de una gran diversidad de plantas,
animales y microorganismos (Gressleret al 2010). Las algas
marinas representan una parte considerable de esta biomasa y
su uso como alimento data del afio 2700 a.C. en China
(Perezet al 2010). El uso mas importante de las algas en
occidente es la obtencion de hidrocoloides y su empleo como
agentes espesantes y gelificantes en la industria alimentaria
(Souza et al 2012). Otra aplicacibn muy importante es la
obtencidon de compuestos bioactivos a partir de esta fuente
vegetal y su introduccién en el mercado ya sea a través de la
industria farmacéutica y/o cosmética (Raoet al 2007).Del
proceso de extraccion de los ficocoloides (gomas) se obtienen
como subproductos fracciones proteicas que podrian ser
utilizadas para generar péptidos bioactivos mediante hidrélisis
enzimatica (Cian et al 2012). Esto permitiria aumentar la
rentabilidad del proceso, a la vez que podria resultar en una
nueva alternativa para obtener compuestos bioactivos.

Los péptidos bioactivosson secuencias de aminoacidos
inactivos en el interior de la proteina precursora
(“encriptados”), que ejercen determinadas funciones
bioldgicas tras su liberacidén mediante protedlisis (Qilanet al
2008, Fitzgeraldet al 2011). Generalmente, son péptidos de
pequeio tamafio (3 a 20 aminoacidos), que son liberados
durante la digestion gastrointestinal o procesamiento de los
alimentos (Tierneyet al 2010, Harnedy y FitzGerald, 2011).A
partir de las proteinas de las algas rojas se han obtenido
hidrolizados  enzimaticos con diferentes propiedades

bioactivas, y en algunos casos, se han logrado aislar e
identificar los péptidos responsables de dicha bioactividad
(Harnedy y Fitzgerald, 2011).

Los péptidos con actividad antioxidante y antihipertensiva in
vitrodeben ser capaces de atravesar las barreras gastricas del
organismo para poder ejercer sus funciones a nivel (n vivo. En
este sentido, se ha visto que en muchos casos hay una falta de
correlacién entre las determinaciones in vitroe in vivode las
bioactividades peptidicas, debido a la inactivacion de los
péptidos por accion de las proteasas y peptidasas
gastrointestinales (Wilson et al 2011). Una alternativa para
poder evaluar la bio-accesibilidad de los péptidos es emplear
un sistema de digestidn gastrointestinalin vitroacoplado a un
sistema de didlisis, utilizando para ello membranas de cut-off
6 a 8 kDa (Cian et al 2014).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la bio-
accesibilidad de compuestos bioactivos (antioxidantes y
antihipertensivos)  obtenidos con  distintos  sistemas
enzimaticos a partir de un extracto proteico (EP) del alga roja
P. columbina.

MATERIALES Y METODOS

El alga P. columbina fue recolectada en el periodo primaveral
del afio 2012 en la localidad de Punta Maqueda, provincia de
Santa Cruz. En el laboratorio, se eliminaron los cuerpos
extraflos que acompafaban al alga mediante un lavado con
agua destilada. Luego las muestras fueron secadas a 100°C y
molidas. El producto obtenido se pasé a través de un tamiz
cuyo didmetro de poro fue 0,85 mm. El tamizado de P
columbina fue dispersado en agua a 50 g kg’ y pH 7,0. La
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dispersidon obtenida se agitdé durante 2 h a 25°C y luego se
filtr6 con un filtro cuyo diametro de poro fue 0,297 mm. El
filtrado se centrifugd a 3000xg durante 30 min a 4°C y el
sobrenadante resultante se concentrd en rotavaporBuchi RII. El
concentrado obtenido se denomin6 extracto proteico (EP) y
fue utilizado como sustrato para las hidrolisis enzimaticas.

A partir de EP se prepararon dos hidrolizados: 1) A:hidrolisis
con alcalasa2 h y 2) AF:. hidrolisis con alcalasa 2 h
+Flavourzyme 4 h. Los hidrolizados fueron obtenidos
empleando un reactor termostatizado de tipo batch de 800 ml
de capacidad. La temperatura de hidrélisis en ambos sistemas
fue 55°C. Se trabajé a una concentracién de sustrato de 1,4%
(P/P), y a una relacion E/S de 0.4% para alcalasa y 5% para
Flavourzyme.Los hidrolizados fueron centrifugados a 2000xg
durante 15 min a 25°C. Una alicuota de EPfue centrifugada
conjuntamente con los hidrolizados. El sobrenadante obtenido
constituyd el material soluble de partida sin hidrolizar que fue
considerado como un blanco (B) del proceso de hidrolisis.
Para el seguimiento de la reaccion de hidrélisis se determind
el grado de hidrélisis (GH) a través de la medicidon de aminos
libres utilizando la técnica del o-ftaldialdehido (OPA), segun
Nielsenet al (2001).

Las muestras fueron evaluadas en cuanto a: sus perfiles
electroforéticos (PAGE - SDS) (Laemmli, 1970), contenido de
compuestos fendlicos extractables en agua (CFE) (Schanderl,
1970) y contenido de aminos libres(Nielsenet a/, 2001).

Las propiedades antioxidantes de B, A y AF se evaluaron
mediante los siguientes métodos: 1) capacidad antioxidante
Trolox equivalente (TEAC) frente al radical ABTS propuesto por
Cian et al(2012); los valores de TEAC fueron expresados como
mmol de Trolox g de proteinas, 2) capacidad antioxidante
butilhidroxitolueno (BHT) equivalente (BEAC) frente al radical

DPPH (Brand-Williams et al,1995); los valores de BEAC fueron
expresados como mg BHT g™' proteina, 3) capacidad quelante
ligada al cobre frente a la oxidacion del B-caroteno
(CQ)(Megiaset al, 2008);la CQ se calculd a los 180 min de
reacciéon, en funcion de los controles positivo y negativo. El
resultado se expresé en mg EDTA equivalente g’ proteina. 4)
Capacidad antioxidante por el método del acido linoleico
(CAAL), utillizando el ensayo de blanqueamiento del B-
caroteno propuesto por Pedroche et al (2008); las muestras
fueron evaluadas a una concentracion proteica de 2 gL'y la
CAAL expresada como porcentaje de degradacién del [-
caroteno a los 60 min de reaccion y 5) poder reductor (PR) de
acuerdo a Oyaizu (1986), expresando como ug de acido
ascorbico equivalente g™ proteina.

Las propiedades antihipertensivas de B, A y AFfueron
evaluadas mediante el ensayo de inhibicién de la enzima
convertidora de angiotensina | (ECA ) de acuerdo aHayakariet
al (1978).

La dializabilidad de los compuestos bioactivos presentes en A
y AF fue evaluada simulando una digestion gastrointestinal
con pepsina y pancreatina (Drago et al 2005; Cian et al 2013).
A los dializados obtenidos (Ap y AFp) se les determino el
contenido de CFE y aminos libres con las mismas
metodologias indicadas anteriormente.Ademas, se determind
la tasa de dializabilidad de compuestos fendlicos (D%), la cual
se calculdo como la cantidad dializada respecto al contenido
total en el hidrolizado.

Para evaluar la bio-accesibilidad de compuestos activos de Ap
y AFp se llevaron a cabo las técnicas de propiedades
antioxidantes y antihipertensivas descriptas anteriormente.
Para los ensayos de TEAC, BEAC, CQ y PR los resultados se
expresaron en funcion del peso total del dializado. Para la
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inhibicion de ECA | y CAAL se utilizd una concentracion
proteica de 2 g L' y los resultados se expresaron como
porcentajes de inhibicién.

Todas las muestras se evaluaron por triplicado. Se realizo el
test de ANOVA para determinar diferencias significativas entre
muestras (P<0,05) y test de LSD (Least Significant Difference,
del inglés) para comparacion de a pares al 95% de confianza,
utilizando el Software Statgraphics Centurion XV.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestran las curvas de hidrélisis obtenidas
con Alcalasa (A) y Alcalasa + Flavourzyme (AF) a partir del
extracto proteico (EP).

25

GH (%)

0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo de hidrdlisis (hs)

Figura 1.Seguimiento de la reaccion de hidrolisisenzimatica,
(GH: grado de hidrolisis) del extracto proteico con Alcalasa(A)
y Alcalasa+ Flavourzyme (AF).

Para el sistema AF al cabo de las dos horas de reaccion se ve
un aumento adicional en el GH, el cual esta asociado con la
adicion de la enzima Flavourzyme. Esta enzima posee
principalmente accién exopeptidasa, lo que facilita una
protedlisis mas completa del sustrato (In et al 2002, Chang et
al 2007).

En la Figura 2 se muestra el perfil electroforético en
condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) de B, A 'y AF.Como
se puede ver, en los hidrolizados se produjo una degradacion
efectiva de las proteinas presentes en B. Esto se manifiesta en
el perfil electroforético de A y AF (lineas 3 y 4), como una
ausencia de las bandas proteicas caracteristicas de P.
columbina (20 y 30 kDa, para R-ficoeritrina y C-ficocianina
respectivamente). Para el caso de A, es posible distinguir
componentes de degradacidon (“sombreado”), los cuales no
estan presentes en el perfil de AF. Este resultado concuerda
con lo observado anteriormente para el GH e indica una
mayor accion proteolitica del sistema AF (componentes << a
14,4 kDa).
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Figura 2. Electroforesis PAGE-SDS. Patrén de pesos
moleculares (1); blanco B (2); hidrolizado A (3); hidrolizado AF
(4).

En la Tabla 1se muestra el contenido de CFE y aminos libres
para las muestras B, A y AF.Se puede observar que el
contenido de compuestos fendlicos extractables en agua
aumento en el caso de los hidrolizados. Esto indicaria que las
enzimas liberarian los compuestos fenolicos ligados a
proteinas (Wang et al 2010).

Como se indico anteriormente, la hidrolisis enzimatica
promueve la generacion de especies de bajo peso molecular
(Figura 1y Figura 2), siendo mas completa la protedlisis en el
caso de la hidrolisis secuencial (AF), lo que se evidencia en el
mayor contenido de aminos libres en dicha muestra (Tabla 1).

Tabla 1.Contenido de compuestos fenodlicos extractables en
agua (CFE) y aminos libres.

CFE (mg acido galico. g sélidos” Aminos libres (mEq L-Serina. g
1

Muestra

) sélidos™)
B 14,3 + 0,0° 1,33 £ 0,02°
A 20,0 + 1,5° 1,28 + 0,097
AF 19,0 + 0,1° 2,09 £ 0,02°

X * DE.Valores con distintas letras indican diferencias significativas entre las
muestras de cada columna (p<0,05).

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos utilizando
los diferentes ensayosde determinacion de laactividad
antioxidante. B posee propiedades antioxidantes atribuibles
principalmente a ficobiliproteinas, aminoacidos libres vy
compuestos fenolicos presentes en esta fraccién. No obstante,
para todos los métodos antioxidantes evaluados, sus
hidrolizados mostraron un aumento significativo de esta
bioactividad, que podria estar asociado a la liberacién de
péptidos antioxidantes durante el proceso de hidrélisis.

La protedlisis también favorecié la liberacion de compuestos
fendlicos asociados a las proteinas (Wang et al 2010). En este
sentido, ambos hidrolizados (A y AF) presentaron mayor
contenido de compuestos fendlicos extractables en agua que
B (Tabla 1), por lo tanto, el aumento de la capacidad
antioxidante observada en A y AF también se deberia a estas
especies moleculares.

Resulta oportuno destacar que para BEAC, el hidrolizado AF
presentd la mayor AAO, mientras que para los métodos de
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CAAL y PR, el hidrolizado A fue el que presentd la mayor
actividad. Las propiedades de los péptidos estan relacionadas
con su tamafo molecular, composicion y secuencia
aminoacidica (Qianet al 2008). En relacion a la BEAC,
numerosos trabajos han atribuido mayor capacidad
antioxidante a especies de bajo peso molecular (Qianet al
2008, Sheihet al 2009). St se tiene en cuenta que ambos
hidrolizados poseen igual contenido de compuestos fenodlicos
por gramo de sélidos y que AF tiene mayor proporcién de
aminos libres (Tabla 1) se podria suponer que la mayor
capacidad antioxidante observada para AF se debe
principalmente a especies de bajo tamafio molecular y
aminoacidos libres.

Tabla 2. Actividad antioxidante medida a través de: capacidad
antioxidante  Trolox  equivalente  (TEAC), capacidad
antioxidante BHT equivalente (BEAC), capacidad quelante
ligada al cobre frente a la oxidacion del B-caroteno (CQ),
capacidad antioxidante por el método del acido linoleico
(CAAL) ypoder reductor (PR)

TEAC BEAC (mg €Q (mg PR (ug AA
Muestra (mmolTrolox BHT g EDTA g CAAL (%) g
g 'proteina) 'proteina) proteina) proteina)
B 1,0+ 0,1° 21,6 £ 1,5° 19,54 + 29,5 + 0,67 + 0,00°
0,95° 1,9°
A 43+0,1° 68,5 + 3,7° 63,24 + 65,7 + 3,13 £ 0,00°
0,60° 1,7°
AF 41+0,1° 113,3 + 5,8° 58,80 + 59,9 + 1,35+ 0,11°
3,25° 3,6"

X = DE.Valores con distintas letras indican diferencias significativas entre las
muestras de cada columna (p<0,05).

En cuanto a la CAAL, se podria suponer que la elevada
proporcion de especies de bajo peso molecular y aminoacidos
libres presentes en AF podria tener un efecto antagdnico en
dicha actividad. Este hecho también fue observado por
Pedroche et al (2007), quienes evaluaron la CAAL de distintas
fracciones peptidicas obtenidas a partir de un hidrolizado de
Brassicacarinata. A su vez, como se mencion0 anteriormente,
el hidrolizado A presenté mayor PR que el AF. La enzima
Alcalasa favoreceria la generacién de péptidos de tamaio
intermedio (Segura Campos et al 2013), los cuales exhibirian
mayor PR debido a una mayor probabilidad de tener mas
ndmeros de grupos reductores por molécula. El agregado de
Flavourzyme modificaria la secuencia peptidica, impactando
negativamente en el PR de las especies generadas.

Los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicién de la
enzima convertidora de angiotensina | (ECA I) obtenidos para
B, Ay AF se muestran en la Tabla 3. Como se puede observar,
ambos hidrolizados fueron capaces de inhibir a la ECA I. Este
resultado concuerda con lo observado por numerosos
investigadores al evaluar las propiedades antihipertensivas de
forma in vitro (inhibicién de ECA |), de distintos hidrolizados
proteicos (Cian et al 2012, Drago et al. 2013, Segura Campos
et al 2013).El efecto inhibitorio de A y AF fue
significativamente superior al de B. Este incremento podria
estar asociado a los péptidos bioactivos generados durante la
hidrélisis y a los CFE liberados por la misma.
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Tabla 3. Porcentajes de inhibicidon de la enzima convertidora
de angiotensina | (ECA 1), obtenidas para B, Ay AF (10 g L™
proteinas)

Muestra Inhibicion de ECA | (%)

B 12,4 + 0,5°
A 44,8 + 2,4°
AF 352 + 4,3°

X * DE.Valores con distintas letras indican diferencias significativas entre las
muestras(p<0,05).

El porcentaje de inhibicién de ECA |, obtenido para A, fue
significativamente superior al de AF (Tabla 3).ElL aumento en
la inhibicién de ECA | podria deberse a la naturaleza peptidica
generada por esta enzima. Este resultado coincide con lo
reportado por Sheihet al (2009), quienes obtuvieron distintos
hidrolizados con pepsina, papaina, Flavourzyme® y Alcalasa®,
empleando como sustrato el alga verde Chlorellavulgaris. En
dicho trabajo se pudo observar que la accidn inhibitoria de los
péptidos obtenidos con Alcalasa® era superior a la obtenida
con Flavourzyme®.

En cuanto a la bio-accesibilidad de compuestos activos de A'y
AF, en la Tabla 4 se muestra el contenido de aminos libres y la
dializabilidad de CFE de Ap y AFp.

Tabla 4.Contenido de aminos libres vydializabilidad de
compuestos fenodlicos extractables (CFE) de Ap y AFp.

Muestra Aminos libres (UEq g™ de hidrolizado)  Dializabilidad de CFE (%)

Ap 209 +1,7° 58,8 + 4,2°

AFp 42,7 + 4,6° 57,0 £ 1,5°

X % DE.Valores con distintas letras indican diferencias significativas entre las
muestras(p<0,05).

El contenido de aminos libres de AFp fue significativamente
superior a la de Ap (= 50%). Esto estaria indicando, que las
especies generadas tras la digestion de AF con pepsina y
pancreatina tendrian menor tamafio molecular que las
producidas a partir de A, dializando en mayor proporcién a
través de la membrana de 6 a 8 kDa. Ademas, se debe tener
en cuenta que AF posee mayor contenido de aminos libres
(Tabla 1), lo que incrementaria alin mas el contenido de estas
especies en AFp.

Con respecto a los CFE, se puede apreciar igual dializabilidad
(D%) en ambos dializados. Este resultado indicaria que los
CFE liberados tras la digestidon con pepsina y pancreatina a
partir de Ay AF, poseen tamafio inferior a 6 a 8 kDa.

La bio-accesibilidad de péptidos y compuestos activos luego
de la digestion gastrointestinal es un factor importante a
tener en cuenta si se pretende extrapolar los efectos
observados de forma in vitro con potenciales efectos in vivo.
Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 3 y 4.
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Figura 3. Propiedades antioxidantes de A, AF, Ap y AFp. A)
Capacidad antioxidante equivalente al Trolox, B) capacidad
antioxidante equivalente al BHT, C) poder reductor, D)
capacidad quelante. Barras con distintas letras indican
diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

A excepcién del PR, el proceso de digestion in vitro
incrementd las propiedades antioxidantes de los hidrolizados
(Figura 3) Este aumento puede atribuirse a la protedlisis con
pepsina y pancreatina, la cual constituye una nueva hidrolisis
enzimatica sobre los hidrolizados. Al respecto, muchos
péptidos presentes tanto en A como en AF, podrian sufrir una
nueva protedlisis, dando como resultado la generacion de
nuevas especies proteicas de menor tamafno molecular y con
mayor actividad antioxidante (Orsint Delgado et al 2011).

Un aspecto muy importante a tener en cuenta es el cut-off
empleado para este ensayo (6 a 8 kDa). En este sentido, los

dializados no solo poseen péptidos con mayor TEAC, BEAC y
CQ que los presentes en los hidrolizados A y AF, sino que
también serian potencialmente bio-accesibles.

Como se menciond anteriormente, el PR exhibido por ambos
hidrolizados estaria asociado a péptidos con peso molecular
intermedio. En base a esto, se podria pensar que la reduccion
de dicha actividad en Ap y AFp, se deberia a una menor
dializabilidad de estas fracciones peptidicas a través de la
membrana de 6 a 8 kDa. Ademas, muchas de estas especies
proteicas podrian sufrir una protedlisis adicional debido a la
digestién in vitro, lo que impactaria en la secuencia peptidica,
afectando la capacidad reductora de los mismos.

En la Figura 4 se muestran los valores de CAAL (%) e
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA I)
de AD Yy AFD
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Figura 4.A) Capacidad antioxidante medida por el método del
acido linoleico(CAAL: %), y B) inhibicibn de la enzima
convertidora de angiotensina | (ECA I: %) de Ap y AFp (13 g L™
de proteinas). Barras con distintas letras indican diferencias
significativas entre las muestras (p<0,05).

Ambos dializados exhibieron CAAL (%), luego de la digestion
gastrointestinal in vitro (Figura 4.A). Este resultado concuerda
con lo observado anteriormente para las demas propiedades
antioxidantes.

Al igual que lo que ocurre con la actividad antioxidante, los
dializados conservaron las propiedades antihipertensivas
(Figura 4.B). Al respecto, el mayor efecto inhibitorio se obtuvo
con Ap. Este resultado podria estar relacionado con la
presencia de ciertos aminoacidos en la secuencia peptidica de
las especies generada tras la accidon de Alcalasa. Muchos
péptidos que poseen residuos de Pro en el extremo C-
terminal, generalmente resisten la degradacion proteolitica de

las enzimas digestivas. Asi, la actividad antihipertensiva del
péptido perdura luego de la barrera digestiva, pudiendo
ejercer su accidn a nivel sistémico (Wilson et al 2011). En base
a esto, se podria suponer que los péptidos generados a partir
de A poseen mayor proporcion de Pro que los obtenidos con
AF, siendo mas resistentes a la digestion gastrointestinal in
vitro. En relacion con esto, el efecto inhibitorio a la misma
concentracién proteica (13 g L' de proteinas), de AFp sobre
ECA | se redujo un 31% respecto a AF, mientras que para
Apfue del 10% (resultados no mostrados).
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Los hidrolizados presentaron mayor potencia antioxidante,
para todos los ensayos evaluados y mayorefecto inhibitorio de
ECA | que el extracto de partida, debido a los péptidos
bioactivos generados y a los compuestos fendlicos liberados.
El proceso de digestion in vitro incrementd las propiedades
antioxidantes de los hidrolizados. Este aumento se atribuyo a
la protedlisis con pepsina y pancreatina, la cual constituyo una
nueva hidrélisis enzimatica sobre los hidrolizados.Los
dializados no so6lo presentaron péptidos con mayor TEAC,
BEAC y CQ que los presentes hidrolizados, sino que también
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Resumen: En el presente trabajo se evalué el contenido
fendlico y la actividad antioxidante de extractos metandlicos y
etanolicos de residuos derivados del olivo (Olea europea L.).
Se estudiaron pulpa y carozo, obtenidos del orujo extraido
durante el proceso de industrializacidén de aceituna para aceite
en las campafias 2012 y 2013. Se cuantificaron polifenoles
totales (PFT) y ortodifenoles (ODF). La actividad antioxidante
se evaluo por FRAP y DPPH. Los datos se analizaron mediante
ANAVA (p=0,05) considerando como factores campafa,
material y solvente. Las medias de PFT variaron entre 13572,38
ppm en EPE 2013 (extracto etandlico de pulpa 2013) y 1580,87
ppm en ECM 2013 (extracto metanodlico de carozo 2013) y las
de ODF entre 7730,39 ppm y 1047,90 ppm para EPE 2012 y

ECM 2013 respectivamente. La concentracion en PFT, ODF y la
relacton ODF/PFT de los extractos etanolicos resulto
significativamente mayor que la de los metandlicos, tanto en
pulpa como en carozo. El rendimiento de PFT y ODF en pulpa
resultd significativamente superior al de carozo en ambas
campahas y solventes. Frente al DPPH y al FRAP los extractos
de pulpa resultaron significativamente mas activos que los de
carozo, sin significancia en la diferencia por solvente para un
mismo residuo.

Abstract: In this study the phenolic content and the
antioxidant activity of methanolic and ethanolic extracts, taken
from olive waste (Olea europea L.) were evaluated. Pulp and
pits, obtained from pomace extracted during the olive oil
industrialization process were studied (2012 and 2013
campaigns). Total polyphenols (PFT) and orthodiphenols
(ODF) were quantified. The antioxidant activity was evaluated
by FRAP and DPPH. Data were analyzed by ANOVA (p = 0.05)
considering as factors material, solvent and campaign. PFT
media values ranged from 13572.38 ppm in EPE 2013 (ethanol
pulp extract 2013) and 1580.87 ppm in ECM 2013 (methanol
pit extract 2013). ODF media values range between 7730.39
ppm and 1047.90 ppm in EPE 2012 and ECM 2013 respectively.
PFT and ODF concentrations and ODF/PFT relation of
ethanolic extracts was significantly greater than that of the
methanolic not only in pulp but also in pit. PFT and ODF
performance in pulp was significantly higher than in pit in
both campaigns and solvents. As regards DPPH and FRAP,
pulp extracts were significantly more active than pit extracts,
with a meaningless solvent difference for the same waste.

Keywords: olive, waste material, phenolic extracts, antioxidant
activity
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Los residuos de la industria aceitera del olivo representan un
problema ambiental importante ya que se generan grandes
cantidades en cortos periodos de tiempo (Roig 2006).
Argentina se ubica como el principal productor de aceite de
oliva de América del Sur, posee mas de 100.000 hectareas
implantadas con olivos distribuidas en Catamarca (24000 ha),
La Rioja (20500 ha); San Juan (19500 ha), Mendoza (17500 ha),
Cordoba (5000 ha), Buenos Aires (2500 ha) y Rio Negro (600
ha); el 65% de las cuales se destina para aceite (COI 2012).

En la campafa 2011 se produjeron alrededor de 200000
toneladas de aceite de oliva a nivel nacional (COI 2012) y se
generaron simultaneamente cerca de 800000 t de alperujo, un
material constituido por la pulpa, piel, carozo y agua de
vegetacion de la aceituna después de su industrializacion, por
el método de dos fases (Hermoso 1994). El alperujo contiene
elevada humedad (55-70%) que le otorga una consistencia
pastosa que dificulta su traslado; contiene altas
concentraciones de fenoles, lipidos y acidos organicos que le
confieren un caracter fitotoxico y biotoxico (Morillo Pérez
2007) que retardan su biodegradabilidad y en general
complican su manejo. Estos residuos también contienen
recursos valiosos tales como una gran proporcion de materia
organica y una amplia gama de nutrientes que podrian ser
reutilizados. En la zona mediterranea los residuos industriales
del olivo se emplean con distintos fines: la obtencion del
aceite de orujo mediante extraccion del remanente graso de
los residuos con solventes organicos, la combustion, la
gasificacién, la digestion anaerobia, el compostaje, la
fermentacion solida, la preparacion de alimento balanceado

para animales (Fernandez-Bolafnos 2006), entre otras
aplicaciones. En Argentina cada vez son mas las
investigaciones orientadas al estudio del alperujo, referidas a
la evaluacion de su ecotoxicidad (Hanna et al. 2011), su
comportamiento como abono organico (Aybar et al. 2012), su
utilizacidon en compostaje (Pozzi et al. 2010), elaboracién de
lombricompuesto (Hammann et al. 2006) y el empleo del
carozo para preparacion de carbon activado (Filippin et al.
2006). En la provincia de San Juan una empresa olivicola
aprovecha la biomasa proveniente de los restos de poda y el
alperujo para generar el 50% de la energia utilizada en la
planta extractora y en una finca de 600 ha de olivos (Puga
2014). La Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable de
la Provincia de San Juan cre6 ademas una planta de
compostaje que procesa residuos sélidos urbanos, restos de
poda de arbolado publico y residuos organicos de actividades
agroindustriales  locales  (INTA  2014).En el oeste
catamarqueio otro emprendimiento prepara un “té de
compost” que utiliza con fines fitosanitarios (Alurralde 2014).

Las investigaciones mas innovadoras en esta tematica estan
orientadas a extraer los compuestos con actividad
antioxidante de los residuos agroindustriales del olivo
(Fernandez Bolafios 2006). El estudio de sustancias con
propiedades antioxidantes es prioritario por el papel que
desempefan para evitar el deterioro de productos
alimentarios, preparados farmacéuticos y cosméticos (Sherwin
1985). Debido a que los antioxidantes sintéticos estan bajo
sospecha de ser perjudiciales para la salud (Dwyer, 1996;
Venereo Gutiérrez, 2002), en la actualidad existe un gran
interés por la busqueda de sustancias alternativas,
preferiblemente de origen biolégico. Muchos residuos
agroindustriales son potenciales fuentes de antioxidantes
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naturales, precisamente en los ultimos afos ha crecido el
interés por el estudio de los principios activos presentes en los
residuos de la industria del olivo, prueba de esto son las
numerosas publicaciones que hay al respecto (Chiba 1979,
Tsukamoto 1985, Altarejos 1997, Ozkaya, 1999, Guinda, 2002,
Pérez-Bonilla 2003, Gomez 2009).

A nivel local, Gomez, et al. (2013) trabajando sobre residuos
agroindustriales de olivos concluyeron que extractos
etanolicos de hoja, madera y alperujo de la variedad
Arbequina son fuentes naturales de fitofenoles con
propiedades antioxidantes y que la actividad de los extractos
en orden decreciente es: hoja > madera > alperujo. En la
actualidad, y debido a que el alperujo es el residuo olivicola
que mas problemas ambientales produce, el equipo de
investigacion esta profundizando el estudio sobre este
material. La propuesta de manejo consiste en tratar al alperujo
como materia prima y no como residuo, cambio conceptual
que imparte originalidad a la metodologia planteada y explica
que el estudio se realice sobre alperujo recién obtenido del
proceso industrial, evaluando metodologias extractivas, sobre
las distintas fases del alperujo fresco: pulpa, carozo y agua de
vegetacion. El contenido fendlico del agua de vegetacion y su
aptitud para su re-utilizacién en la propia industria y/6, previo
tratamiento, para usos agricolas, ya fue analizada por Gémez
et al. (2014). Dando continuidad al estudio, el objetivo del
presente trabajo consiste en evaluar el contenido fendlico y la
actividad antioxidante de extractos, metandlicos y etandlicos,
de pulpa y carozo separados del alperujo proveniente de la
molienda de aceituna para la obtencidon de aceite por el
método de dos fases.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con muestras de carozo y pulpa de Olea europea L.
variedad Arbequina obtenidas a partir de muestras de orujo
fresco recolectado durante el proceso de industrializacion de
las campafas 2012 y 2013, en la Planta Piloto “Olivares del
Valle” de la Cooperativa 12 Olivos y la Universidad Nacional
de Catamarca, ubicada en el complejo industrial El Pantanillo,
Valle Central, Catamarca.

Las muestras de orujo se recolectaron a la salida de la
centrifuga horizontal en recipientes plasticos perfectamente
identificados y se almacenaron a 4-5 °C. Posteriormente se
separaron las fracciones pulpa y carozo por triada.

Los extractos se obtuvieron por triplicado a partir de 3 gramos
de muestra liofilizada y molida con adicién de 30 mL de etanol
6 metanol, segun el caso. Se dejé macerar 24 h, se filtro y se
repiti6 el procedimiento sobre el residuo recuperado.
Finalmente se enras6 a 100 mL con solvente en matraz
aforado y rotulado. Se cuantificaron por triplicado polifenoles
totales (PFT) por Folin-Ciocalteu a 725 nm y ortodifenoles
(ODF) con molibdato de sodio a 370 nm. Los resultados de
ambos parametros se expresaron en mg de acido cafeico/kg
de muestra seca.

La actividad antioxidante se evalu6 mediante el poder
reductor de los extractos y su capacidad de atrapar radicales
libres. El poder reductor de los extractos sobre el catiéon Fe*?
se cuantifico6 por el método de Benzie y Strain (1996)
empleando FRAP (2,5 mL de la solucion 2,4,6-tripiridil-s-
triazina; 10 yM en HCL 40 mM; 2,5 mL de FeCl; 20 uM y 25 mL
de buffer acetato 0,3 yM a un pH de 3.6) y el resultado se
expres6 en pmol de trolox por gramo de muestra. La
capacidad de captura de radicales libres de los extractos se
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midio por el método del DPPH (Rojano 2008) determinando el
porcentaje de inhibicidon de radicales libres a los 15 min de
reaccion, por disminucién de la absorbancia a 515 nm. Los
ensayos de realizaron por triplicado.

Los resultados se expresan a través del valor medio * la
desviacidon estandar y se analizaron mediante ANAVA (p=0,05)
(Infostat 2013), considerando como factores campafa,
material y solvente para cada variable respuesta.

Resultados y discusion

Estudio preliminar de la distribucion de los compuestos
fendlicos en los diferentes materiales durante el proceso
extractivo.

A modo exploratorio se realizaron extracciones metanélicas
de los compuestos fendlicos del aceite, pulpa (EPM), carozo
(ECM) y agua de vegetacion de un mismo proceso extractivo
para ambas campafias con la finalidad de evaluar la
distribucion de los polifenoles en los materiales provenientes
de la molienda de aceituna por el método de dos fases. En la
tabla 1 se presentan las medias de dos repeticiones del
contenido fenodlico en los extractos metandlicos y los
porcentajes de distribucion en cada una de las fases para las
muestras de los aflos 2012 y 2013.

Tabla 1. Distribucidén de los compuestos fenolicos en aceite,
pulpa, carozo y agua de vegetacion efectuando extracciones
metandlicas.

_ PFT .
Muestra Ano (mg dcido cafeico/kg muestra) % Total
EPM 2012 4589,86 68,44
ECM 2012 1730,25 25,80
Aceite 2012 93,80 1,40
Agua 2012 292,51 4,36
vegetacion
Total 2012 6706,41 100,00
EPM 2013 6363,92 77,95
ECM 2013 1580,87 19,36
Aceite 2013 126,27 1,55
Agua. 2013 93,55 1,15
vegetacion
Total 2013 8164,62 100,00

En ambas campafas se observa que la pulpa retiene la gran
mayoria de los compuestos fenolicos, al menos los solubles en
metanol. Teniendo en cuenta las dos campafas, la fraccion de
pulpa y de carozos presentaron valores promedios de 73,20 %
y 22,60 % de los compuestos fendlicos respectivamente. Es
decir que en los componentes del “orujo” se encontro el 95,8
% de los compuestos fenodlicos de la aceituna. El agua de
vegetacidon y el aceite solo retuvieron el 2,75 % y el 1,47 %
respectivamente. La primera conclusién a la que se arribd en
el presente trabajo fue que el agua de vegetacion contiene
menos compuestos fenolicos disueltos que lo que se prevela
en funcidon de su naturaleza hidrofilica. De acuerdo a estos
primeros resultados, se estima que separando el agua de
vegetacién del resto del material solido del alperujo se
obtendra una fase solida menos humeda y una fase acuosa
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que segun Gomez et al. (2014), es apta para su re-utilizacion
en la propia industria o, previo tratamiento, para usos
agricolas. Estos resultados motivaron que se decida avanzar el
presente estudio sobre las fases del residuo mas ricas en
compuestos fendlicos: la pulpa y el carozo. El disefio
experimental tomo la siguiente forma:

Tabla 2. Disefio de experimento: extraccion de compuestos
polifendlicos.

Tabla 3. Contenido en PFT y ODF de extractos etandlicos y
metanolicos de pulpa y carozo para las campafas 2012 y
2013.

Solventes
Residuo
Etanol 50% Metanol
Pulpa (del orujo) EPE EPM
Carozo (del orujo) ECF ECM

Contenido fendlico y ortodifendlico de extractos
organicos de pulpa y carozo.

Las medias de polifenoles totales (PFT) y orto-difenoles (ODF)
y sus desviaciones estandar de extracciones etandlicas vy
metandlicas de pulpa y carozo, analizadas por triplicado, se
presentan en la Tabla 3.

PFT ODF
Extractos Ano

(mg dcido cafeico /kg muestra )
EPE 2012 77334,86 +348,98 D 773039+ 12523 D
EPE 2013 1357238+ 108,02 £ 7026,85 +554,19 CD
ECE 2012 782926 + 12313 A 7816,38+ 70,95 A
ECE 2013 1827,15 + 12089 A 7586,59 + 47,03 A
EPM 2012 458986 +290,81 B 632304 +106,48 BC
EPM 2013 636392 + 285,37 C 501810 + 75330 B
ECM 2012 173025+ 23893 A 135953 + 57,88 A
ECM 2013 758087 + 313,97 A 7047,90+ 68417 A

Para un mismo parametro, medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (p > 0,05)

Los extractos de pulpa presentaron un nivel de PFT
significativamente mayor en el afo 2013 para ambos
solventes, posiblemente asociado a la incorporacion de agua
en el proceso de industrializacion en la campana 2013 que
pudo haber arrastrado los compuestos fenodlicos hacia la
pulpa. En los extractos de carozo la campafia no influyo
estadisticamente en el contenido de PFT ni de ODF.

El rendimiento de PFT en pulpa resultd significativamente
superior al de carozo en ambas campafas, tanto en los
extractos etanolicos (un 83,86% en 2012 y un 86,53 % en
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2013) como en los metandlicos (un 62,30% en 2012 y un 75,16
% en 2013). El contenido de ODF en pulpa también fue
significativamente superior al de carozo en los dos afios en
estudio, en los extractos etandlicos (un 76,50% en 2012 y un
77,42 % en 2013) y en los extractos metandlicos (un 78,10%
superior en 2012 y un 79,12 % mayor en 2013).

Se observa que el poder extractivo del etanol acuoso resultd
mayor que el del metanol para los PFT y los ODF, tanto de
pulpa como de carozo, en ambas campafas. En el caso de la
pulpa las diferencias extractivas de los PFT supera el 50 % en
los dos afos analizados, mientras que en carozo alcanzo el
13,5 %.

La mayor riqueza en PFT y ODF de la pulpa y el mejor poder
extractivo del etanol acuoso sobre los compuestos fendlicos
presentes en el orujo de aceituna, se visualiza claramente en el
Grafico 1 en el que se presentan los valores promedios de la
concentracién fenodlica y ortodifendlica por extracto, para los
dos afios considerados.

Grafico 1. Rendimientos en PFT y ODF de los extractos ECM,
ECE, EPM y EPE

ECM 1203,72
1655,56
OODF
ECE 1701,49
1828,21 HPFT

5670,57
6476,89

EPE 7378,62
12453,62

Concentracién ppm Acido cafeico

Extractos

|

EPM

Gomez et al. (2009) trabajando sobre extractos etandlicos de
restos de poda de olivos de Arbequina concluyeron que el
contenido  fendlico y ortodifendlico de hoja es
significativamente superior a los de madera del olivo (27540
contra 19635 mg de acido cafeico /kg de muestra) y también
en ODF (18130 contra 7422 mg de acido cafeico /kg de
muestra). La comparacion de estos valores con los registrados
en la presente investigacion nos permite dar el siguiente
orden decreciente de la riqueza polifendlica y ortodifendlica
de los extractos etanolicos de los diferentes residuos
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agroindustriales del olivo hoja> madera>pulpa>carozo. Los
valores medios de ODF en extractos etanodlicos de madera y
pulpa resultaron proximos entre st y cercanos a los 7400 mg
de acido cafeico /kg de muestra.

Dentro de los compuestos fenodlicos, los antecedentes
atribuyen la mayor actividad antioxidante a los ortodifenoles
(De la Torre Carbot 2007, Oliveras Lopez 2005), razén por la
cual es interesante evaluar el porcentaje de ODF en relacion al
total de los fenoles cuantificados. Un 87,55 % de los fenoles
extraidos de la pulpa con etanol son ODF, mientras que para
el caso del metanol/pulpa el porcentaje de ODF desciende a
59,25 %. En el extracto etandlico de carozo un 93,07 % de los
PFT son ODF, mientras que con metanol el porcentaje es de
72,71 %. Los extractos de pulpa presentan mayor cantidad de
ODF que los de carozo y el etanol extrae, en pulpa y carozo de
aceituna, mayor porcentaje de ODF que el metanol. A pesar de
que ambos solventes son inflamables, el mejor
comportamiento extractivo del etanol frente a los residuos
agroindustriales del olivo es muy favorable desde el punto de
vista industrial y medio ambiental, debido a la menor
toxicidad del etanol.

Actividad antioxidante de extractos etandlicos y
metandlicos de pulpa y carozo

La actividad antioxidante de los compuestos fenélicos se debe
a su capacidad para eliminar los radicales libres, donar atomos
de hidrogeno o electrones, o quelar cationes metalicos
(Amarowicz 2004). Al evaluar la actividad antioxidante de
extractos debemos considerar el sinergismo existente entre
los principios activos afines al solvente extractor, ya que no se
trata de un compuesto puro que actia de manera aislada, sino

de una matriz compleja en la que los distintos componentes
interactuan, potenciandose 6 inhibiéndose. Varios métodos se
han desarrollado recientemente para medir la capacidad
antioxidante total de alimentos y bebidas (Pellegrint et al.
2000), debido a que los compuestos antioxidantes pueden
actuar a través de diferentes mecanismos y ningun método
puede evaluar completamente la capacidad antioxidante total,
se busca complementar la informacién brindada por cada uno.
Por ese motivo para el presente estudio se decidié medir el
potencial reductor de los extractos sobre el Fe*? a través del
ensayo del FRAP vy la actividad antirradicalaria, por el método
del DPPH, que tiene la ventaja de no verse afectado por
ciertas reacciones secundarias de polifenoles, tales como la
quelacién de iones metalicos y la inhibicion de la enzima, de
modo que estaria asociado fundamentalmente a la capacidad
de las especies de un extracto de capturar radicales libres.

En la Tabla 4 se presenta la actividad antioxidante medida por
FRAP (expresada pmol trolox/g muestra) y por DPPH
(expresada como Pl a los 15 min de reaccion) de extracciones
etanolicas y metandlicas de pulpa y carozo y sus diferencias
estadisticas.
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Tabla 4. Actividad antioxidante de extractos etanodlicos y
metanolicos de pulpa y carozo.

Extracto | Afo FRAP DPP.H
(umol Trolox /g muestra + DS) (Pl'a 15 min+ DS)
EPE 2012 754,03+182,52 B 67,12£1,54 D
EPE 2013 1970,86+395,07 D 7415215 E
ECE 2012 394,49+48,78 A 22,35%0,83 B
ECE 2013 293,43+26,84 A 13,25+0,74 A
EPM 2012 672,24+194,83 B 51,92+0,66 C
EPM 2013 1006,96+181,80 C 80,97+1,82 F
ECM 2012 222,86+50,85 A 16,00+£1,17 A
ECM 2013 233,68+18,69 A 15,29%£3,32 A

Para un mismo parametro, medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (p > 0,05)

La campafa no influyd significativamente sobre la actividad
reductora, medida por el FRAP, de los extractos de carozo. Por
su parte los extractos de pulpa fueron sensibles a este factor;
el EPE 2013 fue un 61,74 % mas reductor que el EPE 2012 y los
EPM 2013 fueron un 33,24 % mas activos que en 2012.

La actividad antirradicalaria, medida por DPPH, se vio afectada
estadisticamente por la campafa en todos los extractos, a
excepcion de la de los extractos metandlicos de carozo. En
pulpa, las diferencias favorecieron a los extractos 2013 y en el
ECE al 2012.

Los extractos de pulpa presentaron una actividad antioxidante
significativamente mayor que los de carozo frente al FRAP y al
DPPH en ambos solventes y en las dos campanfas.

Las maximas diferencias en las actividades antioxidantes de
los extractos de pulpa y carozo se registraron en campana
2013. En los extractos etandlicos la capacidad reductora fue un
85,11 % superior y la actividad antirradicalaria un 82,13 %
mayor en los extractos de pulpa que en los de carozo. En los
extractos metandlicos el comportamiento fue similar aunque
con actividades y diferencias algo menores. Este
comportamiento  resulta  coherente con el nivel
significativamente mayor de PFT y ODF de los extractos de
pulpa 2013 para ambos solventes, asociado a la incorporacién
de agua en el proceso de industrializacion de ese aifo que
arrastré parte de los compuestos fenolicos del fruto hacia los
residuos de la industria.

Los extractos etandlicos presentaron, en general, mayor
actividad reductora frente al FRAP que los extractos
metandlicos, tanto en pulpa como en carozo, resultados que
evidencian la mayor capacidad del etanol para extraer
compuestos reductores, de la pulpa y el carozo del orujo de la
aceituna. La diferencia maxima registrada fue de 48,91 % en
los extractos de pulpa de la campafa 2013.

El efecto de los solventes sobre la actividad antirradicalaria
presentd un comportamiento diferenciado por campafa. En el
afo 2012, sin agregado de agua en el proceso de amasado,
los extractos etandlicos mostraron mayor capacidad de
atrapar radicales libres que los metandlicos, tanto en pulpa
(22,66 %) como en carozo (28,41%). En la campafia 2013, la
extracclon  con  metanol lixivib mas  compuestos
antirradicalarios de la pulpa (8,42 %) y del carozo (13,34 %)
que el etanol. Podriamos suponer que la diferencia en el
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proceso de elaboracidn tuvo incidencia sobre el coeficiente de
reparto de los compuestos con actividad antirradicalaria de la
materia prima en las diferentes fases en que se separa a la
salida de la centrifuga horizontal.

El analisis de correlacion de Pearson encontro alta correlacion
entre las capacidades reductoras y antirradicalarias de los
extractos (0,81) y un coeficiente de correlacién de 0,87 entre
PFT y FRAP y entre PFT y DPPH. Por su parte la correlacidén
entre el contenido de ortodifenoles es mayor con la capacidad
antirradicalaria (0,91) que con la capacidad reductora (0,75) lo
que se halla perfectamente de acuerdo con los antecedentes
(De la Torre Carbot 2007, Oliveras Lopez 2005), que
responsabilizan de la capacidad de atrapar radicales libres a
los compuestos ortodifendlicos.
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La pulpa proveniente del alperujo contiene alrededor del 80 %
de los compuestos fenodlicos y ortodifendlicos presentes en
este material y sus extractos presentan mayor actividad
antioxidante que los de carozo. Complementando los
resultados obtenidos en esta investigacidn con los registrados
al evaluar los restos de poda se puede indicar el siguiente
orden decreciente para la riqueza polifendlica de los residuos
agroindustriales del olivo: hoja> madera> pulpa>carozo.

El mayor poder extractivo y la menor toxicidad del sistema
etanol-agua 50%, comparado con el metanol, sumado a la
mayor capacidad para inhibir radicales libres y al mayor poder
reductor de los extractos etanodlicos de pulpa y de carozo,
confirman la conveniencia de este alcohol para extraer
compuestos fenodlicos y ortodifendlicos de los residuos
industriales del olivo. Estos resultados son amigables tanto
con la industria y como con el medio ambiente.

En funcion de lo anteriormente expuesto los residuos
agroindustriales del olivo pueden ser considerados fuentes
naturales, abundantes y completamente renovables de
compuestos fenodlicos con actividad antioxidante y la
extraccion etandlica es wuna alternativa factible de
implementar.

Para contribuir a un aprovechamiento integral del alperujo se
sugiere extraer en primer lugar los compuestos fenodlicos
logrando, de manera simultanea, otorgarle valor agregado al
subproducto y liberarlo de los compuestos activos que
retardan el proceso de compostaje u otros tratamientos,
facilitando de este modo su manejo posterior. La metodologia
propuesta evita, por otra parte, el vertido de contaminantes al

suelo por lo que a la vez promueve una produccién mas
limpia.
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Resumen:Los postres lacteos semisolidosson aceptados por
nifos y adultos. Sin embargo, frecuentemente no son
recomendados para personas con determinados
requerimientos nutricionalesdebido a su alto contenido
energético.El objetivo de este trabajo fue cuantificar la energia
bruta de un postre formulado en base a proteinas de
lactosuero y almidén de maiz modificado mediante
calorimetria. Se formularon cuatro muestras: la mezcla base
con 5% de proteina de lactosuero y 9% de almidon de maiz
modificado (P5A9),mezcla base mas 2% de cacao (P5A9-CACQ),
mezcla base mas 10% de sacarosa (P5A9-SAC) y mezcla base
mas 2% de cacao y 10% de sacarosa (P5A9-CAC-SAQ). La
muestra P5A9 presentd un bajo aporte energético por porcion
(66,6 kcal/100q). El agregado de cacao (P5A9-CAC) no genero
un aporte energético significativo (73,4 kcal/100g) mientras
que P5A9-SAC y P5A9-CAC-SAC mostraron aumentos

significativos  (103,9  kcal/100g y 1184  kcal/100g,
respectivamente). Se concluye que el reemplazo de proteinas
de leche por proteinas de lactosuero permite obtener postres
con bajo contenido caldrico.

Palabras Clave: postres lacteos, proteinas de suero, energia
bruta.

Abstract: Semisolid dairy desserts are accepted by children
and adults. However, they often are not recommended to
persons with special nutritional requirements due to their high
energy content. The objective of this work was to quantify the
gross energy of a dairy dessert made of whey protein and
modified cornstarchusing a bomb combustion calorimeter.
Four formulations were prepared: sample 1,mixture formed by
5% w/w of whey protein and 9% w/w of modified cornstarch
(P5A9); sample 2, P5A9 mixture and 2% w/w of cocoa (P5A9-
CACQ); sample 3, P5A9 mixture and 10% w/w of sucrose (P5A9—
SAC) and sample 4, P5A9 mixture and 2% w/w of cocoa and
10% w/w sucrose (P5A9-CAC-SAC). Addition of cocoa did not
show significant energy contribution (73.4 kcal/100g), but
P5A9-SAC and P5A9-CAC-SAC presented significant increase
of energy content (103.9 kcal/100g and 118.4 kcal/100g,
respectively). It is concluded that the replacement of whey
proteins allows to obtain desserts with low caloric content.

Keywords: dairy dessert, whey proteins, gross energy.
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Actualmente existe un creciente interés por una alimentacion
reducida en calorias, a expensas de la disminucién del
contenido lipidico y/o de hidratos de carbono, lo que ha dado
lugar a la aparicion en el mercado de diferentes tipos de
alimentos. La mayoria de las guias alimentarias de distintos
paises, ast como las recomendaciones de instituciones como
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), difunden como
principio de una alimentacién saludable el concepto de
preferencia por alimentos de alta densidad de nutrientes. En
un contexto de amplia variedad de alimentos y moderacién en
los tamafos de la porcidn (Britos y Saravi 2009), la industria
alimenticia ha ido incorporando productos con mejor calidad
nutricional, tratando de reducir los aportes en calorias y limitar
la ingesta de grasas (en especial las saturadas y las trans), el
sodio y los azUcares.

Los postres lacteos semisolidos son productos de amplio
consumo por su facilidad de ingestion. Sin embargo, pueden
ser inadecuados para personas con determinados
requerimientos dietéticos, debido a que suelen ser alimentos
con alta densidad energética. La formulacion basica de los
postres consiste en leche, espesantes, sacarosa o edulcorantes,
aromatizantes y colorantes. No obstante, los principales
componentes que condicionan la estructura Y,
consecuentemente, la textura de estos productos son las
proteinas y los polisacaridos. Por eso, cualquier cambio en su
composicion puede producir modificaciones perceptibles en
cuanto a su color, sabor y textura, lo que suele traducirse en
una disminucion de la aceptabilidad por parte de los

consumidores (Tarregaet al 2006, Castro Campos y Bayarri
2011). En tal sentido, resulta relevante obtener un adecuado
balance entre estos componentes para lograr formulaciones
con una textura aceptada por los consumidores y para
controlar la estabilidad fisica de estos productos, es decir
evitar fendbmenos indeseables tales como la floculacion,
sinéresis y separacion de fases (Miccoloet al 2012). Para evitar
estos efectos se suelen utilizar distintos ingredientes, cuya
elecciéndepende de la composicién y de las caracteristicas de
cada alimento.

Las proteinas del lactosuero son reconocidas por sus
propiedades funcionales y por su excelente valor nutricional
(Bryant yMcClement 1998).

Una de las presentaciones comerciales de estas proteinas es
en forma de concentrados (WPC),que contienen entre un 20%
y un 89% de proteina.Hidekoet al emplearon WPC en
concentraciones de 1%, 2% y 3%, en un postre lacteo cremoso
de chocolate y encontraron que es posible sustituir la leche en
polvo por WPC, resultando un producto con menos contenido
en grasa y en sélidos totales, y mayor contenido en proteinas
con respecto a los postres elaborados con leche en polvo.
(Hidekoet al 2004)

Un polisacarido ampliamente utilizado como espesante en
estos tipos de postres, es el almidén de maiz. Como todo
polisacarido es fuente de energia y su principal propiedad
funcional es la capacidad de gelatinizar por coccion
aumentando la viscosidad de la preparacidon. Las limitaciones
asociadas al uso de almiddén nativo son la excesiva viscosidad
a bajo contenido de sélidos y su alta susceptibilidad a la
retrogradacién que produce geles opacos, sinéresis y carencia
de estabilidad al congelado-descongelado. Por estos motivos,
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se ha generado una amplia variedad de almidones con
modificaciones fisicas o quimicas.

La energia quimica almacenada en los carbohidratos,
proteinas y grasas es transformada por el proceso de
respiracion celular en energia biologicamente Gtil. Esta energia
una vez utilizada se libera en forma de calor (Parisi2003). El
organismo animal no crea ni destruye energia, sino que actla
como transformador de la misma. Por lo tanto, el contenido
energético de un alimento se puede determinar
combustionando una pequefa cantidad en una bomba
calorimétrica y la energia liberada representa el Calor de
Combustion o Energia Bruta (EB) del alimento tal como fue
ingerido (Lopez y Suarez 2008). Pero existen pérdidas de una
parte de la energia de los alimentos por la orina o por las
heces, que no siempre se pueden determinar en la practica
calorimétrica. Cuando las pérdidas de energia no se pueden
evaluar por calorimetria directa, la Energia Metabolizable (EM)
de los alimentos se puede estimar aplicando los factores de
Atwater (Lépez y Suarez 2008,Ramanet al 2007).En este
contexto, el objetivo de este trabajo fue evaluar desde el
punto de vista calorimétrico la potencialidad de mezclas de
almidon modificado y proteinas de lactosuero para la
produccién de postres.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de Muestras

Para la formulacién de las mezclas estudiadas se utilizd un
concentrado de proteina de suero con el nombre comercial
LACPRODAN®-80 (Arla FoodIngredients S.A., Buenos Aires,
Argentina). Lacprodan®-80 es un concentrado de proteinas de
suero (WPC) producido desde el suero de leche por

ultrafiltracién y secado espray. La composicion del
concentrado de proteinas de suero provista por el proveedor
es 78 £ 2 % p/p de proteinas, 7 + 2 % p/p de lactosa, 8 % p/p
de grasa, 3,5 % p/p de cenizas y 55 % p/p de humedad.
Asimismo se utiliz6 almidén de maiz modificado por hidrolisis
acida (Glucovil Argentina S.A., San Luis, Argentina). A partir de
estos ingredientes seformularon cuatro muestras: la mezcla
base con 5% de proteina de lactosuero y 9% de almidon de
maiz modificado (P5A9), mezcla base mas 2% de cacao (P5A9-
CAC), mezcla base mas 10% de sacarosa (P5A9-SAC) y mezcla
base mas 2% de cacao y 10% de sacarosa (P5A9-CAC-SAC). Se
pesaron y mezclaron los ingredientes solidos en un vaso de
precipitado de 500mL y se agregd la cantidad de agua
necesaria por pesada completando la masa total a preparar
(100g).Cada preparacion se dejé en agitacion a temperatura
ambiente durante 2 horas en un agitador magnético IKA C-
MAG HS7 (IKA Labortechnik, Brasilia, Brasil).A continuacion, las
soluciones se llevaron a un bafo termostatico Dalvo BTMP
(Santa Fe, Argentina) con temperatura controlada a 80°C
durante 30 minutos bajo agitacidén constante. La agitacién fue
provista por un equipo RW 20n (lkaLabortech Nick, Brasilia,
Brasil) a una velocidad angular de 60 rev/min. A este agitador
se le adaptd un impulsor helicoidalconstruido especificamente
para asegurar una distribucién uniforme en toda la masa de la
suspensidn. Posteriormente, las muestras fueron transferidas a
un bafo termostatico LKB 2919 Multitemp Il (Alemania) con
agitacion regulada a 25°C, durante 30 minutos.Para los
ensayos calorimétricos, una delgada capa de muestra fue
vertida en placas de Petri de vidrio de 8,5 cm de diametro y se
secaron en estura a 30+1°C durante 72 horas. Luego se retird
la muestra seca de las cajas, con espatula y se la volco en un
mortero, para ser pulverizadas. El polvo resultante se coloco
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en las placas de Petriy se llevo a estufa a 30+£1°C durante 24
horas. Finalmente, las muestras se compactaron con una
prensa pastilladora Modelo 9881 (Buenos Aires, Argentina) y
se colocaron en desecador hasta la determinacion
calorimétrica.

Determinacion del valor energético de las preparaciones

La cuantificacién del contenido energético de las sustancias
puras y de las formulaciones se realizé en un calorimetro Parr
1341, con bomba de oxigeno, balde metalico, camisa,
cubierta, motor de agitacién, agitador mecanico y circuito de
ignicion (Parrinstrument C, Illinois, USA). Para el ensayo
calorimétrico, cada una de las muestras prensada y seca se
colocd en una capsula interna de la bomba de reaccion, que
una vez cerrada se cargo con 8 atm. de oxigeno. Dentro del
balde metalico se deposito la bomba y se agregd un volumen
medido de agua (1300mL). Se conectaron los electrodos y
cuando se cerrd el calorimetro, el termometro y el agitador
ubicados en la tapa quedaron sumergidos en el agua. Luego
de armado el equipo, se puso en marcha el agitador y se
espero el tiempo necesario hasta que se alcanzo el equilibrio
térmico en el sistema. Se registré6 esa temperatura como
temperatura inicial del ensayo. A continuacion, se presioné un
interruptor que generd6 una corriente eléctrica por los
electrodos que produjo una chispa dentro de la bomba, lo que
permitid la combustion de la muestra. Una vez producida la
combustion de la muestra, la temperatura comenzé a
ascender en pocos minutos y se registraron las lecturas
temperatura-tiempo cada 30 segundos hasta que se obtuvo
un valor constante de la temperatura, que se registr6 como

temperatura final (Atkins y de Paula 2008,Brownet al 2009,
Vargas Dominguez 2011).

La interpretacion de los resultados experimentales, obtenidos
de las determinaciones calorimétricas se realiz6 aplicando el
primer principio de la termodinamica. Considerando que el
calorimetro es un sistema aislado que opera a volumen
constante, en cualquier proceso termodinamico, la variacion
de la energia interna (AU) del universo fisico se conserva, es
decir, permanece constante, para un cambio mensurable,

AU yn1verso Fisico = Qv = 0 (1)

dondeAU ;nverso Fisico€S la variacion de la energia interna del

universo fisico y es el calor intercambiado a volumen
constante. Asimismo, la variacién de la energia interna del
universo fisico se puede considerar como la suma de la
variacién de energia interna del sistema de estudio y la
variacion de energia interna de los alrededores. Por lo tanto,
el primer principio de la termodinamica se puede plantear de
la siguiente manera:

ﬂlU[)'f\u’!’lf'E.'R.S‘C' Fisico — ‘&USISTEMA + AUALREDEDOR =0 (2)

St el sistema de estudio es la reaccién de combustion y los
alrededores son el calorimetro, el agua y accesorios, la
expresion (2) se puede expresar:

&UCOMBUSTION + AUCALORiMETRO =0 (3)

113



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 noviembre 2014

La variacion de la energia interna de la combustién es,

AU compusTion = AcU%n (4)

dondeA;U%es la variacidn de energia interna de combustién
estandar y nes el numero de moles del compuesto

combustionado. Considerando que los gases se comportan
idealmente, por definicién la variacion de energia interna de
combustidn estandar se relaciona con la variacidon de entalpia
de combustién estandar A-H, de la siguiente manera,

AcH? = AU + (An)gases RT (5)

En donde (An) es la diferencia entre el nimero de moles de

productos gaseososylos moles de reactivos gaseosos.
Asimismo, la variacién de energia interna del calorimetro es,

AUcarorimerro = Ccarorimerro (Tfinai! — Tinicia1)(6)

dondeTfing; ¥ Tinicianw SON las temperaturas final e inicial,
respectivamente Yy Cearorimerro, €5 @ constante  del

calorimetro. Esta constante se calcula combustionando una
sustancia cuyo calor de combustion es conocido. Este valor
representa la cantidad de calor absorbido por el agua del
calorimetro, las paredes y los otros componentes del equipo.
El calorimetro utilizado para este trabajo se calibré con acido

benzoico cuya masa molar es 122,13 g/mol y la reaccion
termoquimica de combustion a la presion de 101,3 kPa. y
298K de temperatura es:

C7H502(5) + 75 Og(g) - 7C02(g) + 3H20(/)A5H°293 =—3227
kJ/mol (7)

dondeAn = 7- 75 = - 0,5. De esta forma, se obtuvo una
variacién de energia interna de combustion estandar igual a —
3225,76 KJ/mol. Las mediciones para la obtencion de la
constante del calorimetro se hicieron por duplicado y los
valores obtenidos se presentan en la Tabla 1.Se observa
buena reproducibilidad de los resultados experimentales, los
cuales arrojan unvalor promedio de constante de calorimetro
de 7,563 KJ/°C.

Una vez calibrado el calorimetro, se procedié acombustionar
las formulaciones siguiendo el procedimiento detallado
anteriormente. De estaforma, se obtuvo la variacion de
energia interna de combustion (AcU) de las formulaciones
porgramo de muestra y por porcion de alimento, que para el
caso de postres lacteos seconsidera de 100 g. Esta magnitud
se suele llamar energia bruta (EB).
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Tabla 1:Valores experimentales obtenidos para el calculo
de la constante del calorimetro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez calibrado el calorimetro se determind la EBde los
ingredientes con los que se hicieron las formulaciones. Los
valores obtenidos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Energia Bruta por gramo de ingrediente (Valor medio
+ desviacion estandar).

Masa Moles AT

g:i do é:fi o Tiniciat(® Tinat(® CcavorimeTro(
benzoi benzoic © © 7 =€y
co (g) o

1,041 0'03;352 27,02 30,64 3é6 7,595
0,907 0’025742 27,12 3é1 7,533

Conjuntamente con la determinacién de la EB, se estim¢ a

Ingrediente EB (kJ/ g) EB(kcal/ g)
Sacarosa 16,50+ 0,01 3,95+ 0,01
Cacao 20,21+ 0,09 4,84+ 0,02
Almiddn 22,25+ 0,50 5,32+ 0,12
WPC - 80 23,27+ 0,07 5,55+ 0,02

partir de la composicion de las formulaciones la energia
metabolizable multiplicando la cantidad en gramos de cada
macronutrientes por el factor de Atwater correspondiente, 4
kcal/g de proteinas e hidratos de carbono y 9 kcal/g de grasa
(Lépez y Suarez 2008).

Analisis Estadistico

A los valores experimentales de EBpor porcion se realizé un
analisis de varianza multifactorial (ANOVA) y cuando los
efectos de los factores fue significativo (P< 0,05) se aplico el
test Fischer LSD de rango multiple con un nivel de confianza
del 95%. El analisis estadistico fue realizado con Statgraphics
(Statgraphics Inc., Rockville, MD, U.S.A.).

En el caso de la sacarosa, se observa que el valor promedio
obtenido de EBcoincide con el reportado por Atkins y de Paula
(2008) para este producto. Asimismo, hay 100 g de
carbohidrato por cada 100 g de sacarosa, que se oxidan
completamente en una bomba calorimétrica y en el ser
humano. Por lo tanto, su presencia en las preparaciones
contribuye tanto al sabor dulce, como a la densidad
energética de la porcion.

Segun la ficha técnica reportada por el fabricante de cacao, el
producto utilizado presenta en un 95,99% de pureza, 11,7 %
p/p de grasa 'y 2,1 % p/p de humedad. El resto del producto
(82,19% p/p) se considera compuesto por hidratos de carbono
y proteinas. Por consiguiente, la mezcla presenta una
composicion mayoritaria de compuestos que aportan 4 kcal/ g
y una pequefia cantidad de grasa, la cual aporta 9 kcal/g. Por
lo tanto, un valor de EBde 4,84 kcal/g se considera adecuado.
El almidon utilizado, segun lo reportado por su fabricante, se
encuentra en estado puro. No obstante, este producto no es
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un almidon nativo (el cual deberia aportar 4 kcal/g), sino que
posee una modificacion quimica que puede modificar el
aporte de EB. El WPC utilizado esta compuesto
mayoritariamente por proteinas e hidratos de carbono (78%
p/py 7 % p/p, respectivamente) y ambos aportan 4 kcal/g de
EB. Pero ademas, este producto posee 8 % p/p de grasa. Por
lo tanto, un aporte de 5,55 kcal/g se considera adecuado para
la composicién del producto.

En la Tabla 3 se presentan los resultados experimentales
obtenidos de la combustion de las formulaciones bajo
estudio. La muestra P5A9 presentd un bajo aporteenergético
por porcidon y el agregado de 2% de cacao no presentd una
diferencia caldrica significativa. Mientras que las muestras con
el agregado de 10% de sacarosa, presentaron aumentos
significativos en los valores de la EB.

En la misma tabla también se presentan los valores de energia
metabolizable (EM) obtenidos por calculo, afectando la
cantidad de cada macronutriente por su respectivo Factor de
Atwater. Se observa que los valores de EMson inferiores a los
de EBobtenidos por calorimetria.

En una bomba calorimétrica, cada nutriente se oxida
completamente a didxido de carbono y agua y, ademas en el
caso de compuestos nitrogenados, a nitrégeno, liberando una
cantidad de energia en forma de calor. Sin embargo, en el
organismo humano la oxidacion de algunos de ellos es
incompleta (produciéndose urea, creatinina, acido Urico,
cuerpos cetonicos, etc). Por consiguiente, los carbohidratos
producen 4,1 kcal por la combustion completa de un gramo
de este macronutriente y 4 kcal en el ser humano, aunque esta
relacidn para la glucosa es 3,4/3,4. Por su parte, las proteinas
tienen una relacién 5,7/4 y las grasas de 94/9, entre
combustion en la bomba calorimétrica/oxidacion en el ser

humano (Juliarena P y Gratton 2008, Krause et al 2001). Este
es el motivo por el cual los valores de EM son inferiores a los
de EB. En tal sentido, en la Tabla 3 se presentan también los
valores de porcentaje de pérdida de energia que realiza el
organismo humano.

Tabla 3: Valores experimentales de EBy estimados de EMde
las formulaciones estudiadas (valores medios * desviacién
estandar)*.

Muestra EB (kcal/100g) EM (kcal/100g) % pérdida
P5A9 66,59+1,34° 58,45 12,22
P5A9-CAC 73,351,517 67,45 8,04
P5A9-SAC 103,91+1,02° 98,45 5,25

P5A9-SAC-CAC 118,35+12,82° 107,45 9,21

* Los valores promedio con letras diferentes en una columna indican
diferencias significativas (P < 0.05).

Segun CAA, (2010) un alimento “reducido en calorias” es aquel
que ha reducido en un minimo del 25% su contenido
energético total y una diferencia mayor a 40 kcal/100g (para
solidos) respecto al alimento tradicional. En tal sentido, la
muestra P5A9-SAC-CAC presentd una reduccion del aporte
energético de 20 %, comparada con un postre comercial de
similares caracteristicas a base de leche. Por lo tanto, no se
podria clasificar como un alimento “reducido en calorias”. Sin
embargo, una formulacién con un endulzante que no aporte
calorias, cumpliria con este requerimiento.
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La muestra P5A9 presentd un bajo aporte energético por
porcion y el agregado de 2% de cacao no presentd una
diferencia caldrica significativa. Mientras que las muestras con
el agregado de 10% de sacarosa, presentaron aumentos
significativos en los valores de la EB. Por consiguiente, se
concluye que el reemplazo de proteinas de leche por
proteinas de lactosuero permite obtener postres con bajo
contenido calérico.
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Resumen: La quinoa admite multiples usos, sin embargo, no
formar parte de los habitos alimentarios de la poblacion a
pesar de su destacable valor nutricional. Se desarrollé un
aderezo reducido en sodio y con perfil de acidos grasos
superior a los aderezos comerciales. Se realizd la
caracterizacion nutricional de las semillas crudas y cocidas.
Para la obtencion del aderezo, las semillas cocidas fueron
homogenizadas con aceite de oliva, lecitina, acido sérbico y
saborizantes. Luego fueron caracterizados nutricional vy
sensorialmente, y comparados con marcas comercializadas en
Argentina. La composicion de las semillas mostré un
contenido proteico similar a los cereales de consumo habitual,
destacandose la lisina, aminoacido esencial deficiente en los
cereales. Se obtuvieron aderezos que segun el Codigo

Alimentario Argentino pueden ser considerados "alimentos
para regimenes dietéticos” y de "muy bajo contenido en
sodio”. Ademas, se diferencia de los existentes en el mercado,
por el aporte de proteinas y acidos grasos monoinsaturados
(60%). En el analisis sensorial no existieron diferencias
significativas (P<0,05) entre las calificaciones. La composicion
nutricional hace del alimento un producto saludable que
puede ser empleado por personas con alto riesgo de padecer
enfermedades cronicas no transmisibles y se presenta como
una alternativa para ser incorporada en la dieta.

Palabras claves: Aderezo, saludable, reducido en sodio,
acidos grasos.

Abstract: Quinoa supports multiple uses, however, not be part
of the custom habits of the population in spite of their
remarkable nutritional value. Low sodium and fatty acid profile
greater than other commercial seasoning was developed.
Nutritional characterization of raw and cooked seeds was
performed. To obtain the seasoning, cooked seeds were
homogenized with olive olil, lecithin, sorbic acid and flavoring.
They were characterized nutritional and sensory, and
compared with brands marketed in Argentina. The
composition of the seeds showed a protein content similar to
commonly consumed cereals, emphasize lysine, an essential
amino acid deficient in cereals. Seasoning according to the
Cédigo Alimentario Argentino can be considered "food for
dietary regimes" and "very low sodium" were obtained. In
addition, unlike the product existing in the market, for his
contribution of protein and monounsaturated fatty acids
(60%). In sensory analysis there were no significant differences
(P<0,05) between the scores. The nutritional composition of

119


mailto:pmirandavilla@gmail.com
mailto:romi_mufari@hotmail.com

V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 noviembre 2014
the food makes a healthy product that can be used by people
at high risk of chronic non-transmisible diseases and is
presented as an alternative to be incorporated in the diet.

Key words: Seasoning, healthy, low sodium, fatty acids.
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La quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) es un alimento de
origen americano de destacable valor nutricional. St bien su
cultivo y consumo se practica desde el afio 5000 a.C., durante
mucho tiempo estuvo subvaluado. A pesar de esto, su
revalorizacion ha ido en aumento a tal punto que la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO) designé el afo 2013, como el afo
Internacional de la quinoa (FAO, 2012).

A partir del grano es posible obtener gran variedad de
productos, entre los que se destacan: harina, hojuelas,
extruidos, expandidos, granolas, barras energéticas, leche,
almidones, colorantes, saponina, concentrados proteicos,
germinados, entre otros productos (Villacrés, et al, 2011;
Montoya, et al, 2005).

St bien no forma parte de los habitos alimentarios de la
poblacion argentina, es posible desarrollar alimentos de
consumo masivo, que permitan incorporarla y que ademas
contribuyan a mejorar la salud y el bienestar del consumidor.
En este sentido, Argentina, al igual que los paises de
Latinoamérica, se caracteriza por un alto consumo de carnes,
grasas saturadas y azucares refinados, y un relativamente bajo
consumo de fibras y carbohidratos complejos. Dietas con
estas caracteristicas, generan enfermedades cardiovasculares
que constituyen un problema de salud publica por su alta
prevalencia y por ser la principal causa de muerte de la
poblacion adulta, en la mayoria de los paises (OMS, 2004).

La composicion plasmatica de lipoproteinas y colesterol refleja
la composicidon de acidos grasos dietarios. La ingesta de

acidos grasos saturados (C12, C14 y C16) elevan los niveles de
colesterol y lipoproteinas de baja densidad (LDL) en suero. La
ingesta de acidos grasos poliinsaturados puede producir una
reduccion moderada en los niveles de colesterol de LDL
plasmaticos, sin embargo, presentan el inconveniente de ser
facilmente oxidables en sangre. En tanto que, el acido oleico,
presenta un comportamiento neutro respecto a las LDL, pero
incrementa el nivel de las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
(Mesejo, Martinez y Martinez, 2012).

Por lo antes mencionado, el presente proyecto tuvo como
objetivo evaluar las caracteristicas nutricionales de las semillas
de quinua y el desarrollo de una alternativa saludable a los
aderezos tradicionales, que posea un perfil de acidos grasos
con beneficios para la salud, muy bajo en sodio y libre de
gluten.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y preparacion de la muestra

Los frutos de quinoa estudiando se cosecharon en el
Departamento La Poma, Salta, Argentina del afio 2010. Para el
acondicionamiento de las semillas se utilizdé un tamiz
vibratorio con malla de 12 mesh, el lavado se realizd por flujo
continuo de agua durante 1 hora y fueron secadas en un lecho
fluido a 50°C por 15 minutos.

Caracterizacion nutricional de la Quinoa

La Tabla 1 muestra los ensayos de caracterizacion realizados a
las semillas crudas. Todas las técnicas mencionadas son
métodos oficiales de analisis de la AOAC, 1999.
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Tabla 1. Técnicas de anélisis utilizadas

Analisis Método Referencia
Humedad Indirecto 934.01
Proteina Kjeldahl 984,13

Grasa total Soxhlet 920.39
Cenizas Calcinacién 923.03
Carbohidratos Calculo por diferencia BERNAL, 1993
Acidos grasos Esteres metilicos- GC 963.22

Aminoacidos Hidrolisis proteica- HPLC 994.12

Elaboracion del aderezo

Se elaboré con semillas cocidas (500 gramos de semillas se
sometieron a coccidon en 750 mL de agua durante 700
segundos a temperatura constante en una vaporiera de acero
inoxidable), aceite de oliva extra virgen y aditivos permitidos
por el Codigo Alimentario Argentino (CAA). El proceso de
obtencidn del aderezo consistid en la homogenizacion de 400
g de semillas cocidas, 500 mL de agua potable y 160 mL de
aceite de oliva en un molino coloidal marca Colmil. Luego se
adicionaron 2 g de lecitina de soya y 1 g de acido sorbico para
una nueva homogenizacion y se realizé una division en dos
partes iguales del producto para la adicién de los saborizantes
oleorresinosos (apio y mostaza) en proporciones 0,75 y 0,05
respectivamente. El envasado de los aderezos se realizd en
frascos de vidrio previamente esterilizados en autoclave por
15 minutos, los frascos fueron almacenados en camara fria a
3°C.

Evaluacion nutricional y sensorial del aderezo

Tabla 2. Técnicas de analisis nutricional

Andlisis Métodos Referencia
Humedad (g) Indirecto 934.01:1999
Proteinas (g) Kjeldahl 984,13:1999
Lipidos (g) Soxhlet 920.39:1999
Cenizas (g) Calcinacion 923.03:1999
Carbohidratos (g) Calculo por diferencia Bernal, 1993
Sodio (mg/100g) Espectrometria atomica 985.35:2005

Valor energético (Kcal,) * -

* El valor energético se calculo en base al contenido de los macronutrientes,
utilizando como referencia los resultados de los analisis quimicos y aplicando
los factores de conversion para carbohidratos, proteinas y grasas.

Para determinar el grado de aceptabilidad de los aderezos se
aplic6 una prueba afectiva de medicion de grado de
satisfaccion donde se evaluaron los atributos: color, sabor,
olor y consistencia utilizando escalas hedonicas de 5 puntos
(sitendo 5 la mayor puntuacién y 1 la menor puntuacién). La
prueba fue a simple ciego, entregandose a cada panelista las
dos muestras codificadas con numeros de tres digitos
obtenidos de la tabla de numeros aleatorios. Participaron de
la prueba 63 panelistas no entrenados y se utilizaron como
vehiculo del producto galletas crackers sin sal para untar las
muestras.
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Procesamiento de los datos

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado, y los
resultados fueron expresados sobre base seca como valor
medio y su desvio estandar. El analisis de datos fue realizado
utilizando InfoStat® version 2012 (Grupo InfoStat, FCA,
Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). Para analizar las
diferencias entre tratamientos se estimaron mediante un
analisis de la varianza (ANOVA). En aquellos casos en donde
se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), se utilizd6 a posteriori un test de comparaciones
multiples, LSD de Fisher.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3 se presentan las determinaciones que se
realizaron a la materia prima utilizada para la elaboracion del
aderezo. Como se puede observar, hay una diferencia de los
componentes principales de las dos semillas debido a las
perdidas por coccion. Sin embargo, ésta pérdida no produce
un detrimento en el perfil nutricional.

Tabla 3. Reporte nutricional de semillas de quinua

Determinaciones Semilla cruda Semilla cocida

Proteinas (g) 14,4+ 0,3 12,1°+ 0,3
Lipidos (g) 6,8°+ 0,1 53°+ 0,1
Cenizas (g) 2,16% + 0,09 1,7°+ 0,1
Carbohidratos (g) 66,6 + 0,5 80,9 + 0,5

Pruebas realizadas por triplicado (se reporta la media + la DS). Medias con
diferentes superindices en una misma fila difieren significativamente
(P<0,05)

Estos resultados muestran que la quinoa provee un contenido
proteico similar a los cereales de consumo comun como lo
son el trigo entre 7% y 18%, el maiz 9% a 12% y el arroz 6% a
8% (Ledn y Rosell, 2007). El contenido lipidico fue mayor a los
reportados por Gil (2010) en comparacion con los mismo
cereales (trigo 2,2%; arroz 2,4% y maiz 4,3%).

El contenido de cenizas fue menor en las semillas cocidas que
en las crudas, esto se deberia a las pérdidas ocasionadas
durante la coccion. Las perdidas fueron alrededor del 21%
(Cervilla, et al, 2014).

El estudio aminoacidico para identificar la calidad proteica de
los granos y el aderezo se muestran en la Tabla 4. Las semillas
de quinoa sin  tratamiento  térmico  presentaron
concentraciones sustancialmente mayores en histidina y lisina
que el trigo, el arroz (0,35% y 0,3% respectivamente) (Ledn y
Rosell, 2007) y el maiz (0,4%,) (Vera-Guzman, et al, 2012), pero
valores de metionina y cisteina menores, mientras que para
los restantes aminoacidos esenciales, los aportes son
semejantes (Cervilla, et al, 2012). Las semillas analizadas no
poseen proteinas biolégicamente completas ya que carecen
de la concentracion suficiente de aminoacidos esenciales. La
puntuacién quimica de la proteina de quinoa asciende a
medida que la edad de los grupos analizados es mayor; esto
se debe a que los requerimientos de aminoacidos disminuyen
como consecuencia de la menor demanda metabdlica, dado
que no requieren un balance nitrogenado positivo
(anabolismo) a edades mas avanzadas.
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Es decir, que a pesar de las deficiencias aminoacidicas
detectadas, es de gran valor destacar que la calidad de una
proteina no puede ser juzgada Unicamente en relacién al
patron de referencia, ya que cuando es comparada con los
patrones de requerimientos de aminoacidos esenciales para
cada edad, puede resultar inadecuada para el nifio y ser
adecuada para el adulto.

St bien se observa que las semillas cocidas presentaron
menores concentraciones de aminoacidos, estas deficiencias
no afectan la calidad general de la proteina, pues en la version
sin coccion la misma ya presenta un computo quimico bajo.
Ademas, los aminoacidos lisina e histidina siguen siendo
sustancialmente superiores a los de otros cereales, por
ejemplo trigo, al igual que en las semillas crudas.

Tabla 4. Perfil de aminoacidos de semillas de quinua y

Tirosina 0,28 + 0,01 0,20+0,08 0,09
Valina 0,56 + 0,07 0,42+0,08 0,20
Metionina 0,11 +£ 0,03 0,07+0,05 0,03
Cisteina 0,04 + 0,03 0,03+0,02 0,01
Isoleucina 0,43 + 0,00 0,31+0,12 0,15
Leucina 0,71 £ 0,02 0,51+0,19 0,24
Fenilalanina 0,43 + 0,01 0,31+0,12 0,15
Lisina 0,60 + 0,02 0,44+0,17 0,21

aderezo
Aminoéacidos Semilla cruda Semilla cocida Aderezo*
] (aa/100g)

Acido Aspartico 0,84 + 0,04 0,60+0,17 0,28
Acido Glutamico 1,47 £ 0,04 1,15+0,33 0,54
Serina 0,11 £ 0,03 0,11+0,08 0,05
Histidina 0,90 + 0,03 0,65+0,22 0,31
Glicina 0,66 + 0,02 0,42+0,18 0,20
Treonina 0,35 £ 0,02 0,25+0,11 0,12
Arginina 0,89 + 0,04 0,63+0,24 0,30
Alanina 0,48 + 0,01 0,37+0,12 0,17
Prolina 0,09 + 0,03 0,05+0,04 0,02

Pruebas realizadas por triplicado (se reporta la media * la DS)

*El reporte de los aminoacidos en el aderezo fue teérico en base a la cantidad
de aminoacidos aportado por la semillas cocidas.

Tabla 5. Perfil de acidos grasos de semillas de quinua (%)

Acidos grasos Semilla cruda Semilla cocida

Palmitico 16:0 9,16 10,19
Estearico 18:.0 1,03 nd

Oléico 18:1 27,64 28,74
Linoleico (w6) 18:2 54,98 53,24
Linolénico (w3) 18:3 5,67 6,02
Araquidico 20:0 0,33 0,37
Gonddlico 20:1 1,19 1.3

Eicosadienoico 20:2 Nd 0,05

La distribucion de acidos grasos de las semillas de quinoa
cruda y cocida se presenta en la Tabla 5. Los acidos grasos
insaturados que prevalecieron fueron el linoleico (C18:2) y el
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oleico (C18:1). No se observaron diferencias entre semillas
crudas y semillas cocidas que pudieran afectar la calidad
nutriclonal de los granos y productos derivados. Estos acidos
grasos son considerados esenciales ya que el organismo no
tiene capacidad para sintetizarlos por lo tanto deben ser
consumidos en la dieta habitual. La importancia de estos
reside en la capacidad para reducir los niveles plasmaticos de
colesterol y ademas poseen efectos antitrombogénicos
(Torresaniy Somoza, 2003). Por otra parte, el C18:1 poseen un
impacto favorable sobre las HDL-colesterol y de LDL-
colesterol, elevando las concentraciones de las primeras vy
reduciendo las segundas. Estos efectos beneficiosos han
estimulado su empleo como sustitutivo de las grasas
saturadas (Corio, Diaz y Gutiérrez, 2007). El acido graso
saturado prevaleciente en las semillas crudas y cocidas fue el
palmitico, siendo su concentracion de 9,16% y 10,19%,
respectivamente.

Tabla 6. Reporte nutricional del aderezo

Formulaciones Marcas comerciales*

Mayonesa

Determinaciones Sabor Sab-or Lil)),re de Ketchup Mostaza
mostaza apio

colesterol
Humedad (g) 7,44 7,48 8,6 7.9 8,9
Proteinas (g) 043 042 0 0,2 0
Lipidos (g) 1,73 1,77 2,3 0 1,6
Cenizas (g) 0,08 0,07 sd sd sd
Carbohidratos (g) 2,33 2,25 11 3,9 1,5
Sodio (mg) 0,47 0,49 67 113 139
Valor energético 26,61 26,61 25 17 21

(Kcal)

Valores expresados por porcion (12 g): 12 gramos equivalen a una cucharada
sopera.
*la informacion de las marcas comerciales es tedrica y consultada en
nutrinfo.com

Los aderezos desarrollados pueden ser considerados como
“alimentos de régimen o dietéticos”, ya que presentaron
modificaciones quimicas en su composicion que permiten
satisfacer necesidades particulares de determinados grupos
poblacionales.

La composicién nutricional del aderezo por porcion (Tabla 6),
que equivalen a 12 gramos, mostro contenidos similares en las
formulaciones con sabor mostaza y apio. Estos valores,
comparados con las marcas comerciales existentes en el
mercado argentino, presentaron un aporte calérico mayor
como consecuencia del empleo de una materia prima con alto
contenido de almidon y bajo contenido en sodio. Segun el
CAA (art. 1369), el aderezo desarrollado se considera “muy
bajo en sodio”, dado que sus aportes son menores de 40
miligramo de sodio por 100 gramos de producto listo para
consumir. Ademas, tiene proteinas que le dan un valor
agregado a este tipo de alimentos, que generalmente se
basan en aceites vegetales.

Tabla 7. Clase y composicion de acidos grasos presentes

Formulacion
Acidos grasos Sabor mostaza Sabor apio
Saturados (g) 17,63 17,34
Monoinsaturados (g) 64,41 64,31
Poliinsaturados (g) 17,92 18,3
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Los acidos grasos presentes en el aderezo (Tabla 7 y 8) son
aportados por el aceite natural de la quinoa y el aceite de
oliva extra virgen. Como se puede observar un destacado
contenido de acidos grasos monoinsaturados sobre los
politnsaturados y saturados.

Figura 1. Acidos grasos destacados en el aderezo de quinoa
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Tabla 8. Composicién relativa de acidos grasos determinada
por cromatografia gaseosa

i Aderezos Mayonesa
Acidos grasos Sabor Sabor Quinoa con
mostaza  apio oliva*
Palmitico 16:0 14,60 14,60 9,16 7,80
Miristico 14:0 - - - -
Palmitoleico 16:1 cis-9 141 141 - -
Margarico 17:0 0,11 - - -
Heptadecenoico 17:1 cis-10 0,18 0,18 - -
Estearico 18:0 2,00 1,84 1,03 3,20
Oléico 18:1 cis-9 60,50 60,00 27,64 32,70
Vacénico 18:1 cis-11 1,64 2,06 - -
Linoleico 18:2 cis-9,12 16,70 16,40 54,98 56,60
Octadecatrienoico  18:3 cis-9, trans - 0,46 - -
12,13
Linolénico 18:3 cis-9,12,15 1,22 1,44 5,67 -
Araquidico 20:0 0,49 0,51 0,33 -
Eicosenoico 20:1 cis-9 0,49 0,47 - -
Behénico 22:0 0,26 0,23 - -
Erdcico 22:1 cis-9 0,19 0,19 - -
Lignocérico 24:0 017 0,16 - -
Gondolico 20:1 - - 1,19 -

* Tomado de Peterson, et al,, 2006.

Tal como se puede apreciar en la Tabla 8, el acido oleico del
aderezo en estudio superd notablemente la cantidad
encontrada en una mayonesa con aceite de oliva. Esta
caracteristica deja en evidencia la adecuacion de este alimento
para ser empleado en dietas de personas que tienen un alto
riesgo de padecer enfermedades crénicas no transmisibles.
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Tabla 9. Valores medios de los atributos sensoriales

Formulaciones
Atributos evaluados T T2
Color 3,49 + 0,80 3,46% + 0,82
Sabor 3,08°+ 1,20 2,76% + 1,40
Aroma 3,56% + 0,84 3,48% + 1,01
Consistencia 3,63°+ 0,10 3,70°+ 0,82

Pruebas realizadas por triplicado (se reporta la media * la DS). Medias con
diferentes superindices en una misma fila difieren significativamente

(P<0,05).

De acuerdo con los resultados presentados del analisis
sensorial (Tabla 9) no existieron diferencias significativas
(P<0,05) entre las calificaciones emitidas por los panelistas
para los atributos evaluados. La puntuacién prevalente de los
atributos fue 3 y 4 puntos (ni me gusta, ni me disgusta y me
gusta, respectivamente). Sin embargo, en la formulacién 2 con
sabor a apio, se presenté la menor media en la calificacion
(2,76), llevando a la consideracion que este sabor deja regusto
en el paladar y no es comiunmente consumido en aderezos

(Figura 2).

Figura 2. Calificaciones por atributos sensoriales
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Este trabajo cumpli6 con sus dos objetivos propuestos:
caracterizar en forma completa el grano de quinoa destinado
a un producto alimenticio, identificando las cualidades de este
cereal andino y avalando el impulso que cobro su produccion
en los ultimos afios, reconociendo su aporte no solo a nivel
nutriclonal sino a mejorar la salud. El segundo objetivo de
producir un alimento a base de quinoa tuvo en cuenta el
desaflo de lograr un producto aceptable y que pueda
introducirse de manera paulatina en un consumo constante. Al
tener en cuenta que la poblacién no tiene adquirido el habito
de consumir quinoa se busco su introduccion en un producto
que se compone de sabores fuertes y lograr reducir su sabor
caracteristico, el cual puede parecer extrafio a un consumidor.
Este producto se disefid de manera que cumple los requisitos
de "muy bajo contenido en sodio” con respecto a los
disponibles en el mercado y alto contenido de acidos grasos
monoinsaturados.

El desafio es seguir elaborando productos con propiedades
saludables basados en este cereal andino intentando lograr su
aceptacion y consumo en forma masiva y permanente.
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CONTRIBUCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS
(FLAVONOIDES) DE EXTRACTOS DE PROPOLEOS
PARA USO ALIMENTICIO EN LA ELABORACION DE
ALIMENTOS FUNCIONALES

Rivero R.C.", Archaina D.A.", Roche M.F.!, Vallejos O.A.",
Sosa N."2, Pancrazio G.l.!, Baldi Coronel B.M.'

1: Facultad de Bromatologia, Universidad Nacional de Entre
Rios, Perén 64, Gualeguaychd, Entre Rios, Argentina.
2: CONICET

Resumen Los propdleos son una mezcla compleja con mas de
200 compuestos,  principalmente,  polifenoles  cuya
concentracion relativa depende del origen de la muestra,
mientras que la actividad biologica, de los flavonoides.
Teniendo en cuenta la relacién flavonoides-efecto bioldgico se
clasifican como productos bioactivos, capaces de establecer
multiples combinaciones, con efecto sinérgico,
asignandoespecial importancia su poder antioxidante. El
articulo 1339 delCodigo Alimentario Argentino incorpora a los
alimentos con propoleos dentro de los dietéticos. En este
trabajo se prepard un extractoetanélico de propéleo (EEP) al
85 %v/v, para cada tipo de muestra, obtenido por agitacién a
temperatura ambiente. Se analizd la composicion fenodlica
empleando cromatografia liquida de alta performance
(HPLC).Loscromatogramas obtenidos presentaron un perfil de
flavonoides constituido mayoritariamente por acidos fenélicos
(acido cafeico, acido benzoico, ferulico, cinamico, cumarico)y
en menor medida por flavonas (pinocembrina, galangina y
apigenina)yflavonoles (flavonolesmonohidroxilados en el
anillo B). Cuantitativamente, los flavonoides mas abundantes

en todos los EEP fueron pinocembrina, crisina y galangina,
acido benzoico, cinamico, ferdlico, también kaempferol y
apigenina.En conclusion los EEP se perfilarian como un
potencial componente para la produccion de los alimentos
funcionales por ser una fuente de compuestos biactivos
naturales que incidirlan en el poder antioxidante de los
alimentos.

Palabras Clave: extractos de propoleos, compuestos
fendlicos, flavonoides, cromatografia.

Abstract: Propolis is a complex mixture of over 200
compounds, mainly polyphenol whose concentration depends
on the origin of the sample, whereas the biological activity on
flavonoids. Considering the ratio biological effect-flavonoids
are classified as bioactive products capable of establishing
multiple combinations, with synergistic effect, with special
emphasis its antioxidant power. Article 1339 of the Argentine
Food Code incorporates foods with propolis in dietary group.
In this study an ethanol extract of propolis (EEP) 85% v/v, for
each sample, obtained by stirring at room temperature was
prepared. Phenolic composition was analyzed using high
performance liquid chromatography  (HPLQ). The
chromatograms displayed a flavonoids profile consisting
mainly of phenolic acids (caffeic, benzoic, ferulic, cinnamic,
coumaric) and flavones (pinocembrin, galangin and apigenin)
and flavonols (monohydroxyflavonols in the B ring).
Quantitatively, the most abundant flavonoids in all EEP were
pinocembrin, chrysin and galangin, benzoic, cinnamic, ferulic,
also kaempferol and apigenin. In conclusion, the EEP would
outline as a potential component for functional foods
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production as a source of natural bioactive compounds that
would impact the antioxidant power of foods.

Keywords: propolis extracts, phenolic compounds, flavonoids,
chromatography
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En las ultimas décadas los alimentos funcionales han tenido
un creciente interés por parte de los consumidores y de los
investigadores, buscando nuevas fuentes de compuestos
funcionales o procesos que puedan mejorar las capacidades
funcionales de los alimentos. Tal es el caso de los productos
derivados de la miel, en este sentido, el propdleo es uno de
los productos de la colmena que posee muy buenas
propiedades funcionales (Mello et a/2010). El propdleo es una
sustancia resinosa preparada por las abejas como resultado de
mezclar la resina obtenida de plantas con sus secreciones
salivales y su composicion varia dependiendo de su ubicacion
geografica y su origen botanico (Lima et al 2009, Agueroet al
2010, Falcdoet al 2013, Aguero et al 2014).Su composicidn
quimica es compleja y depende de la flora presente en el area
de recoleccidén; sin embargo, se han identificado como
principales componentes: alcoholes, aldehidos, aminoacidos,
acidos alifaticos, acidos aromaticos, ésteres aromaticos,
flavonoides, acidos grasos, acidos p-cumaricosprenilados,
acidos cafeoilquinicos, lignanos, acidos diterpénicos,
triterpenos, esteroides y azucares (Marcucci 1995; Bankovaet
al 2000).Segun Aglero et al (2011) sus propiedades
antimicrobianas, antivirales, anticancerigenas y antitumorales
han sido motivo de estudio en todo el mundo.

Debido a que el propdleo es un material muy viscoso y posee
muchas impurezas, para su utilizacibn debe someterse
previamente a un proceso de extraccion. El método de
extraccidon de mayor difusidon es la extraccion etanolica. Al
extracto etandlico de propédleose le atribuyen las mejores

propiedades funcionales y un alto contenido de compuestos
fenolicos. Sin embargo, la aplicacion de este tipo de producto
en alimentos esta limitada por el aroma y el sabor fuerte del
extracto etandlico(da Silva et al 2013).

La mayoria de estas preparaciones se basan en extractos
etandlicos de propoleos. A pesar de las posibles diferencias en
la composicion de propdleos, ya que las abejas recogen
resinas de fuentes vegetales diferentes, la mayoria de las
muestras de propoleos son quimicamente bastantes similares.
El propéleo bruto se compone de 50 % de resina (compuesto
de flavonoides y acidos fendlicos relacionados y considerada
la fraccidon polifendlica, 30 % de cera, 10 % de aceites
esenciales, 5 % de polen y 5 % de diversos compuestos
organicos). Para su uso debe ser purificado por extraccién con
disolventes. El solvente usado es el etanol, y mediante
extracciones sucesivas se obtienen extractos de propdleos
desparafinados ricos en componentes polifendlicos. En
tecnologia alimentaria, actualmente se tiende al uso de
sustancias naturales para la elaboracién de alimentos y sobre
todo para conferirles propiedades especiales. Asi obtenemos
los llamados alimentos funcionales que son aquellos que
ademas del aporte nutricional, ayudan a prevenir ciertas
enfermedades.

Es importante destacar la fuerte tendencia del mercado, que
desde hace tiempo se observa sobre todo en los paises
desarrollados, de optar por productos naturales y que
establezcan en el organismo alguna funcion beneficiosa
especifica. Es en este sentido que los propoleos se perfilan
como un excelente ingrediente en la formulacion de alimentos
nutritivos y con alto valor agregado, circunstancias que
demuestran ser claves para el desarrollo de la industria
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alimentaria actual y, sobretodo, en las economias regionales
de la provincia de Entre Rios.

La inclusidon del propdleo en los alimentos, es altamente
justificada debido a las importantes propiedades que posee
dado que es un concentrado de flavonoides. Es un producto
natural, no sometido a procesos de obtencion ni
reflnamientos y constituye un subproducto de la principal
actividad de la industria apicola que es la miel de mucha
importancia econdmica para nuestro pais. La miel y el polen
suelen ser los productos de la colmena mas conocidos; sin
embargo, al propoéleos se le han atribuido innumerables

propledades medicinales como: aglutinante,
inmunomodulador, antibiotico, antimicrobiano,
antibacteriano, antimicético, antiinflamatorio,
hepatoprotector, antioxidante, antthemorragico,
desparasitante,  antitumoral,  antioxidante,  antiedema,

estimulante de la regeneracién de epitelios, reductor de
colesterol, revitalizante, desintoxicante, tonico, etc. (Herrera et
al, 2010; Aglero et al, 2011; Saavedra et al, 2011; Pistelli and
Giorgi, 2012).El propdleos ejerce ademas, efecto inhibidor
frente a diversos virus. Esta actividad se atribuye al contenido
en compuestos fendlicos, principalmente acido cafeico,
ésteres de los acidos cafeico y ferllico (3-metilbut-2-enil
cafeato, 3-metilbutil ferulato) y agliconasflavénicas (luteolina y
quercetina), muy activas frente al virus del herpes (Hegazi y
Abd El Hady 2002).

La importancia como complemento de la alimentacion se basa
entre otras en sus propiedades inmunoestimulantes, ya que
aumentan la resistencia del organismo frente a infecciones;
ademas de que los flavonoides o materias colorantes son una
de las sustancias mas activas de su composicidon con caracter
antiséptico. Incluyendo este producto en la dieta,

encontramos numerosas ventajas nutritivas, terapéuticas,
dietéticas, asi como preventivas de ciertas carencias nutritivas.
También la industria alimentaria ha encontrado muy buenos
resultados en el uso de propdéleos como preservador de
alimentos. La investigacion bibliografica nos lleva a
comprobar que los propéleos se utilizan como materia prima
en la elaboracién de diversos productos, tales como: tintura,
jarabes y caramelos; también se elaboran preparados en forma
de spray o polvo o recubrimientos comestibles; y en
productos con miel, o equindcea (Echinacea Purpurea
Angustifolia), el propoleos combina propiedades nutricionales
importantes (Wollenweber and Buchmann, 1997; Burdock,
1998; Bankovaet al, 2000; Cohen et al, 2004).Aratjo da Silva
et al (2014) menciona a los compuestos fenodlicos como un
potencial indicador de la calidad bioldgica de los extractos de
propoleos por sus propiedades antioxidantes, poresta razon,
muchos nutricionistas recomiendan la ingesta de flavonoides
(bioflavonoides e isoflavonoides) para mantener los tejidos
sanos y promover un adecuado equilibrio de hormonas y
antioxidantes en el cuerpo, presentando propiedades
medicinales muy interesantes. La actividad de los flavonoides
como antioxidantes depende de las propiedades redox de sus
grupos hidroxifenélicos y de la relacion estructural entre las
diferentes partes de la estructura quimica (Martinez et al
2002). El nuimero y la posicion de grupos hidroxi, la
glicosilacién y otras sustituciones determinan la actividad de
secuestro de radicales por los compuestos fendlicos.

El objetivo de este trabajo fue preparar un extracto
etanodlicodepropdleo (materia prima)que permita conservar
los principios activos naturales (flavonoides) y analizar su
composicion fendlica por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC).
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MATERIALES Y METODOS
Muestras

Se tomaron muestras de propdleos de apiarios ubicados en
Gualeguaychu, Entre Rios, Argentina, cosechadas por distintos
métodos(n=8): la muestra 1 denominada (M4) obtenida
pormezclas (n=4) cosechadas porel método de raspado, que
emplea una espatula para remover el producto adherido en
las caras laterales, tapas y entretapa de la colmena. La muestra
2 (My)(mezcla n=4), obtenida con mallas plasticasmatrizadas
que una vez recubiertas del material, se retiran de la colmena
y se almacenan a -20 °C para facilitar la remocién del
producto. Para obtener una muestra que sea representativa
de lo que se realiza a escala industrial se mezclaron las dos
anteriores, consiguiendo la tercera, (Ms). El muestreo se realizd
en forma aleatoria.

Obtencion de los extractos etandlicos de propdleo (EEP)

Se realizaron extracciones sucesivas a temperatura ambiente
con agitacién empleando soluciones acuosas de etanol de 85
% (Sawayaet al2004), donde 5 g de propoleo crudo se
mezclaron con 50 ml de solucién acuosa de etanol, agitando
durante 30 minutos. El liquido se separd y el residuo se volvio
a extraer con la misma porcién de etanol por tres veces.
Posteriormente se refrigerd por 72 hs a 4°C y se filtré para
separar las ceras.

Determinacion del perfil de flavonoides por Cromatografia
Liguida de Alta Resolucion

Se utilizé un cromatdgrafo HPLC Waters Binario Modelo 1525
con detector de arreglo de diodos Waters Modelo 2996,
columna de fase reversa 5 ym C 18 250 x 4,6 mm. Las
condiciones cromatograficas de trabajo fueron: Flujo: 1,0

mL/min. Volumen de inyeccion: de 20 uL. Temperatura del
horno: 30 °C + 0,5 °C. Longitud de onda: 270 nm. Tiempo de
corrida: 86 minutos. El gradiente empleado se presenta en la
Tabla 1.

Tabla 1. Gradiente utilizado en la determinacidon de
flavonoides

Tiempo Flujo Bomba A Bomba B
(min) (mL/min) Metanol (%) Agua: Ac. Férmico (5%)
0 1,00 30 70
15 1,00 30 70
20 1,00 40 60
30 1,00 45 55
50 1,00 60 40
65 1,00 80 20
75 1,00 100 0
86 1,00 30 70

La identificacidon de los flavonoides se realizd mediante la
comparacion de tiempos de retencidon y espectros de
absorcion, y co-inyeccion de estandares cuyas caracteristicas
se detallan en la Tabla 2.Lla cuantificacion de estos
compuestos se realizd mediante la técnica de estandar
externo. Para ello se determind el area bajo cada pico
identificado del cromatograma, se la comparé con la del
estandar correspondiente elegidos teniendo en cuenta que
mas del 50 % del peso de los propdleos esta constituido por
estos flavonoides (Banskotaet al 1998, Duarte et al
2003,Pryzyket al 2003). Conociendo la dilucion realizada a la
muestra se determind la concentracion de flavonoidesdel EEP
expresada en mg por gramo de residuo seco empleando
laecuacion (1).

A fd
CFEEP - A Ttnd X CStd X resinas(1)
5
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Donde:CFgep:  concentracion del flavonoides en mg/g de
residuo seco del EEP; Cqq: concentracion del estandar en
mg/mL de solucidén; An: area del pico correspondiente a la
muestra; Agq: area del pico correspondiente al estandar; fd:
factor de dilucion (250); resinas:gramos de resinas en 100g de
EEP sobre base seca.

Tabla 2.Parametros de los flavonoides empleados como
estandares

Flavonoides Pureza STD CC mg/mlfinal Tiempo Retencién
Ac. Galico 9% 0,056 2,682
Ac. Protocatequico 9 0,018 3,808
Ac. Clorogénico 99 0,058 4177
Ac. Cafeico 90 0,036 5,793
Ac. Vainillinico 100 0,020 6,098
Ac. cumérico 98 0,020 9,759
Ac. Ferdlico 90 0,036 11,397
Ac. Sinapico 100 0,020 11,821
Ac. Benzoico 99,5 0,134 17,291
Ac. Elagico 90 0,018 20,860
Ac. Cindmico 99 0,008 29,279
Quercetina 929 0,020 31,480
Kaempferol 99 0,022 40,745
Apigenina 99 0,021 42,411
Pinocembrina 95 0,056 48,293
Crisina 90 0,019 54,902
Galangina 99 0,020 56,442

Analisis Estadistico

Las diferencias significativas entre losmétodos de obtencion
de los EEP y los diferentes compuestos detectados se
determinaron mediante analisis de varianza (ANOVA), por la
aplicaciéon del método de Fischer. Se utilizo un nivel de
significacion alfa de 0,05 (p<0,05). Para estos procedimientos
se trabajo con el software InfoStat v2011e.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dentro de los métodos analiticos utilizados con mayor
frecuencia en el estudio del perfil de flavonoides de los
propoleos se ha wusado con buenos resultados la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) (Markhamet al
1996,Bankovaet al 2004,Sawayaet al 2004, Isla et al 2005).

En el analisis por HPLC, los tiempos de retencién en una
separacion cromatografica dependeran de las condiciones de
operacidon comodel tipo de columna, el flujo y proporcion de
los solventes a las cuales se realizan los analisis. En la Figura 1
se presentancromatogramasobtenidos de cada uno de los EEP,
en los que se identificaron 12 de los 17 flavonoides
estudiados.
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Ademas se puede observar que todos los EEP presentan un
perfil de flavonoides constituido principalmentepor acidos
fenolicos y en menor medida por otros compuestos como
flavonas y flavonoles. Entre los acidos fenodlicos presentes en
todos los EEP encontramos, acido cafeico, benzoico, ferulico,
cinamico, galico, mientras que protocatéquico,
elagico,vainillinico y sinapiconono se detectaron. Los
flavonoides incluyeron flavonas como pinocembrina,
galangina y apigenina presentes en todos los EEP mientras
que quercetina no se detecté en ninguno de ellos (Figura 1 A,
By ).

Estos compuestos han sido reportados por otros autores al
estudiar propoleos de diferentes origenes geograficos como
China, Uruguay (Bonvehiet al 2000), Brasil (De Castro 2001,
Duarte et al 2003), Argentina, Australia, Chile, Hungria,
Estados Unidos, Nueva Zelanda, Sudafrica, Tailandia, Ucrania,
Uzbekistan (Kumazawaet al 2004), Italia (Bankovaet al
2002).Ast mismo se han aislado flavonas (apigenina,
galangina), flavonoles (kaempferol,), flavanonas (pinobaksina,
pinocembrina),  chalconas, dihidrochalconas y  otros
(Marcucciet al 2000, Mateescu 2000,Heoet al 2001,Nafadyet
al 2003) de diferentes propoleos.Ahnet al (2007) analizaron
muestras de diversas regiones de China y los principales
compuestos presentes en estas muestras e identificados por
estandares fueron los acidos cafeicos, ferdlico y p-cumarico y
los  flavonoides,  pinocembrina,  galangina,  crisina,
pinobanksina entre otros.

En cambio Isla et al (2005) estudiaron muestras de propoleos
colectados en diferentes regiones del norte de Argentina
donde los extractos etanodlicos fueron analizados por HPLC y
comprobaron que la composicién quimica de éstos es similar
a la que presentan los propoleos de Europa, Norte América y

Nueva Zelanda. En comparacion con nuestros resultados
obtenidos en muestras provenientes del sur de la
Mesopotamia se observaron diferentes perfiles de flavonoides
en los EEP analizados aunque presentaron el mismo
componente mayoritario (Pinocembrina).

En la figura 2 se presentan las concentraciones de los
flavonoides identificados en los diferentes EEP del sur de la
Mesopotamia Argentina.Estos valores fueron similares a los
reportados por Isla et al (2005) en las provincias de Santiago
del Estero y Salta. A fin de simplificar el analisis de los
resultados y teniendo en cuenta las diferencias con estudios
realizados en nuestro pais se puede destacar la presencia de
tres componentes cuya suma representa aprox. el 80% del
total de los componentes identificados (Pinocembrina, Crisina
y Galangina).
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Figura 2: Perfil de flavonoides de los EEP. M;(azul); M»(Rojo);
Ms (verde).

A su vez, se determind la abundancia relativa de flavonoides
detectados en los extractos de acuerdo a los diferentes
procesos de cosecha, raspado y malla para comprobar
variaciones.Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Abundancia relativa (%) de los compuestos fenélicos
presentes en los extractos de acuerdo a los diferentes
métodos de cosecha.

Compuesto Raspado Malla Mezcla
AcidoCafeico 1,328 0,87 1,06™#
AcidoFerilico 2,757 0,28° 1,30%°
AcidoCinamico 0,158 2,28%8 2,078
AcidoCumarico 2,178 1,438 1,66%8
Ac. Galico 0,69°# 0,73 0,65°*
Ac. Clorogenico 2,008 2,199%8 1,945 48
Kaempferol ND 2,64°7° 3,039%°
Apigenina 2,85°° 2,3398 1,84%¢8
AcidoBenzoico 6,29' 3,65°€ 4,98"¢
Galangina 16,619° 17,339° 16,41'°
Crisina 26,90"F 29,63 27,51F
Pinocembrina 38,24'F 36,63" 37,52

Diferentes letras minusculas en el mismo método de cosecha indica
diferencias significativas entre compuestos mientras que diferentes letras
mayusculas para todos los métodos de cosecha indican diferencias
significativas entre compuestos (p<0,05). ND: no detectado

En cuanto a los métodos de cosecha (raspado y malla), se
pueden distinguir tres grupos significativamente diferentes
asociados a la abundancia relativa de los compuestos
identificados (Tabla 3).

El primer grupo constituido por los componentes de menor
abundancia relativa (0,15% - 2,75%):acidoscafeico, ferulico,
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cinamico, cumarico, galico y clorogénico,
apigeninaykaempferol.

El segundo grupo de abundancia relativa comprendida entre
365% y 1733% e integrado por acido benzoico vy
galangina(3,5,7-Trihidroxiflavona), flavona hallada en
propodleos de Caborca (Hernandez et al 2007).

Por ultimo el grupo de los compuestos mayoritarios(26,9% al
38,24%) al que pertenecen crisina(5,7-Dihidroxiflavona) y
pinocembrina (5,7-Dihydroxyflavanona) flavonona
caracteristica de los propéleos que se asocia con la presencia
de arboles de la especie de Populus(alamos) y es reportada
por primera vez en propdleos producidos en México por Lugo
Sepulveda (2009).

Se puede sefalar que en general, entre los diferentes métodos
de cosecha no existe efecto significativo sobre la composicion
fendlica. Estos resultados estan acordes con Ordoinez et al
(2007) quienes informaron para propoleos de San Juan,
Argentina, contenidos de flavonoides similares a los
encontrados para propodleos del Norte Argentino, y no
observaron diferencias en muestras obtenidas por el método
de raspado y malla al igual que los resultados obtenidos en el
presente trabajo. Incluso los perfiles obtenidos fueron
similares y en todas las muestras de propoleos
independientemente del método de recoleccién y de la época
del afo se detectd la presencia de galangina considerandolo
un flavonoide marcador de la calidad de propoleos.
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Los métodos de cosecha no tienen efecto significativo sobre la
composicion fenolica global de los EEP.La presencia de estos
compuestos demuestra que los EEP se perfilan como un
potencial componente para alimentos funcionales aportando
compuestos bioactivos de importantes propiedades para la
salud, debido a que presentaron un alto contenido de
compuestos fenolicos.
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Resumen: Numerosos estudios reportan los efectos
beneficiosos para la salud de los compuestos fenolicos, pero
no se han realizado estudios para recomendar ingestas diarias.
Este trabajo tiene como objetivo identificar los principales
alimentos aportadores consumidos y estimar la ingesta diaria
de polifenoles en un grupo de jévenes universitarios.

Se realizaron recordatorios de 48 h, en jovenes universitarios
seleccionados al azar de tercer afio de la Facultad de
Bioquimica.

La muestra estuvo constituida por 59 estudiantes. Para
calcular el aporte de sustancias antioxidantes de los alimentos
de la dieta se uso las tablas de composicion incluidas en
Phenol-explorer.

Se observé una ingesta muy baja de alimentos descriptos
como principales fuente de compuestos fendlicos.

Los rangos de consumo de los alimentos que aportan mayor
cantidad de polifenoles son: mate cebado (0-1150 cc/dia), café
(0-750 cc/dia), té (0-500 cc/dia) y cebolla (0-40 g/dia).

El consumo promedio de polifenoles totales fue de 911
mg/dia. La distribucién de los diferentes compuestos fenolicos

aportado por la dieta fue 51,55% de acidos fenodlicos; 34,02%
flavonoides; 12,90% otros polifenoles y 1,45% lignanos.

Este estudio es un primer paso hacia la generacion de datos
de ingesta de compuestos fendlicos y de compuestos
antioxidantes totales.

Palabras clave: dieta, estudiantes universitarios,

antioxidantes, compuestos fendlicos.

Abstract: Numbers of studies report the beneficial health
effects of phenolic compounds, but there are no studies that
recommend daily intakes. This work aims to identify the main
contributors foods consumed and estimate the daily intake of
polyphenols in a group of university students.

Reminders of 48 h were performed in randomly selected
young third-year university Faculty of Biochemistry.

The sample consisted of 59 students. To calculate the
contribution of antioxidants from foods, composition tables
included in Phenol-explorer was used. A very low intake of
foods described as major source of phenolic compounds was
observed.

The ranges of consumption of foods that contribute most
polyphenols were mate (0-1150 cc/day), coffee (0-750 cc/day),
tea (0-500 cc/day) and onion (0- 40 g/day).

The average consumption of total polyphenols was 911
mg/day. The distribution of the different phenolic compounds
provided by the diet was 51.55% of phenolic acids; 34.02%
flavonoids; other polyphenols 12.9% and 1.45% lignans.

This study is a first step towards generating data intake of
phenolic compounds and total antioxidant compounds.

Key words: Diet, university students, antioxidants, phenolic
compounds
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La alimentacién ejerce una gran influencia en la salud de las
personas, afectando su rendimiento fisico e intelectual (M.J.
Oliveras Lopez et al, 2006; Espinoza, L.et al 2011; A. Izquierdo
Hernandez, 2013). Ademas de considerar el aporte de macro y
micronutrientes de las dietas, es importante realizar una
evaluacion del contenido de otras sustancias que tienen
actividad biofuncional. Estas otorgan a los alimentos
caracteristicas que permiten incluirlos en la definicién de
alimentos funcionales. Recientemente la Academia de
Nutricién y Dietética elaboré un documento donde los define
como “alimentos integrales, junto con aquellos que han sido
fortificados, enriquecidos o alimentos mejorados que tienen
un efecto potencialmente beneficioso en la salud cuando se
consume como parte de una dieta variada de forma regular a
niveles eficaces”. Agrega que cada vez es mayor la evidencia
de que algunos componentes de los alimentos que no se
consideran nutrientes en el sentido tradicional, pueden
proporcionar beneficios para la salud. El uso de alimentos
para proporcionar efectos favorables mas alla de la prevencion
de las deficienclas es una progresion razonable de
intervencién nutricional tradicional (Academia de Nutricidn y
Dietética, 2013). Entre estos compuestos se encuentran los
prebidticos, probioticos, fibra dietaria y componentes con
actividad antioxidante. Estos ultimos estan presentes en
alimentos de origen vegetal, pueden tener gran impacto en la
prevencion de enfermedades no trasmisibles como
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y cancer
(S. Wang et al, 2011). Estudios epidemioldgicos sugieren

asociaciones entre el consumo de alimentos ricos en
polifenoles y la prevencion de enfermedades cardiovasculares
y distintos tipos de cancer entre otras. Se les atribuyen
también propiedades anti envejecimiento (A. Scalbert et al,
2005). Todas estas caracteristicas han hecho que el interés por
las sustancias antioxidantes aumente en los Ultimos afos.

Los polifenoles se clasifican en acidos fendlicos, estilbenos,
lignanos, flavonoides y taninos. Los mismos provienen de
alimentos de origen vegetal. Los acidos fendlicos se
encuentran ampliamente distribuidos en los alimentos. Los
que se encuentran mas a menudo son el acido ferulico y el
cafeico. El salvado de trigo contiene abundante cantidad de
acido ferulico, mientras que el acido cafeico se encuentra en
frutas, vegetales y café (Kron et al,, 1997).

Los flavonoides pueden dividirse en varias clases, algunos de
ellos son las antocianidinas, flavonas, flavonoles. Por su
actividad estrogénica, las isoflavonas son consideradas
especialmente en los ultimos tiempos, ya que tendrian un rol
preventivo de cancer de mamas y osteoporosis (Clifford and
Scalbert, 2000). Entre los estilbenos se destaca el resveratrol,
por sus propiedades anticarcinogénicas. Esta clase de
compuesto fenélico no se encuentra ampliamente distribuida
en los alimentos (Jang et al., 1998).

Los lignanos son polimeros complejos de moléculas fendlicas,
reconocidas como fitoestrégenos (Adlercreutz and Mazur,
1997).

Por ultimo, al mencionar otros polifenoles se hace referencia a
compuestos que se producen por la polimerizacion de
flavonoides y acidos fendlicos (Santos-Buelga and Scalbert,
2000).
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Se han realizado numerosos estudios sobre el contenido de
compuestos bioactivos en alimentos, pero son escasos los que
evallan la ingesta diaria a través de la dieta.

En este trabajo se analizara el consumo de polifenoles con
actividad antioxidante. Los taninos no se consideraran debido
a que ejercen una actividad antinutrictonal (A.M. Camean
Hernandez, M. Repetto Jiménez, 2012).

Conocer el aporte de los alimentos incluidos en la dieta
habitual es fundamental para desarrollar politicas alimentarias
y campafas de difusién sobre alimentacidon que contribuyan a
fomentar el consumo de esos compuestos benéficos; también
es Util para realizar intervenciones en el sector educativo y de
salud publica.

Los jovenes universitarios pasan mucho tiempo fuera de sus
hogares, en muchos casos llegan a estudiar desde lugares
alejados a los centros de estudio y esta independizacion
respecto a la alimentacién hogarefia se ve reflejada en su
alimentacion. Por esta razon este trabajo propone evaluar la
alimentacién de  este grupo poblacional con especial
referencla al consumo de compuestos con actividad
antioxidante (C. Troncoso, J. P. Amaya, 2009).

En Argentina entre las principales causas de muerte se
encuentran las enfermedades isquémicas del corazén, y
cerebrovasculares, y las neoplasias malignas (Indicadores
basicos de Salud, OPS, 2012).

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es determinar el consumo diario de
polifenoles en un grupo de jovenes universitarios, identificar
los principales alimentos aportadores consumidos y sugerir
aquellos que sean ricos en polifenoles y no sean habituales en
la dieta.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron en jovenes universitarios seleccionados al azar,
recordatorios de 48 h, incluyendo un dia habil y un dia de fin
de semana. Se consider6 que todos fueran sanos y
consumieran alimentos en sus hogares y/o en comedores
cercanos a la universidad en los que eligieran libremente su
alimentacion.

Los jévenes seleccionados se encuestaron durante dos
semanas en tres diferentes franjas horarias de asistencia a
clases y teniendo en cuenta no repetir la persona ya
encuestada. Se les solicito tener en cuenta ademas de las
comidas realizadas, todas las bebidas no alcohdlicas e
infusiones. Se incluyd el registro de sexo, edad, peso y talla.
Se excluyeron individuos con enfermedades, embarazadas y
mujeres en periodo de lactancia.

Para calcular la cantidad de sustancias antioxidantes aportada
por los alimentos se usaron diferentes tablas de contenido
de compuestos antioxidantes disponibles en Phenol-explorer
(http://phenol-explorer.eu/). Esta es la primera base de datos
integral sobre el contenido de polifenoles en alimentos.
Aporta mas de 35.000 valores de contenido de 500 polifenoles
diferentes en mas de 400 alimentos. Estos datos se derivan de
la recoleccion sistematica de mas de 60.000 valores de
contenido de polifenoles a partir de mas de 13.000
publicaciones evaluadas criticamente antes de su inclusion en
la base de datos. En el caso de los alimentos regionales que
no se incluyen en la Base mencionada, se utilizaron trabajos
publicados (Anusic, 2011; Lépez Cérdoba, 2011; Bastos, 2007).
Solo se consideraron aquellas sustancias antioxidantes no
nutrientes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El nUmero total de encuestados fue 59 estudiantes, 14 varones
y 45 mujeres de edades comprendidas entre 20 y 35 afos.

Los alimentos que fueron consumidos por el grupo en mayor
cantidad diarita se muestran en la tabla 1. Los resultados
referentes a tipo y cantidades de alimentos consumidos y su
contenido de polifenoles segln sexo se pueden observar en
las tablas 2 y 3. Los rangos de consumo de los alimentos
aportadores de polifenoles incluidos en la dieta fueron mate
cebado (0-1150 cc/dia), café (0-750 cc/dia), té (0-500 cc/dia) y
cebolla (0-40 g/dia).

En lo referente a consumo de alimentos, se observé una
ingesta muy baja de aquellos descriptos como principales
fuente de compuestos fendlicos, a pesar de que varios de ellos
son producidos en la provincia de Tucuman (palta, frutos rojos
como arandanos y moras). El consumo de verduras y frutas fue
también deficiente. Los principales aportadores de
compuestos fendlicos de la dieta de los estudiantes fueron las
infusiones como café, té y mate. Se observé un alto consumo
de alimentos refinados como harinas y panes, mientras que
aquellos productos integrales que aportan mayores
cantidades de compuestos fendlicos no figuran entre los
principales alimentos consumidos. Estos habitos alimentarios
ademas de determinar un bajo consumo de sustancias
antioxidantes, no contribuyen al cumplimiento de las
recomendaciones de las guias alimentarias.

En un trabajo que analiza el aporte de polifenoles
provenientes de frutas y verduras realizado en Francia, se
observd que los principales alimentos aportadores eran
manzanas, frutillas y uvas en el grupo de frutas y papas,
lechuga y cebolla en el grupo de verduras, sin diferencias

significativas entre ambos sexos (Brat et al, 2006). Se debe
prestar especial atencion a la yerba mate como un aportador
importante de polifenoles, por ser un producto propio de la
region y consumido por gran parte de la poblacion no soélo
del pais sino también de paises vecinos como Paraguay vy
Uruguay (Bracesco et al, 2011; Silva, 2011).

Tabla 1- Consumo de alimentos en el grupo de estudiantes
universitarios

Alimento Cantidad Contenido de Polifenoles
Consumida Polifenoles Consumidos
(9/dia) (mg/100 g) (mg/dia)

Mate cebado 100,0 394,0 394,0
Café 135,6 214,75 289,9
Té 110,5 100,0 110,5
Cebolla 16,2 54 87,5
Pan 149,8 23,8 356
Harina 82,1 304 9,12
Fideos 29,2 304 8,81
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Tabla 2 - Consumo del grupo encuestado de mujeres

Alimento Cantidad Contendido Polifenoles
Consumida Polifenoles Consumidos (mg/dia)
(g/dia) (mg/100 g)

Pan 140,6 23,8 333

Café 17,2 214,7 251,3

Té 103,8 100 103,8

Mate 98,5 394 386,1

Harina 83,6 304 25,2

Papa 40,4 28,3 11,4

Fideos 27,5 304 82

Tabla 3- Consumo del grupo encuestado de varones

Alimento Cantidad Contenido de Polifenoles
Consumida Polifenoles Consumidos
(g/dia) (mg /100g) (mg/dia)

Pan 181,2 23,8 43,0
Café 239,6 214,7 513,2
Harinas 89,3 30,4 27,0

Té 62,5 100,0 62,5
Arroz 55,4 1,08 0,6
Manzana 53,7 573 3,0
Mate 48,0 394,0 189,1

cereales y papa incluidos en su dieta. El aporte en la poblacion
masculina es menor, debido a un menor consumo medio de
infusiones ricas en polifenoles.

A pesar de numerosos estudios que reportan los efectos
beneficiosos para la salud de los compuestos fendlicos, no se
han determinado valores de referencia. Por esta razon, en el
presente trabajo no es posible comparar las ingestas
observadas con recomendaciones.

Otros trabajos similares reportan una ingesta diaria de
polifenoles de aproximadamente 1g/dia (Kihnau et al, 1976;
Scalbert, 2000), un valor similar al observado en la media
consumida por el grupo evaluado.

Figura 1 -Consumo diario de compuestos fendlicos totales
(miligramos/dia).
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En la Figural se muestra el consumo promedio de polifenoles
totales para la poblacién y separado por sexo. Se puede
observar la mayor ingesta de la poblacion femenina, debida
fundamentalmente al aporte de la mayor cantidad de té, mate,

Poblacidn general

Poblacidn masculina

Poblacian femenina
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En la Figura 2 se muestra la distribucién porcentual de los
distintos tipos de compuestos fendlicos aportados por la
dieta. El aporte de estilbenos fue despreciable por lo cual no

esta incluido en el grafico.

Figura 2- Distribucion de compuestos fendlicos aportado por

los alimentos consumidos diariamente.

se ha mencionado, muy pocos de ellos se incluyen en forma

significativa en la dieta del grupo poblacional estudiado.

Tabla 4- Alimentos aportadores de compuestos fenolicos

En la tabla 4 se enumeran los principales alimentos
aportadores de polifenoles de acuerdo a
obtenida a partir de bibliografia y de la base de datos. Como

B Acidos fenolicos
| Flavonoides
= Ligrranos

u Otros palifenoles

Alimento Media Min Max

Sorgo 412,8 0,0 412,8
Germen de trigo 314,1 391,2 1096,0
Harina refinada 83,6 0,0 83,6

Pan de salvado 147,2 0,0 147,2
Frutos rojos 416,7 20,0 1950,0
Café 214,8 156,8 272,7
Té verde 104,5 12,2 134,9
Té negro 103,8 0,0 103,8
Brocoli 198,5 25,0 337,0
Palta 152,1 24,2 187,0
Espinaca 248,6 109,9 483,5
Coliflor 81,7 10,4 274,0

informacion
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La poblacion estudiantil universitaria presenta una dieta pobre
en alimentos ricos en compuestos fendlicos, como frutas,
vegetales frescos y cereales integrales.

Se requieren estudios para determinar valores de ingestas
adecuados de estos compuestos para prevenir enfermedades
y/o producir los mencionados efectos benéficos para la salud.

Se debe mencionar ciertas pautas a tener en cuenta al
interpretar los resultados: la base de datos no es propia de la
regidon lo cual influye en el contenido total de compuestos
antioxidantes; se informa sobre valores totales sin considerar
su actividad bioldgica determinada por su biodisponibilidad, y
las pérdidas por procesamiento de alimentos.

St bien el aporte de antioxidantes a través de los compuestos
fendlicos es de gran importancia, para realizar una estimacién
de antioxidantes totales deben ser consideradas también
vitaminas con este tipo de actividad como vitamina C, E y
compuestos carotenoides.

El presente trabajo es un primer paso hacia la generacion de
datos de ingesta de este tipo de compuestos y seguidamente
de compuestos antioxidantes totales. Estos resultados
conducirian a datos mas completos para posteriores estudios
epidemiologicos.
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EFECTO DEL PAN CON INULINA SOBRE LA
MICROBIOTA EN HECES EMPLEANDO UN MODELO
EXPERIMENTAL DE RATAS EN CRECIMIENTO.

Salinas M. V.!, Hamet M. F. ', Weisstaub A. %, Ronayne de
Ferrer P. 2, Zuleta A. 2, Abraham A. ', Puppo M. C. 3.

1-CIDCA (UNLP-CONICET), 47 y 116 s/n, CP 1900 La Plata, Bs.
As., Argentina.

2-Céatedra de Bromatologia (FFyB-UBA), Junin 956, CP 1113
Ciudad Bs.As., Argentina.

3-FCAy F (UNLP), 60y 119, CP 1900 La Plata, Bs. As,,
Argentina.

Palabras claves: Prebidtico, microbiota intestinal, modelo de
ratas en crecimiento.

Resumen: La poblacidn esta interesada en optar por dietas
saludables, fundamentalmente por alimentos que presenten
efectos fisioldégicos con importante repercusion en la salud. El
desarrollo de pan con prebidtico y calcio seria una alternativa
interesante para ofrecer para el consumo humano. Se estudié
la modificacidn de la microbiota en heces y de la fermentacion
coldnica en ratas en crecimiento alimentadas con una dieta a
base de pan con inulina y calcio. Para ello, tres lotes de ratas
fueron alimentadas con diferentes dietas: control (DC), con
prebidtico-synergy1 (DS) y con pan elaborado con calcio y
prebidtico (DP). Se determiné la ingesta y el incremento de
peso del animal durante la experiencia (60 dias). Durante los
dias 0, 2, 23 y 50 se recogié materia fecal (MF); con estas
muestras por un lado se realizé un recuento de lactobacillus'y
bifidobacterium, y por otro lado se le extrajo, purifico y

amplificd el acido desoxirribonucleico (ADN) con el fin de
hacer una electroforesis con gradiente desnaturalizante en gel
de poliacrilamida (DGGE). Una vez sacrificadas, se removio el
ciego y se registro el peso y pH del contenido cecal. Las ratas
alimentadas con prebidtico (DS y DP) presentaron menor
ingesta, mayor peso del ciego y contenido cecal mas acido
que las alimentadas con DC, asociado con un aumento de
microorganismos benéficos para la salud mediado por el
efecto del prebidtico en la dieta.
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Los hidratos de carbono son nutrientes mayoritarios de la
dieta, presentan una biodisponibilidad que depende de la
posibilidad de ser absorbidos en el intestino delgado. Segun
sean o no hidrolizados en el tracto gastrointestinal, se
clasifican en disponibles y no disponibles. Los disponibles se
caracterizan por tener uniones a entre sus mondmeros,
mientras que los no degradables constituyen la fraccion
indigerible, con uniones B, generalmente no hidrolizables,
también llamada fibra dietaria. Estos compuestos no
degradables, presentes en las estructuras vegetales, llegan
intactos al intestino grueso, donde pueden ser sustratos de las
enzimas bacterianas de la flora intestinal, provocando
diferentes efectos fisiolégicos en el huésped: sobre el
funcionamiento intestinal, la colesterolemia, glucemia e
insulinemia (Roberfroid 1993).

Numerosos estudios establecen la relacion entre flora
intestinal y salud. La posibilidad de modificar la microflora
intestinal mediante algun componente de la dieta ha atraido
la atencidon tanto de tecndlogos, industriales y cientificos
como por los consumidores, porque de este efecto derivan
efectos fisioldgicos de importante repercusion en la salud
humana. Esta capacidad de modificar la flora se conoce como
efecto prebidtico. Para que un componente sea incluido en la
categoria de prebidtico se deberan cumplir dos criterios: 1)
escapar de la digestion por las enzimas enddgenas del tracto
digestivo humano (componente resistente); 2) ser fermentado
selectivamente por las bacterias sacaroliticas de la microflora
coléonica (Bifidobacterias y Lactobacillus). Estas bacterias

intestinales metabolizan en forma rapida estos oligosacaridos
y polisacaridos, produciendo acidos grasos de cadena corta
(butirico, acético y propionico) que bajan el pH en el lumen
del intestino grueso. Las Bifidobacterias y Lactobacillus son
resistentes al medio acido mientras que las bacterias
perjudiciales, como el Clostridium, son sensibles a las
condiciones acidas (Gibson y Roberfroid 1995).

Existen estudios que muestran evidencia promisoria de que la
inulina y fructo-oligosacaridos (FOS) aumentan la absorcion
de calcio, magnesio y hierro en humanos (Coudray et al 1997
y 2003). Ademas la inulina tiene una larga historia de uso por
los diabéticos, y de hecho, se ha informado que beneficia a los
diabéticos en altas dosis (40-100mg/dia) (Niness 1999). El
acido butirico formado, tiene un efecto protector de la
mucosa coldnica, aumentando la proliferacion de células
normales y produciendo mayor secrecién de mucina, (Pool-
Zobel et al 2002).

Los fructanos mas ampliamente estudiados y de mayor uso a
nivel industrial son la inulina, la oligofructosa y los FOS
(Biedrzycka y Bielecka 2004). Se caracterizan por sus enlaces
de tipo B (2—1) entre las unidades de fructosa, con un grado
de polimerizacion que varia entre 2 y 60 unidades, y se les
considera carbohidratos de cadena corta o de bajo nivel de
polimerizacion (Englyst y Hudson 1996, Roberfroid 2005b).

Los fructanos por su configuracion quimica no pueden ser
hidrolizados por las enzimas digestivas del hombre, por lo que
permanecen intactos en su recorrido por la parte superior del
tracto gastrointestinal, pero son hidrolizados y fermentados
en su totalidad por las bacterias (Bifidobacterias vy
Lactobacillus) de la parte inferior del tracto gastrointestinal
(intestino grueso, colon). De esta manera, este tipo de
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compuestos se comportan como fibra dietética (Flamm et al
2001, Slavin 2003).

El uso de inulina enriquecida con FOS aporta beneficios a la
salud: a) provocan la disminucién de los niveles lipidicos y
glucosa en sangre y la accion laxante; b) poseen la capacidad
de la inulina de modular la flora intestinal (Roberfroid 1993,
Gibson et al 1995, Rastall et al 2000). Ademas mejoran la
absorcion de minerales de la dieta, el contenido mineral 6seo
(CMO) y la estructura del hueso (Harrington et al 2001,
Scholz-Ahrens y Schrezenmeir 2007).

En los dultimos afios se han realizado algunos estudios
relaclonados con la incorporacién de minerales (Ranhotra et
al 1997, 2000) y prebiodticos (Wang et al 2002, O Brien et al.
2003) a harinas de cereales para panificacion, pero queda por
dilucidar acerca de la relacién existente entre los nutrientes
incorporados y la modificacion de la microbiota durante la
experiencia con un pan elaborado en nuestro laboratorio.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Animales. Se trabajé con ratas Wistar machos obtenidas por
parto normal luego de 21 dias de gestacion (n=24), las madres
pertenecientes al bioterio de la Catedra de Bromatologia y
Nutricion de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad de Buenos Aires fueron alimentadas con dieta
stock para roedores a libre demanda. La madre y su progenie
(6 a 8/madre) se trasladaron a jaulas plasticas hasta el destete
(alrededor de 21 dias de edad). Finalizado el destete, se
pesaron y se distribuyeron al azar en tres grupos de 8 ratas
cada uno de manera que el peso promedio inicial de cada

grupo  no  presentara  diferencias  estadisticamente
significativas entre si.

Durante toda la experiencia, se mantuvieron los animales en
jaulas galvanizadas individuales, con piso de malla, para
controlar las condiciones de higiene y evitar la coprofagia. Se
respetaron los ciclos luz-oscuridad de 12 horas (8-20 hs: ciclo
luz), la temperatura ambiente (21+1) °C y la humedad relativa
(60+£10) %, para no alterar el ritmo de alimentacion. En todo
momento se controlé el agua para beber (dispuesta a libre
demanda). Se siguieron las normas de la guia para el cuidado
y uso de animales de experimentacion de acuerdo al National
Institute of Health (NIH) aprobado por el Comité de Etica, Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires.

El pan utilizado fue elaborado con harina de trigo, carbonato
de calcio e inulina enriquecida con FOS (synergyl) con la
siguiente composicion (base seca): 10,4% proteinas, 10,2%
inulina/FOS, 4,38% fibra dietaria total, 4,04% lipidos y 2,728%
cenizas.

Métodos

Dietas. Las dietas fueron confeccionadas de acuerdo al
documento elaborado por el American Institute of Nutrition
Rodent Diets (Revers 1993), los ingredientes empleados en la
elaboracién de las dietas se muestran en la Tabla 1.

Las dietas con prebidtico-synergy1 (DS) y con pan elaborado
con calcio y prebidtico (DP) se elaboraron de manera tal que
el 10% p/p de la concentracién final de fibra sea proveniente
directamente de synergyl o del pan con synergyl,
respectivamente. En la dieta control (DC) se utilizo celulosa
como fuente de fibra (5% p/p).
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Tabla 1. Ingrediente empleado por kg de dieta. 0 60 Dias
Grupo DC Dieta control Dieta control
.'lh_. & Grupo DS Dieta con synergy1 Dicta con synergy1
DC DS DP 3 lotes de Grupo DP Dieta con pan CA4 Dieta con pan con
Caseinato de K (g) 200 200 116 8 ratas c/u Cronologia
Sales minerales (g) 35 35 16,2 calcio y synergy1
Mezcla vitaminica (g) 10 10 10 Peso animal v v v v
9 0 8 16 30 40 60 Dias
L-Cistina (g) 3 3 3
Solucién de Vit A (ml) 1 1 1 Recuento 1V J J
Aceite de maiz (g) 69 69 41,2 anaerobio 02 23 50 Dias
Colina (ml) 7.1 7.1 7.1
Synergyl(g) @ ----- 10 -
Pan(g = - - 763,4
Fibra (celulosa) (99 50 - e Figura 1. Esquema del disefio experimental utilizado.
Dextrina (g) 624,9 5749 42,1

Ingesta. El consumo de dieta cada dos o tres dias se calculo

Diseiio experimental. Se utilizaron tres lotes de 8 animales por la diferencia de peso del comedero con una balanza
cada uno a los que se les suministré las dietas DC, DS y DP electronica Mettler PC 4400 (precisién + 0,1) g y en base al
durante 60 dias. En la Figura 1 se muestra un esquema del consumo se calculd la ingesta diaria (g/dia) e ingesta total
disefio experimental usado y la cronologia de los ensayos durante toda la experiencia.

realizados durante la experiencia antes del sacrificio de los

animales. Peso corporal. Se efectud el registro de peso de cada cria al

inicio de la experiencia, durante y al finalizar la misma,
utilizando balanza analitica OHASUS Explorer (precision +
0,01) g.

Recuento de anaerobios viables. Se tomdé muestra de
materia fecal, se resuspendi6 en buffer PBS, y se sembro
0,Tml en agar MRS (De Man et al 1960) con cys (0,05% p/v)
por duplicado. Las placas de Petri se incubaron en
anaerobiosis a 37 °C durante 48 hs. Finalmente, se conté el
ndmero de colonias y el resultado se expresé en unidades
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formadoras de colonias por gramo de materia fecal -MF-
(ufc/g MF).

Analisis de diversidad microbiolégica. Se estudid la huella
genética de la microbiota intestinal mediante amplificacién de
regiones variables de ARNr 16S por PCR (Reaccion de
polimerasa en cadena) y posterior separacion en geles de
poliacrilamida con gradiente desnaturalizante (DGGE). Para
ello se extrajo ADN gendmico de muestras de materia fecal
utilizando un kit comercial especifico (AccuPrepStool ADN
Extraction kit, BIONEER, Corea) (Gueimonde et al 2004) que
luego fue amplificado utilizando los oligonucleotidos
518R/341F-GC. Los amplicones resultantes fueron separados
por DGGE utilizando un gradiente desnaturalizante 40-60%
segun Hamet et al 2013.Una vez finalizada la corrida
electroforética, los geles fueron incubados en la solucién de
tefildo (Sybr Gold, Invitrogen, USA) en oscuridad durante 30
minutos y finalmente fueron reveladas con luz UV en un
transiluminador (MaestroGen, Taiwan).

El andlisis de los perfiles obtenidos por estas técnicas se
realiz6 numéricamente digitalizando las imagenes de los geles
y procesandolos con el programa Gelcompar. Este programa
realiza el analisis numérico de los patrones de bandas y
ademas incluye herramientas estadisticas para la
interpretacion de los datos.

Sacrificio de las ratas. Una vez alcanzado el tiempo final del
experimento, 60 dias, los animales fueron sacrificados bajo
anestesia (0,1 mg de clorhidrato de ketamina/100 g de peso
corporal + 0,1 mg de maleato de acetopromazinc/100 g de
peso corporal).

Peso y pH del ciego. Para evaluar el efecto de las diferentes
dietas sobre la fermentacién colonica se peso el ciego en una
balanza analitica y se determiné el pH del contenido cecal.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se muestra la cantidad de dieta expresada en
gramos/dia y la ingesta total de dieta consumida durante toda
la experiencia por cada lote de animales estudiado. Se observa
que las ratas a las que se le ha administrado la dieta control
(DC) consumieron significativamente mas cantidad de dieta
por dia que las ratas alimentadas con dietas con Synergy1
(DS) y con pan con calcio + Synergyl (DP). Los animales
alimentados con DC consumieron significativamente mayor
cantidad de dieta durante toda la experiencia que aquellos a
los que se le proporcion6 DS y DP.

Tabla 2. Consumo de dieta de los diferentes lotes.

Consumo
Lote
g dieta/dia mg Ca/dia g In/dia Tz;)al
bc 19b 94 b 0,00 1108 b
Ds 15a 76 a 1,50 899 a
pP 6a 80 a 1,12 940 a

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p<
0,05).

Las diferentes dietas fueron administradas a libre demanda,
por lo que las dietas con inulina como fuente de fibra
provocaron mayor saciedad que la dieta con celulosa (DC).
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Levrat et al (1991) estudiaron el efecto de la dieta con inulina
(0 a 20% p/p) sobre los acidos grasos generados durante la
fermentacién junto a la acumulacidén de calcio en el ciego.
Estos autores sefalaron una reduccidon en el consumo de las
dietas con valores de inulina > 10%, atribuyendo esa
disminucion a la acumulacion de fluidos en el intestino.

Se pesaron los animales al iniciar el experimento, durante la
experiencia y al final del ensayo. Los lotes de ratas empleados
tuvieron pesos iniciales significativamente diferentes entre si
(Tabla 3). Esto se debe a que la experiencia del lote control se
hizo en una primera etapa y las experiencias en ratas a las que
se les administraron las dietas DS y DP fueron en simultaneo y
en una etapa posterior. St bien DC y DS presentaron mayor
aumento de peso absoluto, para independizarnos del
diferente peso inicial de las ratas de cada lote, se calculd el
aumento de peso relativo a 100 g de peso de rata como se
muestra en la Tabla 3. No se observaron diferencias
significativas en el aumento porcentual de peso entre las ratas
de los diferentes lotes.

Tabla 3. Peso de los animales al inicio y final de la
experiencia.

Peso animal (g)
Lote
0 dia 60 dias A :’ge)so A Peso(/g1f)20) g rata
DC 429b 327b 2841b 87 a
DS 357a 269 ab 2333 ab 86 a
DP 357a 228 a 1923 a 84 a
Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p<
0,05).

En la Figura 2 se muestra como se va modificando el
porcentaje de incremento de peso de los animales de los
diferentes lotes en el tiempo. Este parametro fue calculado
segun la ecuacién 1:

(ms—mg)/mo x100=Apeso (1)

Donde m¢ y mo son los pesos finales e iniciales promedio de
las ratas. Podemos observar que los animales alimentados con
DP experimentaron, a partir de los 30 dias de experiencia, una
menor velocidad de ganancia de peso que los animales que
consumteron DSy DC.
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Figura 2. Aumento de peso porcentual de los animales
durante el tiempo de la experiencia.
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Modificacion de la microbiota en heces durante la
experiencia

Se realizé un recuento total de bifidobacterias y lactobacilos
en la materia fecal de las ratas los dias 0, 2, 23 y 50 del ensayo.
En la Figura 3 se muestra el resultado expresado en ufc/g de
materia fecal (MF). Se puede observar que el nimero de
lactobacilos y bifidobacterias encontrados en materia fecal de
ratas que recibieron una dieta control (DC) fue disminuyendo
durante la experiencia, observandose una disminucion de 2
ordenes de magnitud entre el dia O y el dia 50 del ensayo. En
cuanto al nimero de microorganismos encontrados en la
materia fecal de las ratas que recibieron la dieta DS podemos
decir que se mantuvo constante durante el ensayo,
observandose un leve incremento al final de la experiencia.
Finalmente, en la materia fecal de las ratas a las que se les
administré una dieta con prebidtico proveniente del pan (DP)
se observé un aumento hasta el dia 23 de la experiencia y una
disminucion significativa el dia 50 del ensayo.

EDC IDS EDP
1E+11
c
1E+10 aTb b aP l_? —
& _
= 1E+09 a
&D T
< 1E+08 —
= a a
T T
1E+07 -
1E+06 T T T
0 2 23 50

Tiempo (Dias)

Figura 3. Recuento de anaerobios en MRS con cys. Letras
diferentes en un mismo lote indican diferencias significativas
(p < 0,05). Media + desviacidn estandar.

Estos resultados demuestran que, a diferencia de lo observado
en la DC, tanto la dieta DS como la DP resultaron capaces de
mantener constante la cantidad de bifidobacterias vy
lactobacilos presentes en la materia fecal de las ratas que las
consumieron.

Con la finalidad de investigar la modificacion de la microbiota
presente en materia fecal como consecuencia de las diferentes
dietas en el modelo de rata en crecimiento, se utilizd una
técnica independiente del cultivo cominmente empleada para
el estudio de comunidades microbianas complejas. La
metodologia utilizada fue la electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante quimico (DGGE) que consiste en la
amplificacibn de ADN con oligonucledtidos especificos,
separacion  electroforética en gel con gradiente
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desnaturalizante quimico y analisis de los perfiles resultantes.
Idealmente la posicion de cada banda en el perfil de una
muestra es representativa de una especie. Sin embargo, en la
practica, el efecto observado en ciertas taxa cuando se utilizan
oligonucleotidos para los genes del ARNr 16S, puede llevar a
una sobreestimacién del nimero de especies predominantes
en las muestras analizadas debido a la presencia de operones
multiples.

Se estudiaron muestras de heces de ratas tomadas los dias 0,
23 y 50 de los tres lotes y ademas del dia 36 del lote DS. Los
perfiles electroforéticos obtenidos a partir de la amplificacion
del ADN de las heces estudiadas se muestran en la Figura 4.

El nimero de bandas encontrado en los diferentes perfiles
varid entre 21y 48. St comparamos los perfiles de las muestras
pertenecientes a ratas de los grupos DC, DP y DS para el dia 0
podemos observar que, aunque algunas bandas son comunes,
los perfiles obtenidos resultaron diferentes entre si. Esto es de
esperar, ya que la microbiota de cada rata es Unica. Esta
variabilidad de la microbiota entre individuos esta
ampliamente descripta en ratones (Snart et al 2006, Montesi
et al 2005) y microbiota intestinal humana (Zoetendal et al
1998; Vanhoutte et al 2006).

Sin embargo, no solo se observaron diferencias entre las ratas
de los distintos grupos, sino que también hubo diferencias en
la microbiota de una misma rata a lo largo del tiempo, y este
fendmeno es debido a la dieta. Por ejemplo, el nimero de
bandas del perfil obtenido a partir de las heces de las ratas
que consumieron la dieta con synergyl a los 50 dias de
experiencia (DS 50) presentd un mayor numero de bandas que
el perfil obtenido para DS 0. El nUmero de bandas de los
perfiles no es indicativo de la cantidad de especies que estan
presentes en cada comunidad debido a que una especie

puede presentar mas de una banda en su perfil electroforético
(Cocolin et al 2001, Salles et al 2002), pero el analisis de los
perfiles electroforéticos permite comparar las variaciones que
se producen en las comunidades microbianas.

288 =28s
|72 3N-"E-" - O RGNS
== = R = R =

Figura 4. Perfiles electroforéticos obtenidos por DGGE de
amplicones del gen que codifica para la regién V3 del ARNr
16S obtenidos a partir de ADN aislado de las diferentes heces.
DS: dieta Synergy1, DP: dieta pan, DC: dieta control. El niUmero
que acompaia a la sigla corresponde al dia de toma de
muestra de la materia fecal.
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Para analizar la similitud existente entre los perfiles
electroforéticos obtenidos por DGGE de las distintas heces se
utilizé el coeficiente de Jaccard y se realizd un analisis de
cluster mediante el método de agrupamiento de ligamiento
promedio no ponderado (UPGMA). En la Figura 5 se muestra
el dendrograma obtenido a partir del analisis de los perfiles
electroforeticos.

=a
25
30
E 45
50
55
60
65
70
75
80
85
E 90
L 95
100

DCO

| DP 0O

DC 23

DC 50

DP 23

—| T
DS 50

DP 50

DS 36
DSO

DS 23

Figura 5. Dendrograma obtenidos por analisis estadistico
(Coeficiente de Jaccard- agrupamiento de ligamento
promedio no ponderado (UPGMA)) del perfil DGGE mostrado
en la Figura 4.

Del analisis del cluster puede observarse dos subcluster bien
definidos (I y 1l) que presentaron un 43% de similitud entre si.
El subcluster 1) formado por los perfiles de las muestras
control al inicio de la experiencia y durante la misma (DCO,

DC23, DC50 y DPO) y el subcluster Il) formado por los perfiles
de las muestras provenientes de las ratas DS y DP desde el dia
23 hasta el final de la experiencia (DP 23, DP 50 y DS 50).

Por lo tanto, de este analisis se puede inferir que hubo una
similitud en la microbiota en ausencia del prebidtico
(subcluster |, 47% similitud), mientras que a los 50 dias de la
experiencia las dietas con /n/FOS, DS y DP presentaron una
similitud de 48% entre si (subcluster Il). Ademas, se puede
observar que hay una diversidad microbiana diferente
respecto al lote DC.

Fermentacion colonica

En la Figura 6 se muestra el peso promedio del ciego y pH del
contenido cecal obtenido a partir de los animales de los
diferentes lotes estudiados. El contenido cecal de las ratas
pertenecientes al lote DS fue significativamente mayor que el
de los otros lotes y en el caso de DP el peso del ciego fue
similar al de las ratas pertenecientes al lote DC (Figura 6.a).
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Figura 6. a) Peso del ciego y b) pH del contenido cecal.
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El pH del contenido cecal del lote DC fue el mayor. El lote de
ratas que consumio la dieta DP present6 el menor pH (Figura
6.b).

Tanto el aumento de peso del ciego como el pH del contenido
cecal indicartan actividad prebidtica de la dieta. Los
oligosacaridos no son absorbidos en la parte superior del
tracto gastrointestinal, entran al intestino grueso donde son
fermentados por la microbiota intestinal. Por efecto de la
fermentacion, se produce una disminucién del pH como
resultado de la produccidon de acido lactico y acidos grasos de
cadena corta, principalmente de propionato, acetato vy
butirato (Levrat et al, 1991).
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En el ensayo in vivo se encontrd que las ratas del lote control
consumieron mas dieta que las alimentadas con prebiotico
(DS y DP), indicando que los animales de estos dos ultimos
lotes se saciaban consumiendo menos dieta; a pesar de ello el
porcentaje de aumento de peso de los animales fue semejante
en todos los lotes.

Se concluyd que el aumento de la fermentacion en los
animales alimentados con inulina enriquecida en FOS produjo
cambios en el ciego (aumento del peso y disminucion del pH)
como consecuencia del aumento de microorganismos
benéficos para la salud mediado por el efecto del prebidtico
en la dieta.
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Resumen: Este estudio tuvo como objetivo analizar la
digestibilidad de lipidos de 21 ratas Wistar hembras
alimentadas con diferentes dietas: estandar (P), leche de cabra
(LC) y la leche bovina (LB). Se evalud la composicién fisico-
quimica y acidos grasos (AG's) de leches, volumen fecal
producido (g), el porcentaje de lipidos y de AG's en las heces,
el perfil de lipidos en sangre, coeficiente de digestibilidad de
los lipidos y porcentaje de lipidos en el higado de los
animales. Segun los resultados, las dietas a base de leche
fueron significativamente diferentes en su composicion de
lipidos, con leche de cabra presentd mayor digestibilidad de
lipidos. Por lo tanto, la leche de cabra puede ser una
alternativa en la dieta para tratar afecciones gastrointestinales,
como sindromes de mala absorcion.

Palabras clave: leche de cabra, lipidos, absorcion.

Abstract: This study aims to analyze lipid digestibility on 21
female Wistar rats receiving three different diets: control (P),
goat milk (LC) and bovine milk (LB). Goat and bovine milk
physical-chemical and fatty acid profile analysis, total fecal
amount and its lipid percentual, blood lipid profile,

digestibility coefficient and hepatic lipid percentual were
evaluated on this assay for each group. According to the
results, milk based diets differ statistically on lipid profile, as
for LC presenting increased lipid digestibility. Therefore, LC
can be an alternative dietetic for gastrointestinal disorders as
for malabsorption syndromes.

Keywords: goat's milk, lipid, absortion
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La leche de cabra tiene un mercado prometedor, segun
algunas peculiaridades de su composicion. Se considera un
componente importante en los tratamientos clinicos vy
nutriclonales debido a sus propiedades bioquimicas. Existe
evidencia significativa de que sea beneficioso para los seres
humanos que sufren de trastornos gastrointestinales y
reacciones de hipersensibilidad, y se indica como una
alternativa en casos de alergia a la leche bovina (Pellerin 2001,
Haenlein 2004, Chacdn Villalobos 2005, Rodriguez et al. 2008,
Vargas et al. 2008).

La leche caprino se destaca nutricionalmente por su fraccion
lipidica, en particular cuanto al tipo y el contenido de acidos
grasos, mostrando altos niveles de acidos grasos de cadena
media y corta, tales como butirico, caproico, caprilico y
caprico. La proporcion de acidos grasos de cadena corta es
tipicamente el doble en comparacion a la leche bovina
(Haenlein 2004, Park et al 2007, Mora-Gutierrez 2007), lo que
puede contribuir a las diferencias en la palatabilidad y
aceptacién sensorial de la poblacidon poco acostumbrado a su
consumo. La ingestion de alimentos que contienen acidos
grasos de bajo peso molecular favorece una mayor velocidad
y facilidad de digestién y absorcién, ast como la forma en que
se transportan en el organismo (Alves et al 2009); esto
provoca que actuen suministrar los requerimientos caloricos
de las personas con discapacidad del enzimas lipoliticas o
trastornos lipidicos asociados con la mala absorcidon
(McCullough 2003).

La digestibilidad de lipidos depende del correcto
funcionamiento del tracto gastrointestinal donde, los cambios
pueden afectar a cualquier digestion completa y posterior
absorcion y el metabolismo de los nutrientes, y puede haber
fallado del desempefio de las enzimas lipoliticas, tales como la
fibrosis quistica, pancreatitis y enfermedades similares
(Kierzabaum, 2004).

La busqueda de los nutrientes con el contenido de lipidos que
favorezcan la utilizacion digestiva, sobre todo en los casos de
sindrome de mala absorcion, es importante y necesario, que
se refiere al estudio de la leche de cabra, rica en triglicéridos
de cadena corta y media (Alférez et al 2000). Segun
McCullough (2003), la inclusién de los triglicéridos de cadena
media en estos casos resulta en disminucion notable de los
sintomas de la esteatorrea, asi como llevar a un mayor
aumento de peso y mejorar el estado nutricional de los
pacientes.

La leche caprina también se ha lanzado como un iniciador en
la reduccion de colesterol en la sangre y por aumentar el
colesterol HDL (High Density Lipoprotein) exactamente debido
a la abundancia de triglicéridos de cadena media (Alférez et al
2000, McCullough, 2003, Loépez-Aliaga et al 2005). Sin
embargo, se necesitan estudios mas profundos y especificos
para confirmar esta hipotesis.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la
digestibilidad de los lipidos de leche caprina en comparacion
con la leche bovina, y concomitantemente evaluar los
parametros bioquimicos de la sangre y el comportamiento
digestivo de los animales sometidos a diferentes dietas
experimentales.
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MATERIALES Y METODOS
Condiciones experimentales

Se utilizaron 21 ratas (Rattus norvergicus), da cepa
Wistar/UFPel, hembras (peso inicial promedio de 60,6g vy
aproximadamente 35 dias de edad) de la Central de Animales
de Laboratorio de la Universidad Federal de Pelotas - RS. El
experimento se realizd en el Laboratorio de Experimento
Animal, Departamento de Ciencia de los Alimentos - UFPel,
donde los animales permanecieron en condiciones de
temperatura controlada (22 + 2°C), alternando periodos de luz
y oscuridad durante 12 horas y cambio de escape de aire.

El experimento durd 28 dias, con 7 dias de adaptacion a los
animales, que se instalaron en jaulas metabdlicas individuales
donde recibieron diariamente 13g de dieta estandar (caseina-
based) y agua ad libitum. Después de la adaptacion, los
animales fueron pesados y redistribuidos homogéneamente
con el fin de equilibrar los pesos de los grupos
experimentales. El protocolo para la realizaciéon del periodo
del ensayo con los animales fue aprobado por la Comisién del
Etica y Experimentacion Animal (CEEA - UFPel).

Dietas

La leche utilizada en la preparacion de las dietas se obtuvieron
de cabras Saanen y vacas Jersey, después de haber sido
pasteurizada (65°C + 3°C/30 min), se analizaron la
composicion fisico-quimica y perfil de acidos grasos. Las
dietas se prepararon semanalmente en forma de granulos
(pellets) y la composicion nutricional de acuerdo con las
recomendaciones del American Institute of Nutrition — AIN
93M, con el cambio en los lipidos y la fuente de proteinas

(renovacion parcial de éstos por leche de caprina y bovina).
Los granulos se secaron en un horno con circulacion forzada
de aire a 50+1°C (16h). Los grupos experimentales se
componen de siete animales en cada grupo (n=7), estos
recibieron diariamente 13g de cada alimento y el agua, ad
libitun.

e Grupo estandar (P): dieta con caseina;

e Grupo leche caprina (LC): dieta con leche caprina;

e Grupo leche bovina (LB): dieta con leche bovina;

Clasificaciones
Composicion quimica de las dietas

Las mediciones de la composicidon quimica de las tres dietas
fueron los porcentajes: humedad, cenizas, proteina cruda y
lipidos de acuerdo con A.O.A.C. (2000).

Evaluaciones bioquimicas

Se realizaron las determinaciones de colesterol total, HDL-
colesterol, LDL-colesterol y triglicéridos en el suero de los
animales; parametros bioquimicos se determinaron al final del
experimento. Las muestras de sangre fueron recogidas
mediante puncién cardiaca, los animales fueron sometidos a
ayuno durante 12 horas y se anestesiaron por la campana de
inhalacidon que contiene éter etilico. La sangre recogida de
cada animal se centrifugd a 1000 rpm (15 minutos/4°C) para
obtener muestras de suero y se congeldé a -20°C, y luego se
envian a la Laboratorio de Analisis Clinicas del Hospital
Veterinario de la Universidad Federal de Rio Grande do Sul -
UFRGS (LacVet UFRGS) donde se realizaron las evaluaciones
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bioquimicas usando un espectrofotometro marca Metrolab
1600 plus®. Se realizaron mediciones de colesterol total y los
triglicéridos, respectivamente, a través de métodos
enzimaticos Colesterol Liquiform Trinder y Triglicérides
Liquiform Trinder; HDL-colesterol (c-HDL) por el método
Labtest® (precipitacion de lipoproteinas LDL y VLDL) y el LDL-
colesterol (c-LDL) de acuerdo con la metodologia de
surfactante selectivo. Todas las determinaciones se realizaron
utilizando los kits de la marca Labtest Diagnostica® S.A
(Minas Gerais, Brasil). La fraccion de VLDL colesterol (c-VLDL)
se determiné mediante la ecuacion [VLDL = triglicéridos/5] y
la relacion LDL/HDL dividiendo los valores calculados
previamente.

Determinacion de los lipidos hepaticos totales y fecales
Digestibilidad de lipidos

Las heces se recogieron en dos periodos durante el
experimento (comienzo y fin) para determinar el coeficiente
de digestibilidad de lipidos aparente (CDA), de acuerdo con
Alférez et al. (2000), segun la ecuacion:

CDA = (Lipidos ingeridos (q) — Lipidos excretada (q)) x100
Lipidos ingeridos (g)

Después de cada coleccidn, las heces se pesaron, identificaron
y fueron almacenadas en papel de aluminio dentro de frascos
herméticos en un congelador a -20°C. En el momento de la
cuantificacion de los lipidos, las heces se secaron en un horno
a una temperatura de 50°C durante 60 minutos y fueron
aplastadas y pesadas de nuevo. Los higados se recogieron
después de la eutanasia, se lavd en una solucidn de NaCl 0,9%

a 5°C, seca en papel de filtro, fue pesado y congelado a -20°C
envuelto en papel de aluminio, para la posterior
determinacion de los lipidos. Los lipidos de las heces y del
higado fueron cuantificados por la extraccién continua con
éter de petroleo en Soxhlet de acuerdo con los estandares
analiticos del Instituto Adolfo Lutz (1985).

Perfil de acidos grasos de las heces

Las heces utilizados para la determinacion de perfiles de
acidos grasos se recogieron en dos periodos (principio y final)
del experimento, fueron pesados, identificaron y almacenadas
en papel de aluminio dentro de frascos herméticos en un
congelador a -20°C.

Condiciones Cromatograficas

Para la determinacion de los acidos grasos de la leche y heces,
se realizaron las etapas de extraccion y esterificacion de los
lipidos. Los acidos grasos se analizaron mediante
cromatografia de gases VARIAN 3300® equipado con un
detector de ionizacion de llama y columna capilar Carbowax
(30m x 0,25mm id. x 0,25um espesor de la pelicula, J&W
Scientific, Folson Califérnia, USA).

Analisis estadistica

Los resultados se expresaron como medias y desviaciones
estandar. Los resultados de la CDA, el peso del higado, el
colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, triglicéridos,
lipidos en las heces y el higado se sometieron a analisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey para comparacion de
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medias, el nivel de significacidon 5%. El programa estadistico
utilizado fue Statistic 6.0 (Statistic 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION
Composicion quimica de las dietas experimentales

El contenido de acidos grasos saturados fue ligeramente
mayor para leche caprina, con una diferencia de 2,1% en
comparacién con la leche de vaca; los acidos grasos
insaturados  totales fueron similares (26,8 e 28,8,
respectivamente) mientras que el contenido de
monoinsaturados y polinsaturados fue mayor para la leche
bovina. La caracteristica nutricional de importancia
fundamental radica en las grandes cantidades de acidos
grasos de cadena media de la leche de cabra respecto a la
leche bovina. Estos acidos grasos de cadena media tienen una
influencia directa en la digestibilidad de lipidos, debido a una
via de absorcién diferencial (através del circulacidon portal),
siendo esta mas rapido (Yankah y Akoh 2000, Alférez 2000,
McCullough, 2003).

Evaluaciones bioquimicas

Debido a la alta variabilidad genética de las poblaciones
humanas y los habitos alimenticios, el modelo animal con
ratas es adecuado para estudios experimentales de este tipo.
Es importante destacar que existe una similitud general entre
el sistema cardiovascular de ratas con la de otros mamiferos,
incluido el hombre (Aguila et al 2002). Sin embargo, un factor
importante a considerar es que las fracciones lipidicas
analizadas son comunmente influenciados por muchos

factores tales como la dieta, las caracteristicas individuales, el
genotipo y las condiciones ambientales, que varian incluso
entre animales de la misma especie (Jaeckel 2008).

Los esteroles son los principales miembros de la fraccion
insaponificable de grasas y aceites siendo el colesterol los
principales esteroles en el tejido animal. El nivel de colesterol
en el cuerpo es controlado por su propio mecanismo de
regulacién que varia de una especie a la otra como entre
individuos de la misma especie. Al igual que los triglicéridos,
el colesterol es transportado por las lipoproteinas HDL y LDL,
que actlan tanto para mantener los lipidos solubles como
para proporcionar un mecanismo eficiente para conducir su
contenido de lipidos a tejido (Lehninger et al 1995).
Aproximadamente la mitad del colesterol del cuerpo surge de
la sintesis exdgena, y es suministrado por la dieta. El higado
lleva a cabo aproximadamente el 50% de la sintesis total,
mientras que el intestino y la piel son responsables de la
porcidon restante. La capacidad para suprimir la sintesis de
colesterol después de la ingestion de esterol vegetal tiene
variacién entre los seres humanos. Sin embargo, la reduccion
relativa de colesterol por la disminucidon de la ingesta dietética
puede ser eficaz (Murray et al. 1990).

La identificacion de los alimentos que pueden promover el
colesterol inferior a través de su consumo es importante.
Lopez-Aliaga et al (2005) y Haenlein (2004) describen la
ingesta de leche de cabra puede disminuir el nivel de
colesterol en suero en seres humanos, la inhibicion y la
limitacion su deposicion. EL consumo de dietas que contienen
leche de cabra por arteriopaticos y pacientes de edad
avanzada, alld de promover reducciones en el colesterol total,
también redujo la fraccion LDL.
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La Tabla 1 muestra los parametros bioquimicos en sangrey
suero de ratas Wistar hembras al final del periodo de prueba.

Tabla 1 - Niveles (mmol.L-1) de colesterol total, triglicéridos,
colesterol HDL (c-HDL), colesterol-LDL (c-LDL), colesterol-
VLDL (c-VLDL) y LDL/HDL ratio de la cepa de ratas hembras
Wistar/UFPel sometido a diferentes dietas durante 28 dias.

Tabla 2 - Peso del higado, respectiva cantidad de lipidos y la
relacion de porcentaje de peso del higado al peso corporal en
ratas de Wistar/UFPel sometido a diferentes dietas durante 28
dias.

Dietas Peso (g) Lipidos/Higado (g) | Peso higado/peso
del cuerpo
Estandar 6,50 + 0,27° 0,159 * 4,25° 0,03 £0,17°
Leche caprina 3,93 + 0,90° 0,05g + 1,06° 0,04 + 0,58°
Leche bovina 3,52 + 0,45° 0,08g + 0,45° 0,03 + 0,17°

Parametros Dietas

Estandar Leche caprina Leche bovina
Colesterol total 1,08 + 0,13° 2,03 + 0,48° 1,90 + 0,29°
c-HDL 0,80 + 0,13° 1,13 + 0,36° 1,15 + 0,19°
c-LDL 0,35 + 0,02° 0,35 + 0,19° 0,34 + 0,05°
c-VLDL 0,15 0,17 0,12
LDL/HDL 0,43 0,30 0,29
Triglicéridos 0,74 + 0,01% 0,85 + 0,10° 0,62 + 0,07°

Los valores corresponden a la estimaciéon promedio de siete repeticiones con
desviacion estandar (n = 7); Promedios en la misma fila que tienen letras
diferentes difieren significativamente por la prueba de Tukey (p < 0,05);

Peso y contenido lipidos del higado

En la tabla 2 se enumeran el peso total del higado, contenido
de lipidos totales en el higado y la relacién de porcentaje de
peso del higado al peso corporal en el extremo de
experimentacion de las ratas Wistar hembras alimentadas con
las diferentes dietas.

Los valores corresponden a la estimacién promedio de siete repeticiones con
desviacién estandar (n = 7); Promedios en una misma columna con diferentes
letras difieren significativamente por la prueba de Tukey (p < 0,05);
Estandar: dieta estandar utilizado como basado caseina-control;

Las medias del peso del higado de los animales alimentados
con dietas a base de leche fueron muy similares y menores
respecto a la dieta estandar (p < 0,05), como el aumento de
peso total corporal.

Se puede considerar proporcional, una vez que acompafé a la
ganancia de peso mas baja registrada al final del experimento
en comparacion con los animales que recibido la dieta
estandar.

El menor peso de los higados de las dietas experimentales en
comparacion con la dieta estandar también fue citado por
Jaekel (2008), quien observd que las dietas de proteinas
vegetales promueven la disminucidn significativa en el peso
del higado en relacién con la dieta que contenia caseina. Esta
similitud de los resultados indica una caracteristica
interesante, como los productos lacteos se sabe que tienen un
mayor contenido de colesterol y de lipidos pueden causar
sobrecarga en el higado y aumento del mismo, que no fue
observado en el presente estudio.
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Produccién de heces y el contenido de lipidos fecal

Los animales que fueron sometidos la dieta leche de cabra
produce menor volumen de heces , seguido por la dieta leche
de vaca y la estandar (p<0,05).

Un mayor produccién de las heces puede indicar una
digestibilidad de alimentacion inferior por las enzimas en el
tracto gastrointestinal, como citado por Denardin et al. (2007).
Helbig (2007) menciona que la ocurrencia de mayor
produccion fecal estd conectado simultaneamente con un pH
mas bajo y el aumento de la excrecion fecal en las heces de
los acidos grasos de cadena corta.

Tomamos nota de que las diferencias entre el punto de vista
numérico fueron significativas entre los grupos, con énfasis en
la reducida cantidad de heces que se producen durante la
duracion total del estudio de los animales del grupo de LC y la
mayor cantidad de animales fecales grupo LB, difiriendo
significativamente de los otros grupos.

La tabla 3 muestra la relacion del consumo de la dieta en
diferentes periodos de las ratas hembras Wistar/UFPel los
diferentes grupos experimentales con la concentracién de
lipidos en las heces en el inicio y al final del periodo de
prueba, con una duracién total de 28 dias.

Tabla 3 - La ingesta de grasa total (g) en los excrementos
fecales de ratas Wistar/UFPel sometidos a diferentes dietas
durante 28 dias.

Leche caprina

36,94

43,86

0,48 + 2,80a

044 £ 041a

Leche bovina

35,08

43,12

0,84 + 447a

0,58 £ 0,96a

Dietas Ingesta de grasas en la dieta Lipidos totales fecales (g)*

(9)
Periodo Periodo final Periodo Periodo final
inicial ** field inicial ** el

Estandar 51,32 \ 50,40 0,27 = 1,53a 0,63 + 1,74a

*Los valores son la media de siete repeticiones con estimacién de la
desviacion estandar, citada durante los periodos respectivos (n = 7);
Promedios en una misma columna con diferentes letras difieren
significativamente por la prueba de Tukey (p < 0,05);

** Periodo inicial = es la suma de la cantidad de grasas ingeridas en los cuatro
primeros dias del experimento;

*** = Periodo final es la suma de los ultimos cuatro dias del experimento;
Estandar: dieta estandar utilizado como control basado en caseina;

El colesterol exdgeno se metaboliza en el higado y el exceso
se convierte en acidos biliares, a través del intestino
(circulacidon entero hepatica), se liberan en las heces, siendo
parcialmente eliminado. Este hecho, en consecuencia
promueve una mayor excrecion de lipidos (Machado et al
2007). Se observa que los valores mas altos de lipidos se
excretan en las heces de los animales alimentados con dietas
LB en el periodo inicial y al final del periodo experimental
aunque las diferencias no fueron significativas (Tabla 4). La
dieta LC promovié una menor excrecion de lipidos en el
periodo final y no hubo diferencias cuando se compara con la
dieta estandar al comienzo del experimento.

Teniendo en cuenta la hipdtesis de que el colesterol
consumido con la leche de cabra se mantiene en una
proporcién mayor en el plasma que se excreta en las heces.
Este hecho puede ser considerado beneficioso para las
personas con trastornos de absorcién de lipidos, ya que
requieren una mayor ingesta de calorias (Ribeiro et al 2002).
La excrecion de lipidos inferior puede estar justificada por la
mayor presencia de triglicéridos de cadena media en la dieta,
ya que inducen la reduccion de la sintesis endégena de
colesterol y su absorcion intestinal, generando de este modo
una menor excrecion fecal (Alférez et al 2000).
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Digestibilidad de lipidos

La velocidad de absorcién de los lipidos estd determinada
principalmente por la longitud de cadena de carbono y el
grado de saturacidén de los acidos grasos implicados. Por lo
tanto, casi todos los lipidos procedentes de fuentes naturales,
hechos de triacilgliceroles mixtos, tienen una digestibilidad de
95 a 98%; Sin embargo, st el triacilglicerol contiene una alta
cantidad de acido estearico o de acidos grasos de cadena
larga saturados, se reduce su digestibilidad (Souza-Soares
1980).

Souza-Soares (1980) destac6é que una de las maneras mas
satisfactorias de evaluar la absorcién de lipidos es la
comparacion cuantitativa de los lipidos en las heces con el
contenido de lipidos de la dieta; que tiene la ventaja de ser un
método no invasivo para la investigacion de la administracion
sin alterar la homeostasis de los lipidos.

A través de la tabla 4 se puede observar los datos relativos a
la digestibilidad de lipidos en los animales alimentados con
diferentes dietas, determinado por la relacion de los lipidos
ingeridos y excretados por las heces.

Tabla 4 - Digestibilidad del lipidos del ratas hembras
Wistar/UFPel, sometido a diferentes dietas durante 28 dias.

Dieta Lipidos ingeridos Lipidos excretados CDA (%)
Periodo | Periodo Periodo | Periodo | Periodo | Periodo
inicial** | final*** inicial** | final*** | inicial** | final***

Estandar 5,34 5,24 0,05 0,10 99,00 97,95
Leche 3,57 4,23 0,04 0,05 98,87 98,81
caprina

Leche 3,40 4,18 0,13 0,09 96,17 97,84
bovina

Los valores corresponden a la suma de seis repeticiones (n = 6) en cada
periodo correspondiente;

* CDA = coeficiente de digestibilidad aparente de lipidos (% de absorcion);
** Periodo inicial = es la suma de los cuatro primeros dias del experimento;
*** = Periodo final es la suma de los tltimos cuatro dias del experimento;
Estandar: dieta estandar utilizado como basado caseina-control;

En el periodo inicial del experimento la digestibilidad de
lipidos fue mayor para dieta P, seqguida de la dieta LC y la mas
baja para la dieta LB sin embargo no hubo diferencias
significativas. Estos resultados coinciden con los de Alférez et
al (2000) que trabajé con dietas similares, habiendo
encontrado los valores de 90,4%, 85,6% y 94,2% para la dieta
con leche de cabra, leche bovina y dieta estandar (a base de
aceite de oliva) respectivamente, para el coeficiente de
digestibilidad de lipidos (CDA).

Cuando se hace referencia a la duracion total del experimento,
los valores de digestibilidad fueron de 98,73%, 98,43% e
96,56% respectivamente, para la dieta estandar, leche de cabra
y leche bovina. Se observa que las dietas P y LC son similares
en cuanto a su porcentaje mientras que la dieta LB tiene su
valor reducido en comparaciéon con las otras dos dietas, en
una diferencia de 2,17% para la dieta estandar y 1,87% con
relacién a la dieta de leche de cabra.

Aunque no hubo diferencias significativas, el valor alto del
coeficiente de digestibilidad de lipidos (CDA) la dieta LC
puede estar justificada en funcidn del leche de cabra mejora
la utilizaciéon digestiva de la fraccidn lipidia y reduce las
pérdidas fecales de este nutriente. Los lipidos de la leche de
cabra se consideran mas digerible que la leche de vaca,
debido a que forman pequenos glébulos de grasa, y por lo
tanto presentan una superficile mayor y en consecuencia, las
lipasas en el intestino son capaces de hidrolizarlos con mayor
eficiencia, lo que reduce el tiempo de permanencia en el
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estdmago y el transito intestinal. La digestibilidad superior
también parece estar directamente relacionada con la
concentracidon mas alta de TCM en la fraccion lipidica de la
leche de cabra en comparacion con leche bovina (Alférez et al
2000, Haenlein 2001, Lépez-Aliaga et al 2005, Park et al 2007,
Sla¢anac et al 2010).
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Animales alimentados con leche de cabra presentaron menor
indice de eficiencia de alimentacion que los alimentados con
la dieta de caseina, pero mayor que los tratados con leche de
vaca. El mayor peso del higado de la dieta de leche de cabra
fue inversamente proporcional a la concentracién de lipidos
en el higado, esto puede estar relacionado con un mayor
aprovechamiento de los lipidos de la leche de cabra en el
organismo.

La dieta de la leche de cabra provoca en los animales una
excrecion fecal de lipidos y acidos grasos de cadena media
inferiores respecto al grupo que consumid la dieta que
contenia leche bovina, debido a una mayor digestibilidad de
los lipidos. El resultado indica la posibilidad de la utilizacion
de la leche de cabra en la dieta de los pacientes con el
sindrome de mala absorcion de lipidos de acuerdo a su mejor
utilizacion digestiva y el aumento de la absorcion de lipidos.
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