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Introduccion

Este es un libro pensado para los farmacéuticos y escrito por docentes que desde hace
muchos afios llevamos adelante la asignatura Nutricién y Bromatologia del Area Bioquimica y
Control de Alimentos de la Facultad de Ciencias Exactas, recogiendo inquietudes y experiencias
de nuestros alumnos. Este Libro de Catedra no es un recorrido exhaustivo en el programa de la
asignatura. Temas como Alteraciones Alimentarias, Conservacion de Alimentos entre otros, no
han sido abordados porque o bien existen libros de catedra que ya lo hacen o porque la
bibliografia existente cubre la tematica con la orientaciéon que pretendemos. Tampoco este libro
pretende reemplazar la abundante y muy buena bibliografia sobre los alimentos, de necesaria
lectura para realizar el curso, ni el espacio aulico donde se desarrollan los temas. Lo que aqui se
pretende es dar una herramienta mas que facilite y entusiasme a nuestros estudiantes en el

abordaje de una materia que nos compromete a todos.

La critica situacion alimentaria actual, donde muchas de las enfermedades cronicas no
transmisibles estan relacionadas con deficiencias de distinto tipo en la alimentacion, hacen hoy
muy necesaria la intervencion educativa y preventiva de los profesionales de la salud. La carrera
de Farmacia de la UNLP otorga a sus egresados incumbencia en el control de alimentos, asi
como conocimientos basicos para la futura integracion de equipos profesionales dedicados a la
Nutricion hospitalaria. En su quehacer profesional, las y los farmacéuticos tendran contacto con
productos alimentarios o sus derivados ya sea en la farmacia oficinal, en el hospital o en la
industria. La asignatura Nutricion y Bromatologia se propone contribuir no sélo a dar
herramientas para el ejercicio profesional sino también para promover la participacién activa del
farmacéutico en distintos ambitos de su quehacer profesional con el fin de contribuir a una vida

mas saludable.

La asignatura se cursa ya habiendo promediado la carrera y apela a conceptos de Quimica
Bioldgica, Fisiologia, Quimica Organica, Quimica Analitica entre otros por lo que resulta una
instancia de recuperacion e integracion de conocimientos previos. Uno de los ejes programéaticos
de la misma es el de Andlisis de alimentos, donde se incorporan los fundamentos sobre diversas
metodologias adecuadas para determinar la composicion de un alimento. Este eje tematico
requiere de los estudiantes la ejercitacion y combinacion de muchos de los conocimientos ya

vistos previamente en su carrera, pero ahora aplicados a un sistema alimentario.

Los aspectos de nutricidon que incluye la asignatura son de especial interés. Trataremos de lograr
una base conceptual para que el farmacéutico pueda integrar equipos con otros profesionales
de la salud. El otro propdsito es destacar los aspectos nutricionales y propiedades de ciertos

productos que seran cotidianos en el ejercicio farmacéutico: los suplementos dietarios, entre ellos
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los nutraceuticos o las formulaciones para nutricion enteral son productos habituales en la

farmacia.

Finalmente se incluye en el libro un estudio mas integral de casos seleccionados, sobre ciertos
alimentos representativos de la dieta local. En esta instancia se relacionara la composicion con
la utilidad desde el punto de vista nutricional y se hara un breve recorrido respecto a la produccion

de dichos alimentos para integrar aspectos de produccién-composicion-valor nutricional.

La asignatura Nutricibn y Bromatologia no sélo amplia las incumbencias de las y los
farmacéuticos, sino que deberia aportar a la formacion de profesionales que interpelen la forma
en que nos relacionamos con los alimentos y las consecuencias que eso tiene para nuestra salud.

Es en este sentido que hemos tratado de orientar la presente propuesta.
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CAPITULO 1

Definicidn de alimento. Macro y micronutrientes.
Conceptos basicos de nutricion. Rotulado
nutricional

Cristina Ferrero

Definicion de alimento. Dieta y salud

Un alimento es “toda sustancia o mezcla de sustancias naturales o elaboradas, que ingeridas
por el hombre aportan a su organismo los materiales y energia necesarios para el desarrollo de
sus procesos biolégicos” (Cadigo Alimentario Argentino). Desde el punto de vista de su origen,
los alimentos pueden ser naturales, ya sea de fuentes vegetales o animales, los que
generalmente presentan ningin o minimo procesamiento, o formulados, los cuales son el
resultado de la combinacién de varios ingredientes que pueden tener valor nutricional (por poseer
macro/micronutrientes) o bien agregarse por alguna razén distinta de la nutricional, ya sea
sensorial, sanitaria o tecnoldgica (aditivos alimentarios). Sin embargo, existen otras dimensiones
que es necesario tener en cuenta para abordar el tema de los alimentos y la alimentacion: la
social, la psicolégica y la econdémica. La posibilidad de acceso y las costumbres, entre otras
razones, inciden en qué es lo que llevamos a la mesa, cémo lo preparamos, como combinamos
los diferentes ingredientes. Por ejemplo, los insectos en muchos paises no son considerados
como alimento, pero en otros si son apreciados como es el caso de México y muchos paises
sudamericanos y africanos (Pijoan, 2021). Otro ejemplo surge de las adscripciones a dietas
vegetarianas y veganas que se pueden basar tanto en consideraciones de salud como éticas;
hoy este tipo de posturas tienen cada vez mas incidencia en los alimentos que se eligen.

Es necesario distinguir los conceptos de formulacién y composicion de un alimento. La
formulacion es el listado de los ingredientes (materias primas) y sus respectivas cantidades. Por
ejemplo, si nos referimos a un pan, su formulacién sera la lista y cantidades de cada ingrediente
utilizado en su preparacion, por ejemplo: harina 500 g, materia grasa 50 g, agua 300 g, sal 10 g
y levadura 15 g. Por otro lado, la composicién de un alimento esta dada por la cantidad de cada
componente sea nutriente o no: hidratos de carbono, lipidos, proteinas (macronutrientes),
minerales y vitaminas (micronutrientes), sustancias que no son nutrientes naturalmente
presentes (por ejemplo: pigmentos, fibra dietaria, antioxidantes), aditivos alimentarios (sélo se

pueden agregar los permitidos por el Cédigo Alimentario Argentino-CAA) y el agua. Para el
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ejemplo del pan, la composicién de un pan ya cocido (listo para consumir) puede ejemplificarse:
hidratos de carbono 45%, proteina 10%, grasa 3%, fibra 1%, sal 1% p/p y la diferencia
corresponde al agua, 40%. La lista de ingredientes aparece en orden de mayor a menor cantidad
en el envase del alimento y la composicién puede obtenerse del rotulado nutricional.

La composicion de un alimento no es solo importante desde el punto de vista nutricional, sino
que determina otras caracteristicas y también define el tipo de procesamiento, asi como su
conservacion, comercializacion y utilizacion. Como ejemplo, un alimento con gran cantidad de
agua como una hortaliza o fruta es considerado perecedero, y no podra ser almacenado en las
mismas condiciones que un alimento no perecedero, que por su bajo contenido de agua (por
ejemplo, una harina que contiene menos de un 14% de agua en peso) puede ser conservado por

largo tiempo en envase adecuado a temperatura ambiente.

Composicion

! 4 ¥

Contribuye a: .
. Determina:
Valor nutritivo .
Procesamiento

Textura .,
Conservacion
Color o,
Comercializacion
Olor N
Utilizacion
Sabor

Figura 1.1. Importancia de la composicion de un alimento

Hoy esta aceptado que el tipo de dieta que elegimos tiene una fuerte incidencia en nuestra
salud. Segun datos de la OMS (2023), las enfermedades no transmisibles (ENT) constituyen la
causa de muerte de 41 millones de personas por afio que representan el 74% de todas las
muertes en el mundo. El 77% de los decesos debidos a ENT se concentran en paises de ingreso
mediano bajo. Entre las ENT, las enfermedades cardiovasculares son la causa de la mayoria de
las muertes (17,9 millones de personas cada afo), seguidas de cancer (9,3 millones), las
enfermedades respiratorias cronicas (4,1 millones) y la diabetes (2,0 millones). Estos cuatro
grupos de enfermedades representan mas del 80% de todas las muertes prematuras (en
menores de 70 afos) por ENT (OMS, 2023).

Segun el mismo informe, entre los factores que incrementan el riesgo de muerte por una ENT
se encuentran: el tabaquismo, el sedentarismo, el consumo nocivo del alcohol, una alimentacién
poco saludable y la contaminacion atmosférica. Segun la OMS, estas enfermedades se ven

favorecidas por factores como el rapido desarrollo urbano no planificado, la generalizacion de
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modos de vida poco saludables y el envejecimiento de la poblacion. Por ejemplo, una
alimentacion poco saludable sumada al sedentarismo puede generar hipertension arterial, un
aumento de los niveles de glucosa o de lipidos en sangre y obesidad. Estos factores se
denominan factores de riesgo metabdlicos (OMS, 2023).

El tratamiento de las ENT conlleva cambios de conducta, entre ellos, los cambios en los
habitos dietarios. Para ello es indispensable informarnos sobre los alimentos que consumimos,
asi como la consulta con profesionales para la prescripcion de una dieta adecuada.

Esta influencia negativa de ciertos tipos de dieta en el desarrollo de ENT esta en relacién con
nuestra evolucion como especie. Nuestro organismo esta evolutivamente preparado para un
cierto tipo de dieta, la llamada dieta ancestral, en donde no habia excesos de grasas saturadas
e hidratos de carbono, rica en fibra alimentaria y con un buen balance de acidos grasos
insaturados. La evolucion como especie hasta llegar al Homo sapiens fue atravesando diversas

transiciones alimentarias que significaron fuertes cambios en la composicion de la alimentacién

(Aguirre, 2001).

Tabla 1.1. Resumen de las transiciones alimentarias.

Transicion Datacion Causa Cambio en la dieta
Un millén de | Los hominidos Mayor aporte de acidos grasos y
DE afos abandonan las zonas | proteinas a través del consumo
VEGETARIANOS selvaticas a causa del | de: frutos, nueces, raices, hojas,
A cambio climatico brotes, semillas, miel, huevos,
OMNIVOROS larvas, insectos, animales
pequefios
13000 afios | Hay un nuevo cambio | Se domestican (domesticacion=
aprox. climatico, los bosques | reproduccion dirigida) especies
DE suplantan llanuras y vegetales (como el trigo) y
CAZADORES se extingue la animales (como bovinos) que
A megafauna permiten asegurar la provision
AGRICULTORES pleistocénica. de alimentos
Colapsan las culturas
de la caza mayor
200 anos Revolucién industrial Nuevos alimentos formulados
ricos en azucar y grasas. Surgen
los sistemas de conservacion
DE (envases de vidrio, enlatados,
AGRICULTORES congelados), la mecanizacién de
A los procesos, el transporte y las
INDUSTRIALES ventas mayorista y minorista, los
sistemas de control alimentarios
para asegurar inocuidad. Los
alimentos se deslocalizan y
desestacionalizan.

Nota: basado en Aguirre (2001)
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La ultima transicion data de alrededor de 200 afios, ya que surge con la era industrial y la
mecanizacion de la produccion lo que significé un drastico cambio en la dieta, que incidié en el
incremento de ciertas enfermedades. Nuestros antepasados cazadores-recolectores
desarrollaron una adaptacion evolutiva ante la alternancia de periodos de abundancia y escasez
de alimentos. Ante la abundancia, el “exceso” de energia se almacenaba como tejido adiposo
preparando al individuo ya que este tejido era una reserva energética para los periodos de
escasez. Este mecanismo permitid sobrevivir a la especie y aun lo portamos. Los alimentos
tipicos de la era industrial, ricos en hidratos y grasas, proveen de un exceso de calorias que
nuestro organismo no puede siempre llegar a gastar. Este tipo de dietas sumado al estilo de vida
sedentario es lo que se suele denominar “entorno obesogénico”. El resultado es una prevalencia

de ENT como la obesidad, la hipertension, la diabetes, entre otras.

Conceptos basicos de nutricion

Segun la definicion de la Asociacion Médica Argentina (1963) se entiende por Nutriciéon “la
ciencia que estudia los alimentos, los nutrientes, la interaccion en relacion con la salud y la
enfermedad; los procesos de digestion, absorcion, utilizacion y excrecién de sustancias
alimenticias y también los aspectos econdémicos, culturales, sociales y psicolédgicos relacionados
con los alimentos y la alimentacion”. Sobre la base de esta definicion que abarca varias
dimensiones nos enfocaremos en los primeros aspectos que aborda, es decir el estudio del
intercambio entre las sustancias y energia en los seres vivos y en particular, nos referiremos
también en este curso a los procesos de absorcion y utilizacién, asi como los dafios que derivan
del exceso o déficit de algunos nutrientes. Hay que tener en cuenta que para los distintos
nutrientes existe el concepto de “Ingesta recomendada”, que son los niveles de ingesta de un
determinado nutriente que se consideran adecuados para cubrir las necesidades nutricionales

de practicamente todas las personas sanas.

Se pueden distinguir tres etapas de la nutricion:
Alimentacidn: se extiende desde la prescripcion hasta la absorcion de los principios nutritivos.
Esta etapa incluye la eleccion de los alimentos, la forma en que se combinaran y cocinaran,
porciones, entre otros aspectos. A través de la acciéon de enzimas de nuestro tracto oro-gastro-
intestinal los nutrientes que se encuentran en el alimento son degradados y absorbidos.
Metabolismo: segunda etapa, en donde se utilizan la materia y energia aportadas por los
componentes alimentarios. Se extiende de la absorcion hasta la excrecion.
Excrecion: tercera etapa cuya finalidad es liberar los desechos que se forman como producto
del metabolismo.

Nos enfocaremos en la primera etapa, la alimentacion, que para ser saludable debe cumplir
con algunos requisitos, que se pueden enunciar como ‘las cuatro leyes de la alimentacion
saludable” (Lépez y Suarez, 2021) (Figura 1.2)
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Ley de la cantidad

Las cuatro leyes
de una alimentacion saludable

2yade Ja adecuasioy,

Figura 1.2. Las cuatro leyes de una alimentacién saludable

Estas leyes nos recuerdan que debemos consumir suficientes alimentos para proveernos de
la cantidad de energia que necesitamos para nuestro metabolismo y las actividades que
desarrollamos, que debemos incorporar todos los nutrientes (calidad de la alimentacién) y que
estos deben estar presentes en determinadas proporciones (ley de la armonia). Por ultimo, las
dietas deben adecuarse a las necesidades de cada individuo, de acuerdo a su metabolismo y
actividad fisica.

Respecto a las necesidades energéticas, estas quedan determinadas por el gasto energético
total (GET) del individuo. Las necesidades diarias de energia de una persona son aquellas que
permiten mantener el peso corporal adecuado constante. Existen situaciones particulares, por
ejemplo, en nifios en etapa de crecimiento y mujeres gestantes, en las cuales el GET también
incluye la formacién de tejidos y en las mujeres en periodo de lactacion, los requerimientos
energéticos involucran la secrecién de leche a un ritmo adecuado.

El GET se puede dividir de acuerdo a la utilizaciéon de la energia en lo utilizado por nuestro
metabolismo para mantener las funciones vitales (tasa metabdlica basal-TMB), el gasto
energético asociado a la ingesta y utilizaciéon de los alimentos (accién dinamica especifica-ADE
0 accion termogénica de los alimentos) y finalmente todo gasto asociado a la actividad fisica

(AF). Esta distribuciéon se puede apreciar en la Figura 1.3.
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= MB
ADE

m AF

Figura 1.3. Distribucién del gasto energético (%) para una actividad moderada. MB:
metabolismo basal, ADE: accion dinamica especifica o termogénica de los alimentos, AF:

actividad fisica

Como se puede apreciar, la TMB representa la mayor parte del gasto energético (60-65%).
La magnitud de la TMB dependera de factores fisioldgicos y patolégicos. Entre los fisiolégicos se
encuentran la edad, sexo, talla, peso, superficie corporal, masa magra, condiciones particulares
como el embarazo y la lactancia y los climas extremos que representan una mayor exigencia a
nuestro metabolismo para mantener la temperatura constante. Ademas de los fisioldgicos existen
factores patologicos como alteraciones en la funciéon de hormonas, procesos infecciosos,
alteraciones en el estado nutricional, estrés.

La tasa metabdlica basal (TMB) se puede determinar por calorimetria ya sea directa o
indirecta. La calorimetria indirecta respiratoria se realiza con un dispositivo que permite

determinar el volumen de oxigeno consumido (VO,)y el volumen de diéxido de carbono
producido (VCO,) con lo cual se puede determinar la TMB reemplazando en la formula de Weir

completa (Lopez y Suarez, 2021)
TMB = [3,9% (VO) + 1,1% (VCO,)] x1,44 -2,17 (NU)
o abreviada (donde se elimina el término correspondiente al nitrégeno urinario-NU).
TMB = [3,9 X(VO.) + 1,1 x(VCO:)] 1,44

Para aplicar esta metodologia se asume que todo el O: inspirado es utilizado en el
metabolismo oxidativo, todo el CO:2 espirado deriva de la completa oxidacion de los sustratos y
todo el N que resulta de la oxidacion proteica se elimina por la orina en forma de urea pudiendo

ser cuantificado.
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Las condiciones de medicion son estrictas, debe realizarse con al menos 12 h de ayuno, al
despertar y en posicion decubito supino (acostado boca arriba en forma paralela al suelo). Debe
haber un control de temperatura ambiental (20°C). Cuando estas condiciones no se cumplen
completamente (menos de 12 h de ayuna o mediciébn que no se realiza al momento de
despertarse) el valor obtenido ya no es la TMB sino un valor energético similar (normalmente
10% superior) que se denomina gasto energético de reposo (GER).

La otra manera de determinar la TMB es por calorimetria directa, utilizando un habitaculo
aislado térmicamente y midiendo el incremento de temperatura que se produce al estar la
persona en las condiciones de medicion descriptas para la calorimetria indirecta. Este tipo de
calorimetria también se utiliza para determinar el gasto energético involucrado en una actividad
fisica particular. Normalmente este tipo de calorimetria se utiliza en mayor medida en
investigaciones.

Para un calculo de rutina de la TMB se pueden utilizar tablas que relacionan la TMB con el
peso de una persona (P, kg) teniendo en cuenta franja etaria y género (Tabla 1.2). Este es el

método recomendado por la FAO/OMS.

Tabla 1.2. Ecuaciones para calcular la TMB de acuerdo a recomendaciones FAO/OMS

Sexo y edad | Ecuacion para calcular la TMB (kcal/dia)
(anos) Hombres Mujeres

0-2 (60,9 x P) -54 (61,0 x P) -51

39 (22,7 x P) +495 (22,5 x P) +499

10-17 (17,5x P) +651 (12,2 x P) +746

18-29 (15,3 x P) +679 (14,7 x P) +496

30-59 (11,6 x P) +879 (8,7 x P) +829

60+ (13,5 x P) +487 (10,5 x P) +596

Estas ecuaciones, que corresponden a rectas se han obtenido correlacionando para cada
grupo de referencia (de acuerdo a sexo y edad) la TMB medida en funcion del peso del individuo.
Existen otras formas de calcular la TMB, como la aplicacion de las férmulas de Harris Benedict

para hombres y mujeres que utilizan como variables el peso (P), la talla (T) y la edad.

Hombres:
TMB =66 +[13,7 x P (kg)] + [5 x T (cm)] - [6,8 x edad (afios)]
Mujeres:

TMB =655 +[9,6 x P (kg)] + [1,8 x T (cm)] - [4,7 x edad (afios)]
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A partir del valor de TMB que se obtiene para 24 h se puede calcular el gasto energético para
una hora de determinada actividad fisica, aplicando factores como los que se ejemplifican en la

tabla siguiente

Tabla 1.3. Ejemplos de factores para determinar el gasto energético por actividad

Etilo de vida
Actividad Sedentario Activo Muy activo
moderado
Suefio 1 1 1
Cuidado personal (aseo, vestido) 2,3 2,3 2,3
Trabajo sentado (oficina, venta) 1,5
Trabajo doméstico general 2,8
Cocinar 2.1 2.1
Manejar al/del trabajo 2,0
Caminar a paso variado, sin carga 3,2 3,2 3,2
Ocio (mirar TV, charlar) 1,4 1,4 1,4
Ejercicio aerébico baja intensidad 4,2
Desplazarse en micro al/del trabajo 1,2
Trabajo parado, con carga pequeia 2,2
Trabajo agricola no mecanizado 4.4
Barrido, lavado de ropa, platos 2,3

Nota: adaptado de Joint, FAO (2004)

De esta manera, multiplicando la TMB/h (se obtiene dividiendo la TMB por 24) por el factor
de cada actividad (Tabla 1.3) y por la cantidad de horas que dicha actividad se realiza, y luego
sumando todos los aportes se obtiene el GET (en este calculo no se esta considerando la ADE
ya mencionada). Existen otros métodos para este tipo de calculo, en algunos casos se puede
tener como dato el gasto energético por kg de peso del individuo y por unidad de tiempo de la
actividad. Finalmente, para un calculo aproximado si se cuenta con el valor de GER se puede
adicionar al mismo un 30% si el individuo tiene una actividad muy sedentaria, 50% si es
sedentaria, 70% para actividad moderada y un 100% para una persona muy activa.

El GET expresa nuestros requerimientos energéticos en kcal/dia. Una alimentacién saludable
debe balancear entre necesidades e ingesta energética (ley de la cantidad). Este es el principal
determinante del peso corporal. Cuando hay un balance positivo y la dieta aporta mas energia
de la necesaria, el exceso se almacena (dado nuestra adaptacion evolutiva mencionada
anteriormente) en forma de grasa dando lugar a sobrepeso y obesidad. Por el contrario, cuando
la ingesta de energia es inferior al gasto, se hace uso de las reservas corporales de grasa y
proteina, produciéndose una disminucién del peso y malnutricion.

Existe un indice que permite determinar si existe una situacién de desbalance entre las
necesidades energéticas y lo provisto por los alimentos. Es el indice de Quetelet, o indice de

masa corporal (IMC) definido por la relacion:

IMC = [peso (kg) / talla? (m?2)]
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que esta relacionado con la adiposidad y obesidad. Para una persona adulta se considera un
IMC adecuado aquel valor comprendido entre 20 y 25; cuando esta entre 25 y 30 puede existir
sobrepeso; si es mayor de 30, obesidad y si, por el contrario, es menor de 20, se habla de bajo
peso. Respecto a las leyes de la calidad y de la armonia, se considera que la energia provista
por la dieta tiene que ser aportada por los distintos nutrientes de acuerdo a la distribucion
representada en la Figura 1.4.

Entonces, por ejemplo, para una necesidad energética de 2000 kcal/dia, el 60% de dichas
calorias deberian provenir de los hidratos de carbono, tanto simples (como glucosa) como
complejos (almidén) lo que significa unas 1200 kcal. Para pasar a los gramos de hidratos de
carbono se debe dividir por el factor de Atwater correspondiente (4 kcal/g) resultando 300 g de
hidratos de carbono diarios. El 25 % de las calorias debe ser provisto por los lipidos, lo que
significa 500 kcal; dividiendo por el factor de Atwater correspondiente (9 kcal/g) significa que hay
que consumir unos 55,5 g de lipidos. Finalmente, si bien las proteinas tienen una funcion
estructural se representa su aporte como el 15% de las kcal totales o sea 300 kcal que dividiendo

por el factor de Atwater (4 kcal/g) resultan en 75 g de proteina de buen valor nutricional.

O hidratos de carbono
O proteinas
Olipidos

Figura 1.4. Aporte porcentual de calorias segun los nutrientes

Los nutrientes seran aportados por alimentos de distintos grupos alimentarios; una forma de
representar una dieta balanceada es a través de esquemas, algunos muy conocidos como la
piramide nutricional (que esta siendo reemplazada por otras representaciones conceptualmente
diferentes) o la gréfica de alimentacién saludable (Risso Patrén y col., 2018). En la Figura 1.5 se

muestran ambos ejemplos.
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Figura 1.5. Aportes de distintos grupos alimentarios en la dieta segun la concepcién de la
pirémide nutricional tradicional y la grafica de alimentacién saludable.

Legislacién y Rotulado

El Cdédigo Alimentario Argentino (CAA) es el conjunto de disposiciones higiénico-sanitarias,
bromatolégicas y de identificacion comercial del Reglamento Alimentario aprobado por Decreto
141/1953. Sus diferentes capitulos abarcan distintos topicos y grupos alimentarios (Tabla 1.4).

El CAA diferencia entre alimento genuino y el que no lo es en su Capitulo |, art 6. Un alimento
genuino o normal es el que “respondiendo a las especificaciones reglamentarias, no contenga
sustancias no autorizadas ni agregados que configuren una adulteraciéon y se expenda bajo la
denominacién y rotulados legales, sin indicaciones, signos o dibujos que puedan enganar
respecto a su origen, naturaleza y calidad”. En contraposicion, un alimento alterado es el que
“por causas naturales de indole fisica, quimica y/o bioldégica o derivadas de tratamientos
tecnoldgicos inadecuados y/o deficientes, aisladas o combinadas, ha sufrido deterioro en sus
caracteristicas organolépticas, en su composicion intrinseca y/o en su valor nutritivo". Un
alimento contaminado es el que contiene “a) Agentes vivos (virus, microorganismos o parasitos
riesgosos para la salud), sustancias quimicas, minerales u organicas extrafias a su composicion
normal sean o no repulsivas o téxicas. b) Componentes naturales toxicos en concentracién mayor
a las permitidas por exigencias reglamentarias.” Tanto la alteracién como la contaminacion
implican un hecho accidental, es decir, la ausencia de una accion intencionada para cambiar la
composicion del alimento. En cambio, un alimento adulterado lo ha sido intencionalmente y se
define como el que “ha sido privado, en forma parcial o total, de sus elementos utiles o
caracteristicos, reemplazandolos o no por otros inertes o extrafios; que ha sido adicionado de

aditivos no autorizados o sometidos a tratamientos de cualquier naturaleza para disimular u
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ocultar alteraciones, deficiente calidad de materias primas o defectos de elaboracion.”
Finalmente, un alimento falsificado es aquel “que tenga la apariencia y caracteres generales de
un producto legitimo protegido o no por marca registrada, y se denomine como éste sin serlo o

que no proceda de sus verdaderos fabricantes o zona de produccién conocida y/o declarada.”

Tabla 1.4. Contenidos del Cédigo Alimentario Argentino

Cap. | Articulos Contenido

| 1al 11 Disposiciones generales

Il 12 al 154 Condiciones generales de las Fabricas y Comercios de Alimentos.
] 155 al 183 De los productos alimenticios

v 184 al 219 Utensilios, Recipientes, Envases, Aparatos y Accesorios.
\") 220 al 246 Normas para la Rotulacién y Publicidad de los Alimentos
Vi 247 al 519 Alimentos Carneos y Afines.

Vil 520 al 552 Alimentos Grasos, Aceites Alimenticios

Vil 553 al 642 Alimentos Lacteos

IX 643 al 766 Alimentos Farinaceos - Cereales, Harinas y Derivados

X 767 al 818 Alimentos Azucarados

Xl 819 al 981 Alimentos Vegetales

Xl 982 al 1079 Bebidas Hidricas, Agua y Agua Gasificadas.

X1 1080 al 1107 | Bebidas Fermentadas

XIv 1108 al 1136 | Bebidas Espirituosas, Alcoholes, Bebidas Alcohdlicas Destiladas y Licores

XV 1137 al 1198 | Productos Estimulantes o Fruitivos.

XVi 1199 al 1338 | Correctivos y Coadyuvantes

XVII | 1339 al 1390 | Alimentos de Régimen o Dietéticos

XVIII | 1391 al 1406 | Aditivos Alimentarios

XIX 1407 al 1412 | Harinas, Concentrados, Aislados y Derivados Proteinicos

XX 1413 al 1414 | Metodologia Analitica Oficial

XXI 1415 al 1416 | Procedimientos

XXl 1417 Miscelaneos

Segun el CAA se define como rotulacion a “toda inscripcion, leyenda, imagen o toda materia
descriptiva o grafica que se haya escrito, impreso, estarcido, marcado, marcado en relieve o
huecograbado o adherido al envase del alimento” siendo el envase el “recipiente, el empaque o
el embalaje destinado a asegurar la conservacion y facilitar el transporte y manejo de alimentos”.
El envase primario o envoltura primaria es el que se encuentra en contacto directo con los
alimentos mientras que el secundario o empaque es el envase destinado a contener el o los
envases primarios. Puede haber inclusive un envase terciario, que contiene a los secundarios.

En el rotulado hay informacion obligatoria y facultativa. Dentro de la informacion obligatoria
se encuentra;

e Denominacion de venta del alimento
e Lista de ingredientes

e Contenidos netos

e Identificacion del origen

e Nombre o razén social y direccién del importador, para alimentos importados.
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e I|dentificacion del lote
e Fecha de duracion
e Preparacion e instrucciones de uso del alimento, cuando corresponda.

¢ Informacion nutricional obligatoria

Para esta ultima existen diferentes modelos de presentacion de dicha informacién ya

establecidos (Figura 1.6) dependiendo su eleccion del espacio disponible en el envase.

Informacidn nutricional.
Porcién... g o mi (medida casera)

Cantidad por porcién| % VD*

Valar energético esl = k)

Cartohidraios 0

Proteinas 0

Grasas 1otales g

brasas saluradas ]

Grasas trang A (Na declarar)
Fibta alimentana g

Sodin mg

i *) % vslores diarios con hase & una dieta de 2000 koal o 400 k.
ISus valores diarios pueden ser mayores 0 memwes dependiendo de
BUS hecesidades energeticas

Informacion Nutricional: Porcién ....... g o ml (medida casera). Valor energético ........ kcal =
...... k] (... %VD*); Carbohidratos ...g (..%\VD); Proteinas ...g (...%VD); Grasas totales ...g
(...%\VD); Grasas saturadas ...g (....%\VD); Grasas trans ...g; Fibra alimentaria ....g (....%VD);
Sodio ....mg (....%VD).

MNo aporta cantidades significativas de ..(Valor energético y/o elflos nombre/s del/de los
nutrientefs) (Esta frase se puede emplear cuando se utilice la declaracidén nutricional
simplificada)

* % Valores Diarios con base a una dieta de 2.000 kcal u 8.400 kJ. Sus valores diarios pueden
ser mayores o menores dependiendo de sus necesidades energéticas.

Figura 1.6. Modelos vertical y lineal para el rotulado nutricional

Desde marzo de 2022, en que fue reglamentada rige la Ley de Alimentacion saludable (Ley

27.642) conocida como “de etiquetado frontal” cuyos objetivos son (Infoalimentos, 2023):

» Promover una alimentacion saludable, brindando informacion nutricional simple y comprensible
de los alimentos envasados y bebidas analcohdlicas envasadas.

» Advertir a los consumidores sobre los excesos de azlcares, grasas totales, grasas saturadas,
sodio y calorias en los alimentos envasados y bebidas analcohdlicas envasadas. Y también
advertir sobre la presencia de edulcorantes y cafeina, con el fin de no recomendar o evitar su
consumo en nifos.

* Prevenir la malnutricion en la poblacién y reducir las enfermedades cronicas no transmisibles.

En la siguiente tabla reproducida del sitio Infoalimentos se encuentran los limites que deben

superarse para la obligatoriedad del sello negro, en cada etapa de aplicacién de la ley.
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Tabla 1.5. Rotulado frontal

Nutrientes
criticos y Primera etapa Segunda etapa Sello de advertencia y
calorias, leyenda precautoria que se
edulcorantes y debe colocar en el frente del
cafeina envase
S (** 0,
Azticares = ( d)i(i:ecrig:;otal 210% del total de energia EXCESO EN
. (calorias) AZUCARES
(calorias)

Ministerio
de Salud

Grasas totales

235 del total de
energia (calorias)

>30% del total de energia
(calorias)

EXCESO EN

GRASAS
TOTALES

Ministerio
de Salud

Grasas saturadas

212 del total de
energia (calorias)

210% del total de energia
(calorias)

Ministerio
de Salud

=5 mg/1 kcal o
=600 mg/100 g
Bebidas

=1 mg/1 kcal 0 2300
mg/100 g Bebidas

EXCESO EN

analcohdlicas: 250
kcal/100 ml

225 kcal/100 ml

Sodio analcohdlicas sin analco’h.ollcas sin aporte SODIO
» energético: 240 mg/100 )
aporte energeético: ml Miniterio
240 mg/100 ml
. s
kg:ﬁggtosé;;’ggs Alimentos: 2275 kcal/100 o
Calorias* g g Bebidas analcohdlicas: £SO EN

CALORIAS

Ministerio
de Salud

Edulcorantes

Si la lista de
ingredientes del
alimento y/o la
bebida contiene

Si la lista de ingredientes
del alimento y/o la bebida
contiene

CONTIENE CAFEINA.
EVITAR EN NINOS/AS.

Ministerio de Salud

Cafeina

Si la lista de
ingredientes del
alimento y/o la
bebida contiene

Si la lista de ingredientes
del alimento y/o la bebida
contiene

NO RECOMENDABLE EN NINOS/AS.

CONTIENE EDULCORANTES,

Ministenio de Sabud

* Correspondera la aplicacion del sello "EXCESO EN CALORIAS" solo cuando el limite del
valor energético sea igual o mayor al establecido y presente al menos un sello de exceso
en azucares y/o grasas totales, y/o grasas saturadas. * 2 Mayor o igual a ...

.Nota: reproducida de Infoalimentos, Consejo Argentino sobre Seguridad de Alimentos y

Nutricion
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Esta ley fue planteada en dos etapas de aplicacion, siendo la segunda mas estricta en cuanto
a los limites permitidos. Estos limites se refieren a calorias totales, azlicares afiadidos, grasas
totales y grasas saturadas y sodio. Corresponde colocar un sello negro en el rétulo si se superan
estos limites. Existen alimentos envasados como azucar de mesa, frutos secos, aceite vegetal y
sal comlun que estan eximidos de presentar estos sellos. Por otro lado, la presencia de

edulcorantes y de cafeina debe ser advertida con sellos rectangulares
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CAPITULO 2
Alimentos saludables y funcionales.
Nutracéuticos. Suplementos dietarios. Vitaminas

Cristina Ferrero

Alimentos saludables y funcionales

Son aquellos que proveen los nutrientes necesarios para una alimentacion sana. Cumplen
con las recomendaciones para una dieta saludable y ayudan a corregir desvios. Podemos
mencionar entre ellos, los cereales integrales, las legumbres, frutas y hortalizas, carnes magras,
lacteos descremados.

Los alimentos funcionales poseen uno o mas componentes (sean o no nutrientes) que tienen
beneficios demostrados para la salud, por ejemplo, reducir el riesgo de contraer ciertas
enfermedades no transmisibles. No se trata de propiedades curativas sino de un efecto de
reduccion de riesgo, que tiene que estar cientificamente demostrado. Suelen ser parte de la dieta
habitual y el componente que presenta la actividad biologica beneficiosa es el componente
funcional o bioactivo. En la Tabla 2.1 se listan algunos componentes funcionales alimentarios y
su actividad demostrada. Ejemplos de algunos alimentos que los contienen son los lacteos con
probidticos, galletitas, barras y otros productos de panaderia con fibra prebidtica, cereales, frutas
o vegetales fuentes de componentes bioactivos (por ej., semillas de lino), huevos con &cidos
grasos n-3, cereales con folato, entre otros.

Un alimento puede ser naturalmente funcional, por ejemplo, una baya rica en antioxidantes
como el arandano o bien se puede convertir en funcional realizando alguna de las siguientes

operaciones durante su procesado:

Incremento en la concentracion, biodisponibilidad o estabilidad de un componente alimenticio
beneficioso con el objeto de producir un efecto funcional o reducir la aparicion de enfermedades.
Adicién de un componente beneficioso que no esté presente en la mayoria de los alimentos, no
necesariamente un macro o micronutriente.

Eliminacion de un componente alimenticio conocido como causante o determinante de una
enfermedad, por ejemplo, las proteinas alergénicas de ciertos alimentos, la lactosa de lacteos.

Reemplazo de macronutrientes, por ejemplo, materia grasa.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 23



NUTRICION Y BROMATOLOGIA — C. FERRERO — P.A. SOBRAL — R.M. TORREZ IRIGOYEN (COORDINADORES)

Tabla 2.1. Ejemplos de componentes funcionales y su accion en el organismo

Neutralizan radicales libres
Mantenimiento vision
Prevencidn hipertrofia prostata

Carotenoides

Puede reducir riesgo de enfermedades cardiovasculares

Fibra dietaria Mejora funcién intestinal

Acidos grasos mono y Reduccién de riesgo de enfermedades cardiovasculares

poliinsaturados

Flavonoides Antioxidantes

Fenoles (ac. cafeico, ac. Antioxidantes

ferulico)

Polioles (xilitol, manitol, Puede reducir el riesgo de caries dentales

sorbitol, lactitol)

Estanoles/esteroles de Puede reducir riesgo de enfermedades cardiovasculares

plantas

Prebiéticos (inulina, Mejoran funcion intestinal
fructoligosacaridos,
polidextrosa)

Probidticos (lactobacilos, | Mejoran funcion intestinal

bifidobacterias) Mejoran inmunidad sistémica
Fitoestrégenos Mejoran salud ésea
(isoflavonas) Disminuyen sintomas de la menopausia

Reducen colesterol

Fitoestréogenos (lignanos) Mantenimiento salud cardiaca

Proteina de soja Puede reducir riesgo de enfermedades cardiovasculares

Sulfuros, tioles Pueden mejorar desintoxicacion de compuestos no
deseados

Mejoran funcidn del sistema inmunoldgico
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Nutracéuticos

A diferencia de los mencionados alimentos saludables y funcionales, los nutraceuticos no
tienen la apariencia de un alimento, sino que son productos derivados de alimentos, usualmente
presentados bajo la forma de un farmaco y que han demostrado tener beneficios para la salud o
reducir el riesgo de enfermedades cronicas. EI nombre viene de la fusion de los términos
“nutricion” y “farmacéutico” y fue acunado en 1989 por el Dr. Stephen De Felice, presidente de
la Fundacion para la Innovacion en Medicina de Nueva Jersey, Estados Unidos. Ejemplos de
nutraceuticos son: extracto de ajo, aceites de pescado ricos en omega 3, isoflavonas, diversos
aminoacidos, lecitina, flavonoides, creatina, licopeno.

Segun la Sociedad Espafiola de Nutraceutica Médica, los nutraceuticos deben reunir ciertos

requisitos para ser considerados como tales:

e Ser productos de origen natural, aislados vy purificados por métodos no
desnaturalizantes.

e Aportar efectos beneficiosos para la salud.

e Haber sido sometidos a analisis quimicos, de estabilidad y toxicologia.

e Haber sido sometidos a estudios reproducibles de sus propiedades bioactivas,
incluyendo estudios en animales de experimentaciéon y en humanos.

e Haber sido sometidos a un proceso de desarrollo y validaciéon siguiendo criterios
cientificos equiparables a cualquier medicamento.

e Aportar reproducibilidad, calidad, seguridad y eficacia.

Los nutracéuticos pueden ser considerados parte del amplio conjunto de los suplementos
dietarios. Estos ultimos son generalmente productos destinados a incrementar la ingesta diaria
habitual de ciertos componentes de la dieta de personas sanas, por ejemplo, proteinas, lipidos,
aminoacidos, carbohidratos, vitaminas, minerales, fibra dietaria. Se presentan usualmente en
forma de pildora, capsula, comprimido o liquido, no en forma de alimento convencional ni como
el producto exclusivo a ingerir como comida o alimento. Pueden ser de origen natural o quimico
sintético y pueden incluir sustancias medicamentosas aprobadas legalmente para tal fin. Muchos
suplementos dietarios (también denominados complementos alimenticios) pueden ser
considerados nutracéuticos, en tanto que las sustancias que aporten sean de origen natural y
cumplan los requisitos antes detallados.

Cabe aclarar que las plantas medicinales y extractos de ellas, utilizados en fitoterapia, no son
consideradas nutraceuticos a pesar de su origen natural por no ser derivados de alimentos, ya

que esto es uno de los requisitos.
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Rol de las grasas en una alimentacién saludable

Los lipidos tienen en el organismo una funcion energética y también estructural al ser parte
de la membrana celular y ser precursores de eicosanoides. Ademas, son vehiculo de vitaminas
liposolubles en el alimento. Sin embargo, el exceso en la alimentacion de ciertas grasas como
las saturadas y las trans (éstas presentes en aceites vegetales hidrogenados) han sido asociadas
con un mayor riesgo aterogénico (deposicion de placas que obstruyen el lumen arterial), por lo

gue se aconseja limitar su consumo. Actualmente la ingesta recomendada de lipidos es del 15

% del consumo energético diario en adultos, 20 % en mujeres en edad reproductiva, 35 % en
individuos activos y un maximo de 30 % en personas con vida sedentaria. Los acidos grasos
saturados AGS no deben superar el10 % del consumo calérico diario. Asimismo, se debe cuidar

el balance de n-6 a n-3, lo que se vera a continuacion.

Acidos grasos omega 3 y omega 6

Estos acidos grasos (AG) insaturados tienen el primer doble enlace en el tercer carbono
contando desde el metilo terminal (omega 3: n-3) o en el sexto carbono contando desde el mismo
metilo (omega 6: n-6) (Tabla 2.2)

Tabla 2.2. Acidos grasos mas comunes de las series n-3 y n-6.

nombre C |ins| n estructura

a-linolénico 18 | 3 3 HO _ — _
(ALA) o

Eicosapentaenoico | 20 5 3 HO 7 - _ — — —
(EPA) o

Docosahexaenoico | 22 6 3 HO e R
(DHA) o

Linoleico 18 | 2 | 6 HO . _
w W
Araquidénico 20 4 6 | HO . . _ -
(AA) o

Nota: ins: nimero de insaturaciones; n: nomenclatura omega; acidos grasos esenciales: en rojo.

En un principio se consideraron como AG esenciales el linoleico, araquidénico y linolénico.
Sin embargo, el araquidénico se obtiene en el organismo a partir del linoleico, por lo que no
puede considerarse esencial. El 1% de las kilocalorias de la dieta deben corresponder a acido
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linoleico. El sistema enzimatico que transforma los dos tipos de acidos grasos esenciales es el

mismo por lo que existe un efecto de competencia entre ellos (Figura 2.1).

n-6 n-3
linoleico o linolénico
18:2 18:3
‘ A6 desaturasa '
v linolénico 18:4
18:3
' elongasa ‘
Dihomo y linolénico eicosatetraenoico
20:3 (ETA) 20:4
‘ A5 desaturasa ‘
araquidénico eicosapentaenoico
20:4 (EPA) 20:5

prostaglandinas (serie 3)
tromboxanos (serie 3)
leucotrienos (serie 5)

Previenen la agregacion

‘ elongasa

prostaglandinas (serie 2)

-

tromboxanos (serie 2) plaquetaria
leucotrienos (serie 4) docosapentaenoico
Promueven la inflamacion y i
agregacion plaquetaria (DPA) 22:5
elongasa

A6 desaturasa

[ oxidacion

caaa

docosahexaenoico (DHA)
22:6

Figura 2.1. Rutas enzimaticas de los acidos linoleico y linolénico y sintesis de eicosanoides.
Basado en Jones y Papamandjaris, 2003.
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La elongacion y desaturacion de estos AG produce AG poliinsaturados de cadena larga
(C>20) precursores de eicosanoides: prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, compuestos
que exhiben acciones bioldgicas diversas. Los eicosanoides derivados de las series n-6 y n-3 de
AG tienen una accion inversa en relacion a los sistemas inmunitario e inflamatorio. Se ha
observado que poblaciones que consumen dietas ricas en n-3 (por ejemplo, con mayor cantidad
de pescados ricos en estos AG) tienen mayores tiempos de sangria que las poblaciones con una
alimentacion pobre en n-3. Una deficiencia en n-3 promueve procesos inflamatorios y se vincula
a trastornos como trombosis, artritis, lupus y cancer (Jones y Papamandjaris, 2003). En
deficiencia de linoleico, el oleico (el AG mas abundante en los tejidos) es desaturado y elongado
produciendo eicosatrienoico (20:3, n-9). La acumulacion de este AG es un marcador de la
deficiencia de linoleico.

Respecto a las fuentes de acidos grasos poliinsaturados en la dieta, estas son:
linoleico: nueces, cereales, aceites vegetales (girasol, maiz, uva en nuestro medio), soja, palta
linolénico: aceites vegetales (soja, canola-colza de bajo contenido de acido ertcico), semillas
(chia), cereales
araquidonico: cerdo, carnes en general

DHA y EPA: aceites de peces, fuentes no-animales: microalgas

Existe una cierta ventaja de los AG n-3 por sobre los n-6 como sustratos en las rutas
metabdlicas descriptas: los sistemas enzimaticos tienen mayor afinidad sobre los n-3. Por lo
tanto, es necesario un balance en el aporte diario de los mismos. La relacion linoleico-linolénico
en la dieta debe estar entre 5:1 y 10:1. Las dietas actuales occidentales tienen una relacion n-
6/n-3 = 20:1, o sea son deficientes en n-3. Una dieta rica en n-3 contribuye a evitar la depresion,
el desorden de deficiencia de atencién y enfermedades cardiovasculares. Existen alimentos
funcionales y nutraceuticos desarrollados para contribuir con n-3 a la dieta a fin de alcanzar los
requerimientos del organismo. Una adecuada relacién de n-6/n-3 se cumple en una dieta donde
predominen las carnes magras, vegetales, frutas y frutos secos, semillas. Muchas veces se
encontrara este tipo de combinacion de alimentos bajo la denominacion de dieta ancestral, ya
que se cree era la dieta de los primeros hominidos. Nuestro organismo esta evolutivamente
adaptado a este tipo de dieta, caracterizada por ser magra, con un buen balance de acidos
grasos poliinsaturados, rica en fibra y limitada en carbohidratos asimilables (Montaner y Meade
Huerta, 2016).
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VITAMINAS

Las vitaminas son sustancias que intervienen en diversos procesos metabdlicos y resultan
esenciales para la vida. Se trata de micronutrientes de diversa composicion quimica, que no
pueden ser sintetizados por nuestro organismo y por ello, deben ser aportadas por la dieta en
cantidades suficientes. Generalmente, adoptar una alimentacion saludable alcanza para proveer
la cantidad adecuada de vitaminas, pero a veces, por situaciones particulares como una nutricién
pobre, tratamiento con antibiéticos, problemas de absorcién, entre otros, se puede producir un
déficit vitaminico (hipovitaminosis) que se manifiesta a través de diversos sintomas y puede
llegar, en algunos casos, a cuadros graves. Las hipovitaminosis requieren no solo de mejorar la
dieta sino muchas veces del suministro de suplementos vitaminicos. Sin embargo, el exceso en
la ingesta vitaminica puede llevar a lo contrario, es decir hipervitaminosis ya que algunas
vitaminas liposolubles como la A y la D se pueden acumular en el tejido adiposo. Si bien, el
exceso de vitaminas hidrosolubles se puede eliminar por orina también se pueden generar en
este caso cuadros de hipervitaminosis.

La primera vitamina descubierta fue la B+, llamada tiamina (Figura 2.2), y el hecho de que sea

aminada condujo al nombre genérico de vitamina, que significa “amina esencial para la vida.”

OH
CH,
Z K5
-
CH N

Figura 2.2. Estructura de la tiamina

La tiamina fue descubierta por el médico Christiaan Eijkman a fines del siglo XIX en Batavia,
Java, cuando asoci6 el consumo de arroz descascarillado a la enfermedad conocida como “beri-
beri”, generalizada en toda Asia Oriental en el siglo XIX a partir de la introduccion de las maquinas
arroceras a vapor que producian arroz pelado. Al descascarillarlo se perdia la Vitamina B1,
presente en las cubiertas. El Dr. Eijjkman denominé “factor anti beri beri” a la sustancia presente
en la cascara de arroz y que evitaba la enfermedad. Posteriormente, el Dr. Frederick Hopkins
demostré en 1906 que la vida animal no puede sostenerse con dietas compuestas
exclusivamente de hidratos de carbono puros, grasas, proteinas, minerales y agua. Sus trabajos
mostraban que las dietas normales contenian “factores alimenticios accesorios” no identificados
que eran esenciales para el crecimiento y la supervivencia. Hopkins culminé estos trabajos en

1912. En 1929, Eijkman compartié el premio Nobel en Medicina con Frederick Hopkins.
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Tabla 2.3. Caracteristicas principales de las vitaminas liposolubles e hidrosolubles.

Vitaminas liposolubles

Provitamina | Forma Accioén Problemas por carencia y por
funcional exceso
B -caroteno retinol Co-enzima,
frutas interviene en el Hipovitaminosis: Ceguera
hortalizas transporte de nocturna, xeroftalmia, anorexia,
azlcares alteracion de funciones genitales
retinol retinal Pigmento visual, Hipervitaminosis: Anorexia,
Ie'che interviene en la pérdida de peso, extrema
Cgisode v conversion de la |rr|tab|I!daf:i, hepatomegalia,
luz en sefal alopecia, jaqueca, dolores
nerviosa articulares, rarefaccion 6sea,
RD (mgia). |10 | Maleeda sefal | e mos:
hasta 65 que interviene en hidrocefal ph' ten 'I’n an .n
o a diferenciacin | idrocefalia, hipertension araneana
H0.6/M-0.5: en el desarrollo ! icroce a-lla en e,o. nhi |.c_|on ela
) 195 implantacion del évulo fertilizado
+65 afios H: IMT: 3 mg/dia
0,6/M: 0,6
colesterol calcitriol Hormona que | Hipovitaminosis: alteracion del
(la luz UV lo interviene en el | metabolismo P y Ca (raquitismo,
transforma en metabolismo del | osteoporosis, osteomalacia,
calciol) Ca osteopenia, osteosclerosis),
cirrosis, hiperparatiroidismo,
calf:iol hipoparatiroidismo, psoriasis,
a,ce'te de enfermedad renal cronica,
higado de . L
bacalao, §|ndr9me de malabsorcién
leche y intestinal
derivados, Hipervitaminosis: calcificaciones
yema de de los tejidos blandos
huevo, (hipercalcemia). Nefrocalcinosis
cereales
fortificados IMT: 50 pg/d
RD (ng/d):
H/M: 5, +50
afos: 10, +70
afos: 15
tocoferol tocoferol Antioxidante Hipovitaminosis: malabsorcion de
cereales grasas, afeccion de la integridad de
higado las membranas celulares, de
huevos funciones genitales, de la
aceiFe de integridad de tejidos musculares
semillas . . . .
Hipervitaminosis: aumento de
RD (mg/d): H: susceptit?ilidad a he.morragias
10; M:8 (*) (antagonismo con vitamina K)
IMT: 1000 mg/d
filoquinonas | filohidro- Intervienen en el | Hipovitaminosis: problemas de
quinonas proceso de | coagulacion sanguinea,
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sintesis por coagulacion enfermedad hemorragica del recién
bacterias sanguinea nacido
intestinales, Hipervitaminosis: no se ha
hortalizas documentado Ingesta Maxima
verdes, higado, Tolerable (IMT)
cereales
RD (ng/d):
H:65 /M:55
Vitaminas hidrosolubles
Vitamina Forma Accioén Problemas por carencia y por
funcional exceso
tiamina difosfato de | Coenzima, que Hipovitaminosis: anorexia,
granos, tiamina interviene en la afecciones sistema nervioso,
levadura, transferencia de alteraciones cutdneas BERI-BERI
cerdo, carnes residuos (enfermedad que afecta sistema
Bq | Magras, hidroxialquilo cardiovascular y sistema nervioso)
E;Sh?do’ Hipervitaminosis: las ingestas
elevadas no producen efectos
RD (mg/d): H: adversos. Se elimina el exceso o
1.2 IM: 1,1 metabolitos por orina
riboflavina FAD Coenzimas que Hipovitaminosis: alteraciones
huevos, FMN intervienen en el cutaneas (dermatitis)
leche, metabolismo inflamacién de la lengua (glositis)
cereales, energético como | Hipervitaminosis: las ingestas
nueces, aceptor y elevadas no producen efectos
B2 | vegetales de L
hoja, tr?nsportador de adverso§. Se ellml.na el exceso o
carnes magras hidrogeno metabolitos por orina
RD: H: 1,3
/1,1
niacina: NADP Coenzimas que Hipovitaminosis: PELAGRA
nicotinamida | NAD intervienen en (alteraciones piel, mucosa, boca,
B nicotinato reacciones de lengua, intestino, sighos
% | levadura Oxido-reduccion neurolégicos, vomitos, diarrea,
carnes, frutas estrefiimiento)
vegetales, Hipervitaminosis: vasodilatacion,
lacteos,  frutos hepatotoxicidad, trastornos
;as(')l:' 16 oculares
M:14 IMT= 35 mg/d
pantotenato | coenzima Activacion de | Hipovitaminosis: cuadros neurolo-
ampliamente A acidos gicos y mentales (sindrome del pie
Bs | distribuida carboxilicos ardiente)
Hipervitaminosis: no se ha
RD (mg/d): 5 documentado  Ingesta Maxima
(H/M) Tolerable (IMT)
piridoxina fosfato de | Coenzima en el | Hipovitaminosis: alteraciones
Be | piridoxal piridoxal metabolismo de | cutaneas, alteracion de la

piridoxamina
carne

aminoacidos

inmunidad celular y humoral,
anomalias electroencefalograficas
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vegetales, Hipervitaminosis: dermatitis,
granos neuropatia periférica
porotos IMT= 100 mg/d
RD: Hy
M:1,3
+50 afos:
H:1,7/ M:1,5
folato tetra Transportador de | Hipovitaminosis: anemia,
higado hidrofolato | grupos con un | neoplasias
vegetales carbono, Hipervitaminosis: exacerbacion
de hoja frescos especialmente del déficit de B12, disminucion de
Bo | porotos grupos  formilo | la absorcién de Zn, aumento de la
cereales .
enriquecidos n’ecesf':mos en la | tasa gemelar
sintesis de IMT= 1000 pg/d (**)
RD(ug/d): purinas
(H/M): 400
cobalamina 5-deoxi- Coenzima que | Hipovitaminosis: anemia,
carne adenosil- interviene en | alteraciones cutaneas, neuropatias
higado cobalamina | procesos de | progresivas
B12 I:uce?\?os isomerizacion Hipervitaminosis: normalmente se
elimina el exceso. Su exceso
podria estar relacionado con
RD(ug/d): insuficiencia cardiaca, hepatica,
(H/M): 2,4 renal, problemas de vision.
IMT= 1000 pg/d
acido ascorbato | Actua en la | Hipovitaminosis: anorexia,
ascorbico estabilizacion de | afeccién integridad membranas
citricos sistemas celulares. ESCORBUTO
enzimaticos (petequias, hemorragias gingivales,
RD  (mg/d): derrames articulares, fatiga,
C H/M: 45 depresion)
Dosis Hipervitaminosis: normalmente se
mayores elimina el exceso. La ingesta
pueden excesiva puede producir trastornos
requerirse gastrointestinales, calculos renales
para facilitar por formacion de oxalatos
absorcion de IMT= 1000 mg/d
Fe no -hem
biotina biotina Coenzima que | Hipovitaminosis: dermatitis,
levadura interviene en el | conjuntivitis, alopecia, retraso en el
legumbres metabolismo de | desarrollo, falta de
H frutos secos carbohidratos  y | coordinacion/control muscular
de lipidos (ataxia)
Hipervitaminosis: las ingestas
RD (ng/d): elevadas no producen efectos
H/M: 30 adversos. Se elimina el exceso o
metabolitos por orina

Nota: RD: recomendacion dietética diaria para adultos (OMS, 2004). IMT: ingesta maxima

tolerada (OMS, 2004).

H: hombres, M: mujeres. (*) Referencia de recomendacién en Estados Unidos.
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Efecto de los procesamientos sobre las vitaminas

Durante el procesamiento de alimentos, estos pueden ser sometidos a cortado, coccién,
exposicion al Oz, entre otras operaciones. Las vitaminas pueden sufrir cambios dependiendo de
su naturaleza quimica y solubilidad. En general las vitaminas hidrosolubles se pierden cuando
se cortan los alimentos, por lixiviacion. La vitamina C es sensible a las altas temperaturas y la
presencia de oxigeno (se oxida). El acido folico es sensible a la temperatura, pH y O2. También
son sensibles a la temperatura el pantotenato y la tiamina. La vitamina Bs se inactiva por
irradiacion UV en presencia de Oz y la forma piridoxal puede reaccionar con cisteina dando un
producto sin actividad.

Son estables o relativamente estables frente a la mayor parte de las condiciones de
procesado: biotina, vitamina B12, niacina, vitamina Ba.

Dentro de las liposolubles, tanto la vitamina A como la E (Figura 2.3) son sensibles a la
autooxidacion por la presencia de insaturaciones. Esta alteracion es promovida porla T y la luz
y requiere de la presencia de Ox.

Por otro lado, la vitamina K es sensible a la luz y la vitamina D es relativamente estable.

HiC CHs  HiC HaC

N N OH

CHa

Figura 2.3. Estructuras de las vitaminas A (como retinol) y E tocoferol,
donde R1, R2 y R3 pueden ser distintos sustituyentes

Un proceso ancestral: la nixtamalizacion

El maiz y otros cereales (aunque en menor grado) contienen niacina, pero muy poco
biodisponible, ya que esta unida a distintas sustancias. Estos complejos se rompen por
calentamiento en medio alcalino, liberando la niacina.

En el sistema tradicional de elaboraciéon en Centroamérica y actual Méjico, el maiz se calienta
precisamente en medio alcalino, en el método ancestral para preparar masa de maiz y tortilla.
La nixtamalizacién (cuyo nombre proviene del nahuatl “nextli”, o cenizas de cal, y “tamalli”, masa
de maiz cocido) consiste en cocer el maiz en agua con cal (hidroxido de calcio), para mejorar
sus propiedades de amasado (y, obviamente, mejorar su valor nutritivo como fuente de niacina).
Una vez cocido, el grano se deja reposar para que se hinche y se separe la cascarilla, se lava

para eliminar el exceso de cal y se muele hasta formar la masa.
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Alimentos enriquecidos y fortificados

Con el objeto de evitar la carencia de ciertos nutrientes y reducir el riesgo de contraer ciertas
enfermedades asociadas a esas carencias se han desarrollado alimentos que pueden aportarlos
en cantidades significativas.

Los alimentos enriquecidos se encuentran definidos en el articulo 1369 del CAA como
“aquellos a los que se han adicionado nutrientes esenciales (Vitaminas y/o minerales y/o
proteinas y/o aminoacidos esenciales y/o acidos grasos esenciales) con el objeto de resolver
deficiencias de la alimentacion que se traducen en fendmenos de carencia colectiva”. De acuerdo
a esta definicion, el enriquecimiento es consecuencia de una decision de las autoridades y resulta
obligatoria para el fabricante.

En la Argentina existen tres alimentos que deben ser enriquecidos: la leche entregada en los
programas alimentarios, las harinas de trigo y la sal de mesa.

El enriquecimiento de la leche por Ley 25459 (2001) tiene como objetivo disminuir la
prevalencia de anemia en niflos y mujeres embarazadas, y las malformaciones del tubo neural
en los bebés. Segun esta ley, la leche entera en polvo incluida en los programas alimentarios
implementados por el Gobierno nacional (que no puede ser comercializada) debe adicionarse
obligatoriamente con hierro, zinc y vitamina C, pudiendo modificarse la cantidad de estos
nutrientes cuando la poblacién destinataria los pueda incorporar a través de su dieta habitual.

La harina de trigo también debe ser adicionada de acuerdo a la Ley 25630 (2002) con hierro
(adicionado como sulfato ferroso, 30 mg/kg de Fe elemental), acido félico (2,2 mg/kg), tiamina
(como mononitrato de tiamina, 6,3 mg/kg, riboflavina (1,3 mg/kg) y niacina (como nicotinamida,
13,0 mg/kg) con el objeto de prevenir las anemias y las malformaciones del tubo neural, tales
como la anencefalia y la espina bifida.

Finalmente, la sal de mesa se adiciona con yodo, por Ley 17259 (1967) y su Decreto
reglamentario N° 4277/67 con el objetivo de prevenir enfermedades como el bocio, frecuentes
en zonas donde la cantidad de yodo en suelos y aguas es reducida (las provincias en las cuales
no existe endemia bociosa, pueden ser exceptuadas de esta obligacion). La proporcion
adicionada debe ser de una parte de yodo en treinta mil partes de sal, aceptandose una variacion
en mas o en menos del veinticinco por ciento (£ 25%).

A diferencia de los alimentos enriquecidos, para los cuales existe una obligacion por ley de
adicionar nutrientes, los alimentos fortificados han sido suplementados, pero por voluntad del
fabricante. El articulo 1363 del CAA establece que los alimentos fortificados son aquellos “en los
cuales la proporcion de proteinas y/o aminoacidos y/o vitaminas y/o sustancias minerales y/o
acidos grasos esenciales es superior a la del contenido natural medio del alimento”. EI CAA
establece que dichos alimentos para considerarse fortificados en cierto nutriente deberan aportar
entre 20 y 100 % de los requerimientos diarios recomendados. Los cereales para desayuno

muchas veces son elegidos como alimento para ser fortificado en vitaminas y minerales.
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Probiéticos, prebiéticos y simbiéticos

Probiodticos

Dentro de los componentes funcionales analizaremos mas detenidamente en este capitulo
los denominados prebidticos y probidticos. Se tratara en un capitulo posterior la fibra dietaria,
otro componente funcional habitual en una dieta saludable.

Los probidticos se definen de acuerdo a la OMS como "microorganismos vivos que confieren
efecto beneficioso para la salud del hospedador, cuando se administran en cantidad adecuada”
(FAO/OMS, 2001).

El consumo de probiéticos data de 5000 afos a.C. Las poblaciones némadas de los Carpatos
y del Caucaso utilizaban bolsas de piel de cabra para transportar la leche fresca; producto del
calor y la accién de bacterias la leche se fermentaba convirtiéndose en una masa semisolida. De
forma empirica se descubrié que estos alimentos eran mas duraderos, tenian buen sabor y eran
buenos para la salud. Algunos ejemplos de productos lacteos obtenidos por fermentacion con
probidticos son: yogur (Balcanes), mazum (Armenia), kéfir (Rusia), masslo (Iran), kumis
(Mongolia).

En 1907 el bidlogo ruso llya Metchnickoff realizé los primeros estudios cientificos en
poblaciones de bulgaros longevos y relacioné su longevidad con los efectos benéficos para la
salud del consumo de leche fermentada con el microorganismo que fue nombrado como
“Bulgarian bacillus” (Lactobacillus bulgaricus). A partir de estos hallazgos, Metchnikoff propuso
como teoria que el envejecimiento humano estaba relacionado con alteraciones de la microbiota
intestinal y gané el premio Nobel de Medicina en 1908 por este descubrimiento. Los primeros
yogures industriales, producidos por la empresa Danone, se vendian en farmacias, prescriptos
por los médicos. Luego se comenzaron a comercializar en lecherias, pastelerias y otros
comercios.

Naturalmente, existen en nuestro tracto gastrointestinal 104 células de bacterias (un nimero
superior al de todas las células del cuerpo). En el tracto intestinal humano habitan mas de 400
especies de bacterias, de las cuales, el 99% corresponde a 30-40 especies. Algunas de estas
bacterias como las de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium son beneficiosas ya que
inhiben bacterias exdégenas y/o dafiinas, ayudan a la digestién, por ejemplo, de minerales,
estimulan la funcidon inmune y pueden sintetizar vitaminas (K). Otras, como la Pseudomona
aeruginosa, algunas bacterias de los géneros Clostridium, Staphilococcus y Proteus pueden
generar trastornos severos: putrefaccion intestinal, produccion de carcindgenos, diarrea,
constipacion, infecciones, dafio hepatico, cancer, entre otros. Otras bacterias (Escherichia coli,
algunas de los géneros Clostridium, Bacteroides, Streptococcus) pueden tener efecto variable
segun diferentes factores. Por ejemplo, E. coli normalmente permanece en el lumen intestinal sin
generar dafo alguno, no obstante, cuando el hospedador se encuentra inmunosuprimido o la

barrera gastrointestinal esta alterada, hasta las cepas no patégenas pueden ocasionar una
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infeccion (Minaard y col., 2010). Asimismo, bacterias del género Bacteroides que normalmente

son comensales inocuos, cuando cambian las cualidades del medio pueden devenir en

patégenos con resistencia a respuesta inmune y a la accidén de antibidticos entre otras

caracteristicas (Wexler, 2007).

El tipo y cantidad de microorganismos variaran de acuerdo al nivel del tracto que estemos

considerando, aumentando en niumero a medida que nos acercamos al final del intestino (Figura

2.4).

Duodeno:

10°- 10" UFCImI
Strepctococci,
Staphylococci,
Lactobacilii

pH: 7--8,5

Boca:
Pepstreptococcus
Fusobacterium
Bacteroides

pH: 6,5-7,5

lleum:

6 10
10 -10 UFC/ml
Coliforms,
Bacteroides,
Bifidobacterium,
Clostridium

pH: 7-8

Estémago:

<10’ UFC/mI
Estreptococci,
Staphylococci,
Lactobacilli, algunos
hongos

pH:1,5-2,0

Colon:

11 12
10 -10 UFC/ml
Bacteroides,
Bifidobacterium,
Clostridium,
Enterococci
pH: 7,9-8,5

Figura 2.4. Bacterias mas comunes en las distintas zonas del tracto oro-gastro-intestinal

Los factores que influyen en la composicion de la microbiota son: la alimentacion, el estado

de salud y la administracién de microorganismos beneficiosos.

Los microorganismos deben reunir ciertos requisitos para poder ser considerados como

probidticos, los cuales se resumen a continuacion:
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Ser GRAS (sigla de “Generalmente Reconocido como Seguro” en inglés).

Poder resistir la accidn de los acidos gastricos y de las sales biliares.

Presentar sinergia con la microbiota endégena normal.

Ser capaces de adherirse y colonizar facilmente el tracto gastrointestinal compitiendo

con patdgenos.
Presentar actividad antagoénica frente a patégenos in vitro e in vivo.

Ser capaces de potenciar las defensas inmunitarias del hospedador.
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Se han demostrado varios importantes beneficios respecto al consumo de alimentos con
probidticos: disminucion de los sintomas de intolerancia a la lactosa, estimulacion de la respuesta
inmune, prevencion de infecciones entéricas, prevencion de la enfermedad inflamatoria intestinal,
contribuyen a recuperar pacientes con desnutricién. Si bien falta acumular evidencia se ha
relacionado el consumo de probidticos con la disminucién del riesgo de desarrollar cancer de
colon.

Los microorganismos probidticos pueden encontrase en industrias alimentarias (bajo
patentes), en colecciones de cultivos de distintos centros de investigacion (por ejemplo, en
nuestro pais en el centro CERELA dependiente del CONICET) y en preparados comerciales bajo
la forma de tabletas y polvos incluyendo un solo microorganismo o mezcla de ellos.

En el caso de alimentos funcionales, los probioticos pueden encontrarse en diversos
productos fermentados: leches y quesos, embutidos, mayonesa, helados, vegetales, carnes, etc.
Un ejemplo es la leche BIO que fue un desarrollo conjunto de la industria privada (SanCor) y un
organismo gubernamental (CERELA-CONICET). También existen productos suplementados con
probidticos (no fermentados) como leches y bebidas (jugos, por ejemplo). Se pueden utilizar los
probidticos en medicina como agentes bioterapéuticos. Las presentaciones suelen ser grageas
y deben ser resistentes a la mayoria de los antibiéticos mas comunes. Su accién debe ser
inmediata y deben presentar efectos de inmunomodulacién, e inhibicion de patégenos. En el
caso de las toxinas deben competir con ellas por los receptores de éstas. Un ejemplo de agente
bioterapéutico es producto BIOFLORA, que fue co-desarrollado por el laboratorio privado
BIOSIDUS y dos centros dependientes de CONICET (CERELA y PROIMI, Tucuman).

Prebiodticos

Se trata de ingredientes no digeribles que pueden estimular el crecimiento y/o actividad de
una/o varias cepas de bacterias probidticas en el colon, contribuyendo asi a mejorar la salud del
hospedador. Los prebidticos pueden formar parte naturalmente de los alimentos o ser agregados
a los mismos. Un ejemplo de prebidtico es la inulina, fibra soluble que estructuralmente es un
polimero de fructosa (grado de polimerizacion de alrededor de 35). Los oligosacaridos de fructosa
(FOS) también son prebidticos. Otros ejemplos de prebidticos son los galactooligosacaridos
(GOS), xilooligosacéridos (XOS).

Simbioéticos

Los alimentos simbiéticos son aquellos que contienen prebidticos y probiéticos. En general
deberian contener un componente prebidtico que favorezca el efecto del probidtico asociado
como puede ser: bifidobacterias con galactooligosacaridos o con fructooligosacaridos,

lactobacilos con lactitol.
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CAPITULO 3
Grupos alimentarios y nutricion

Ricardo Martin Torrez Irigoyen

Concepto de piramide nutricional

Hacia 1992, el Departamento de Agricultura de Estados Unidos impulso la creacion de una
guia alimentaria que resultara facil de comprender surgiendo de esta manera la piramide
alimenticia o piramide nutricional. Esta guia se representa como un tridngulo o pirdmide dividida
en 6 escalones (aunque la original solo tenia 4) en cada uno de los cuales se encuentran
representado un grupo alimentario. El orden en el cual se ubica cada grupo y el tamano del
escaléon estan relacionados con su importancia y las proporciones en las cuales deben

consumirse para mantener una alimentacion saludable (Lagua y Claudio, 2007).

Dulces, pasteleria, grasas
untables, snacks salados

Ingesta ocasional y moderada , Cames rojas, procesadas y

embutidos

. Consumo diario (1 a 3 porciones) Lacteos, pescados, carnes
b * magras o blancas, legumbres,
frutos secos, huevo

A\ Consumo diario (2 a 4 porciones) Verduras y hortalizas, frutas,
aceite de oliva extra virgen

Segun el grado de actividad fisica p.,, pastas de harinas
>
integrales, arroz integral,

4 a 6 vasos diarios

+ Actividad fisica

Figura 3.1. Piramide nutricional modificada. (Adaptada de la Sociedad Espafiola de la Nutricion
Comunitaria,2015)

En la cuspide se encuentran los alimentos que no representan ningun aporte nutricional
importante, sino que se destacan por su palatabilidad y atractivo debido a sus altos contenidos
en azucares y grasas, razon por la cual deben ingerirse de forma esporadica. A continuacioén, se
encuentran los productos carnicos y derivados, que aportan proteinas y otros nutrientes
esenciales, pero debido a su contenido en grasa se recomienda su consumo de forma moderada.

En el tercer escaldn, se hallan alimentos que aportan energia y proteina, pero que en exceso
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pueden traer ciertos problemas nutricionales por lo cual también se recomienda un consumo
moderado. Un escalén mas abajo se encuentran alimentos que deben abundar en nuestra dieta
como verduras, hortalizas, frutas y ciertos aceites que son fuente de micronutrientes y
componentes bioactivos. La base original de la piramide le correspondia a cierto grupo de
alimentos, los ricos en almidén, que aportan nutrientes, pero cuya ingesta depende del grado de
actividad fisica que se realiza, mientras mas intensa sea la actividad mayor cantidad de porciones
pueden consumirse. En 2005, la piramide se modificéd adicionandose el agua y la actividad fisica
como parte fundamental de un estilo de vida saludable.

Si bien, las piramides alimenticias pueden variar dependiendo del pais para adaptarse a su
cultura gastronémica, en general todas siguen el mismo principio nutricional que recomienda que
el aporte energético o caldrico diario debe estar distribuido de la siguiente manera 50 a 60% de
carbohidratos, 25 a 30% de grasas y entre 10 a 15% de proteinas (Salinas, 2000; Lopez y Suarez,
2003).

Plato nutricional

En 2011, se realiz6 una modificacion sustancial en la piramide con el propésito de recomendar
una dieta mas balanceada, promoviendo E/ Plato nutricional o plato para comer saludable,

cambio impulsado por nutricionistas de la Escuela de Salud Publica de Harvard.

AGUA

ACEITES
SALUDABLES

FRUTAS

GRANOS
INTEGRALES

PROTEINA
SALUDABLE

i 4

. ~

Figura 3.2. Plato para comer saludable (Adaptado de Willet y Skerret, 2005)

En este caso, se recomienda que, en la mayoria de las comidas, 72 de su plato, sean vegetales
y frutas, ¥4 del mismo corresponda a granos integrales y las comidas preparadas con ellos y el
Ya restante se complete con proteina saludable como la proveniente del pescado, pollo o
legumbres, limitando la carne roja y productos procesados como los embutidos. Ademas, se

sugieren la ingesta de aceites vegetales saludables de forma moderada y evitar aquellos que
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son parcialmente hidrogenados. En la Fig. 3.2 también se observa la presencia del vaso de agua,
signo de que debe de consumirse la misma preferentemente y omitir las bebidas azucaradas y/o
alcohdlicas. Finalmente, la figura corriendo alrededor del plato es un recordatorio de que

mantenerse activo también es importante para llevar una vida saludable (Willet y Skerret, 2017).

Grupos alimentarios

En la piramide, asi como en el plato nutricional, puede observarse que los alimentos son
clasificados en diferentes grupos dependiendo de su composicion y aporte nutricional. Estos
denominados grupos alimentarios son los siguientes: farinaceos, frutihorticolas, carnes, lacteos
y derivados, legumbres y aceites. A continuacion, realizaremos un recorrido por cada uno de los

mismos, describiendo los aspectos nutritivos mas relevantes y su incidencia en la dieta.

Farinaceos

Los alimentos denominados como farinaceos son la base de nuestra alimentacién y son
representados por los cereales, semillas o granos comestibles de las gramineas como, por
ejemplo: arroz, maiz, trigo, centeno, cebada y avena, entre otros (CAA, Capitulo IX). Este grupo
alimentario se caracteriza por su elevado contenido en carbohidratos y deben ser consumidos
diariamente, dado que representan entre el 55 a 60% del aporte calérico total. En general en este
grupo el arroz se consume como tal, mientras que los demas suelen utilizarse para la obtencién
de harinas para la elaboracién de alimentos como pastas o panificados (Willet y Skerret, 2017).
La Tabla 3.1 presenta la composicion nutricional de diferentes tipos de cereales.

Alrededor del 68 a 80% de su contenido son carbohidratos mayoritariamente almidén mientras
que el contenido de fibra puede variar dependiendo de si el grano se consume entero o
experimenta un proceso de refinacion. El contenido de proteina varia entre 7,5 y 14% segun el
grano. En el trigo las proteinas formadoras de gluten son las responsables de la elasticidad y
extensibilidad de la masa lo que permite la produccion de panificados. Por otro lado, las proteinas
del gluten en el trigo, asi como las de otros cereales (cebada, centeno y posiblemente avena)
estan relacionadas con una reaccién del sistema inmunoldgico en cierto grupo de personas
(celiaquia). El maiz y el arroz carecen de este tipo de proteina. En cuanto a su perfil de
aminoacidos, el mismo es bueno, aunque resulta ser deficiente en lisina. La materia grasa, se
halla en baja proporcion, alrededor del 1 a 3% concentrada principalmente en el germen.
Podemos encontrar triglicéridos, fosfolipidos y fitoesteroles. Finalmente, con respecto a los
micronutrientes se destacan la presencia de vitaminas del grupo B y minerales como Ca, Mg,
Na, Ky P que se encuentran en mayor medida en la cascara de los cereales (Salinas, 2000;
Lépez y Suarez, 2003). En la Fig. 3.3 puede apreciarse, de forma general, la estructura de un

grano de cereal.
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Contiene los carbohidratos
Endospermo amilaceos, las proteinas y
pequefias cantidades de
vitaminas y minerales.

Responsable de la proteccion
de las otras secciones del
grano. Posee fiora, Salvado
antioxidantes, hierro, zinc,
cobre, magnesio, vitaminas B
y fitonutrientes.

El embrién, encargado de
convertirse en una planta
Germen nueva. Contiene vitaminas B,
E, antioxidantes, algunos
fitonutrientes y gran cantidad
de grasas no saturadas.

Figura 3.3. Estructura del grano de trigo (Adaptado de Divito y Garcia, 2017)

Tabla 3.1. Composicién en macro y micronutrientes de diferentes tipos de cereales.

Tipo Hum.  Pr. Gr.  Hc. Fibr. Cen. Ca P Fe Na K B B2  Niac.
(9 %) (mg %) (mg %)

Arroz
Pulido 120 6,7 04 804 03 0,5 24,0 94,0 08 50 920 0,07 0,03 1,6
Integral 120 75 19 774 0,9 1,2 320 2210 16 90 2140 0,03 0,05 47
Avena
Arrollada 8,3 142 74 682 1,2 1,9 53 405 4,5 2 325 0,60 0,4 1,0
Cebada
Perlada 11,1 82 10 788 05 0,9 16,0 1890 20 3,0 160,0 0,92 0,05 3,1
Maiz
Entero 134 89 09 749 20 1,2 220 2680 21 10 2840 0,37 012 22
Trigo
Entero 13,0 14,0 22 691 23 1,7 360 3830 31 30 3700 057 0,12 43
Salvado 11,5 16,0 46 619 91 6,0 119,0 1267,0 14,9 9,0 11210 0,72 0,35 21,0
Germen 115 266 109 46,7 25 43 720 11180 94 3,0 8270 2,01 068 4.2
Harina 120 118 11 747 03 0,4 16,0 95,0 09 20 950 0,08 0,06 1,0

Nota: Adaptada de Salinas, 2000. Hum: humedad, Pr: proteinas, Gr: grasas, Hc: carbohidratos,
Fibr: fibra, Cen: cenizas.

Cereales integrales

Los denominados granos integrales representan una mejor fuente de fibra y otros nutrientes,
como las vitaminas B, el hierro, el folato, el selenio, el potasio y el magnesio. Estos cereales
pueden consumirse como tal o como ingredientes de otros productos, como la harina integral en
el pan. Uno de los principales beneficios del consumo de este tipo de alimentos es su mayor
aporte en fibra, constituida principalmente por polisacaridos y lignina propias de vegetales que
no pueden ser digeridas en el tracto gastrointestinal. Esta familia de compuestos suele
clasificarse de acuerdo a su capacidad de hidratarse y formar geles en medio acuoso como: fibra
soluble (gomas, pectinas, mucilagos) y fibra insoluble (celulosa, hemicelulosa, lignina). Si bien
cada fraccion posee funciones particulares, de manera general, estos compuestos presentan

acciones beneficiosas para el organismo como: mejorar la retencién de agua, reduccién de la
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absorcién de lipidos y acidos biliares y efecto positivo sobre la microbiota colénica entre otros
(Lépez y Suarez, 2003; Willet y Skerret, 2017). En este caso, la ingesta recomendada depende
del grado o intensidad de actividad fisica, lo comun es de 4 a 6 porciones por dia, apuntando por
lo general a las formas integrales tanto de granos y productos derivados como harinas. Por

ejemplo, 40 a 60 g de pan, 60 a 80 g de pasta o arroz 'y 150 a 200 g de papa.

Frutihorticolas

En este grupo alimentario, encontramos a las frutas y hortalizas las cuales son indispensables
para nuestra dieta. Si bien no existe una definiciéon ampliamente aceptada para frutas y hortalizas,
en el Codigo Alimentario Argentino, en su capitulo Xl titulado Alimentos vegetales, pueden
hallarse las definiciones para ambos y sus diferentes formas de presentacion para el consumo
(CAA, Capitulo XI). Por otro lado, en el afio 2021 declarado por la FAO como el afio internacional
de las frutas y verduras, se acordé la siguiente definicion: “las frutas y verduras se consideran
las partes comestibles de las plantas (por ejemplo, estructuras portadoras de semillas, flores,
hojas, tallos, brotes y raices), sean cultivadas o cosechadas en forma silvestre, en estado crudo
o minimamente elaboradas”. De esta manera quedan excluidos alimentos como: raices y
tubérculos (yuca, papa y camote), leguminosas de grano seco (legumbres), cereales, nueces,
semillas y oleaginosas, estimulantes como el té, cacao y café, productos procesados y ultra-
procesados elaborados a partir de frutas y hortalizas (FAO, 2021).

En general, los frutihorticolas no suelen ser reconocidos por su aporte en macronutrientes
(hidratos de carbono, proteinas y grasas), a excepcion de algunos tubérculos y raices que
pueden aportar grandes cantidades de almidon. No obstante, los alimentos vegetales se
destacan por ser fuentes de vitaminas, minerales y fibra ademas de aportar grandes cantidades
de agua (80 a 90%) y un bajo valor caldrico. El consumo de frutas y hortalizas esta asociado a
la prevencién de diferentes enfermedades cardiovasculares, trastornos digestivos y algunos tipos
de enfermedades neurodegenerativas por lo cual, la Organizacion Mundial de la Salud
recomienda un consumo de al menos 400 g/dia, esto representa alrededor de 5 porciones diarias
(Uriarte y col., 2018; FAO, 2021).

En lo que respecta a los macronutrientes, podemos encontrar carbohidratos complejos
(almidon) y algunos carbohidratos simples (glucosa, fructosa y sacarosa), aunque a excepcion
de raices y tubérculos, el contenido de estos compuestos ronda el 1 a 10%. Las proteinas, de
bajo valor biolégico en este caso, también se encuentran en bajas cantidades (1 a 3,5%). Con
respecto a las grasas, las mismas representan cantidades inferiores al 1%. Asi como se
menciond previamente, el mayor aporte nutricional de los alimentos vegetales se halla en el
aporte de micronutrientes. En cuanto a vitaminas, se destacan las del tipo hidrosoluble del grupo
B (B4, B2, Bs 0 acido fdlico) y la vitamina C. Si bien la presencia de liposolubles es escasa, en
algunos casos pueden encontrarse carotenoides y vitamina K (vegetales de hoja). Entre los

minerales se destaca el aporte de hierro y calcio, no obstante, la manera en la cual se encuentran
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presentes hace que no sean completamente aprovechadas por el organismo. Un punto a favor
es el bajo contenido en sodio lo cual es beneficioso en dietas destinadas a personas hipertensas.
Los alimentos vegetales también son ricos en fibra dietética (entre 1 a 5%), soluble e insoluble,
las cuales como vimos anteriormente son beneficiosas para el ser humano. En las ultimas
décadas el tema de los compuestos bioactivos ha cobrado importancia en el ambito de los
alimentos. Este tipo de sustancias si bien no tienen una funcion nutricional definida, poseen un
impacto positivo en la salud humana. Estos bioactivos o metabolitos secundarios de origen
vegetal también suelen denominarse fitoquimicos o fitonutrientes (Navarrete y col., 2008; Uriarte
y col., 2018).

Puarpuralazul

Propiedades antioxidantes que pueden reducir los
Verde riesgos de cancer, accidentes cerebrovasculares y
Fitoquimicos con propiedades anticancerigenas. enfermedades cardiacas.

» Esparrago, col china, brocoli, repollo, pimiento
verde, pepino, lechuga, arveja, espinaca.
» Manzana verde, palta, uva verde, kiwi, lima.

» Remolacha, repollo colorado, berenjena
» Mora, arandano, uva morada, ciruela, maracuya

Rojo

Ayuda a disminuir el riesgo de cancer y mejora la salud

cardiovascular.

» Remolacha, pimiento rojo, rabano, tomate

» Manzana roja, tuna, cereza, uva roja, pomelo rojo y
rosado, frambuesa, frutilla, sandia.

Marrén/blanco

Fitoquimicos con  propiedades antivirales y
antibacterianas y potasio.

» Coliflor, ajo, jengibre, puerro, cebolla.

» Banana, durazno, pera.

An llo

Contiene carotenoides que ayudan a la salud ocular.

» Zanahoria, calabaza, calabacin

» Damasco, pomelo, limén, mango, meldén, naranja,
papaya, durazno, anana.

Figura 3.4. Colores de las frutas y verduras, su relacion con la presencia de compuestos
bioactivos. (Adaptado de FAO, 2021)

Hoy en dia, comprenden un area de investigacion importante en la ciencia de los alimentos.
Entre los mas conocidos podemos mencionar a los flavonoides, la capsaicina, los carotenoides
entre otros. En el caso particular de frutas y verduras, sus colores suelen estar asociados a los
nutrientes y fitoquimicos que contienen, esta particularidad da origen a la frase de que “el secreto
esta en los colores”, mientras mas variedad de ellos se incluya en la dieta mas completa sera

nuestra alimentacion (ver Fig.3.4).

Raices y tubérculos

Este tipo de productos vegetales, suelen estar compuestos mayoritariamente por
carbohidratos, de los cuales se destaca el almidén, razon por la cual se los reconoce como una
gran fuente de energia. Ademas, pueden contener cantidades variables de algunos azucares y
bajas proporciones de proteinas de buen perfil nutricional. En cuanto micronutrientes,
encontramos vitaminas del grupo B y en algunas variedades también vitamina C; por el lado de
los minerales se destacan por su aporte de potasio y zinc, aunque en algunos casos también

suele encontrarse yodo (Scott y col., 2000).
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Recientemente, varias raices y tubérculos, como ahipa, arracacha, yacon y mashua entre
otros, han llamado la atencion de la comunidad cientifica por su contenido en compuestos
bioactivos, lo cual ha motivado estudios para su inclusién en la formulacion de diferentes tipos

de productos como, por ejemplo, panificados y pastas (Leidi y col., 2018; Luziatelli y col.,2020).

Productos carnicos

Los alimentos de origen animal son valorados por el aporte de proteina de alto valor biolégico,
lo que se complementa adecuadamente con los alimentos vegetales los cuales son escasos en
dicho macronutriente. Ademas, el hierro presente en la carne se absorbe con mayor facilidad.
No obstante, una ingesta en exceso implica una ingesta mayor de grasas saturadas lo que puede

originar un aumento de enfermedades cardiovasculares y obesidad.

Carne vacuna

Por lo general la carne se define como la parte comestible de los musculos provenientes de
bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, bubalinos y aves. Por extensién se aplica también a los
animales de corral, pluma y mamiferos marinos. Declarados aptos para la alimentacion humana
por la inspeccion veterinaria oficial antes y después de la faena (CAA, Capitulo VI). Para que el
consumo de carne sea seguro son esenciales los cuidados a todo nivel, desde la finca que la
produce, los mataderos, hasta sus puntos de ventas y la preparacion en los hogares. En nuestro
pais el ente responsable de realizar los controles sanitarios es el Servicio Nacional de Sanidad
y Calidad Agroalimentaria (SENASA).

La carne contiene entre un 15 a 22% de proteinas de alto valor bioldgico, que contienen 8
aminoacidos esenciales. La materia grasa depende del tipo de animal y el tipo de corte, el rango
varia entre 10 a 30%. En base a esto ultimo, la carne suele clasificarse en magras (bajo contenido
de grasa) entre un 7 a 10% de grasa, mientras que aquellas que superan el 30% se denominan
como carnes grasas. Si bien el perfil lipidico puede verse afectado por la alimentaciéon que haya
tenido el animal, la grasa vacuna es rica en acidos grasos saturados y colesterol. El colesterol
€s un precursor para cierto tipo de hormonas, acidos biliares y también es un componente de las
membranas. Este compuesto puede sintetizarse en el higado del ser humano, mientras que otra
parte puede provenir de la ingesta de diferentes fuentes (carne, yema de huevo, grasa de leche,
manteca entre otros). Para su transporte a través del cuerpo esta molécula se combina con
proteinas dando lugar a lipoproteinas de baja densidad (low-density-lipoprotein, LDL) y de alta
densidad (high-density-lipoprotein HDL). El primero suele denominarse “colesterol malo” dado
que se acumula en las arterias, mientras que el segundo “barre” este colesterol acumulado dentro
del cuerpo en su regreso al higado razén por la cual se lo conoce como “colesterol bueno” ya
que reduce el riesgo aterogénico (Maggi, 2005; Secretaria de Agroindustria, 2014a). A

continuacion, la Tabla 3.2 muestra la composicion porcentual de varios tipos de carne.
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Tabla 3.2. Composicién nutricional de diferentes variedades de carne, expresadas cada 100 g.

Calorias  Hum. Pr. Gr. Gs. Gmi. Gpi. Colesterol

Carne
(kcal) (9%) (mg)
Vacuna 174 65 236 57 21 24 02 69
Caprina 258 58 255 16,5 6,9 7 1,2 93
Porcina 293 53 251 20,7 75 95 23 93
Aviar 176 67 273 67 18 24 15 83

Nota: Adaptada de Araneda, 2022. Hum: humedad, Pr: proteinas, Gr: grasas, Gs: grasas

saturadas, Gmi: grasas monoinsaturadas, Gpi: grasas poliinsaturadas.

Con respecto al contenido en micronutrientes la carne aporta riboflavina, niacina, tiamina, zinc
y pequenas cantidades de vitaminas A y C. P. Aporta cantidades significativas de hierro
heminico, que es aquel que esta unido a la hemoglobina, y es de mas facil absorcion que el
hierro que se encuentra en los vegetales. Finalmente, cabe mencionar el alto contenido de agua,
que usualmente ronda de 60 a 80% (Salinas, 2000). En el caso de carnes, suelen recomendarse

un consumo semanal, de cortes magros, de 3 a 4 porciones, es decir entre 100 a 125 g.

Pescado

El pescado y los mariscos son reconocidos como fuentes de proteina de alto valor bioldgico,
su contenido proteico varia entre 18 y 20%, similar al de la carne vacuna. No obstante, las
proteinas de pescado son en su mayoria colageno corto, de bajo peso molecular, lo que sumado
a la escasa presencia de tejido conectivo contribuye a que estas proteinas sean facilmente
digeribles. En este caso, se destacan las altas concentraciones de aminoacidos azufrados. En
cuanto al contenido graso, los valores se encuentran entre 1 y 15% dependiendo del pez. Se
pueden encontrar acidos grasos saturados y poliinsaturados, particularmente se destaca la
presencia de Q-3, precursores de acidos como EPA y DHA. Dichos acidos tienen funciones
neuroprotectoras (ayudan a la transmisién de impulsos nerviosos) y cardioprotectoras
(contribuyen a disminuir la cantidad de triglicéridos en sangre). Al mismo tiempo, tanto el EPA 'y
DHA contribuyen al aumento de colesterol-HDL. En el caso de los peces, al igual que en la carne,
suelen hacerse clasificaciones basadas en el contenido graso dividiéndose en magros de 1 a
5%, semigrasos 5 a 10% y grasos entre 15 y 20%. En cuanto a micronutrientes, esta carne
suministra tiamina, riboflavina, niacina, y vitamina A y D. También aporta minerales como yodo,
zinc, fésforo y selenio. El yodo es muy importante ya que es necesario para un normal
funcionamiento de la glandula tiroides mientras que el zinc resulta fundamental para el
crecimiento y el desarrollo del sistema inmune. A diferencia de otros grupos alimentarios, la
presencia de carbohidratos en este tipo de carne es practicamente cero, mientras que su
contenido en agua es similar al de la carne vacuna (Salinas, 2000; Ministerio de Agricultura
Ganaderia y Pesca, 2018). En cuanto a las porciones de este tipo de carne, suele recomendarse

3 a 4 porciones por semana, lo que es igual a 125 a 150 g semanales.
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Huevo

El huevo esta incluido dentro del grupo de alimentos ricos en proteinas junto con las carnes. En
el CAA, en el Capitulo VI de alimentos carneos y afines, en sus articulos 491 y 492 se define por
huevo fresco, al huevo no fecundado y que no ha experimentado ningun procedimiento de
conservacion. Aclarando, que solo podran comercializarse como huevos, aquellos provenientes
de gallinas, si se trata de otra especie la misma debera aclararse al momento de su distribucion
y venta. En la Fig. 3.5 puede observarse un esquema del huevo y las diferentes partes que lo

componen.

Albumen
denso externo

. Cascara
Disco

germinal

Yema Membrana

vitelina

Albumen
fluido interno

Chalazas

Membranas

testaceas Cdamara de

aire

Figura 3.5. Corte transversal del huevo y sus partes. (Adaptado de El Instituto de estudios del
huevo, 2009)

La cascara (grosor < 0,5mm) representa entre un 9 a12% del peso total y se encuentra
formada por carbonatos de calcio, magnesio y fosfato de calcio unidas mediante una
escleroproteina, denominada oseina. La cascara es porosa lo que eventualmente permite el paso
de gases del ambiente COz2, asi como también de algunas bacterias. Por su parte, la clara es casi
un 60% del huevo, y se encuentra constituida por agua y diferentes fracciones de proteinas como
ovoalbuminas (rica en azufrados), la conalbumina (transportadora de hierro) y otras en menor
medida, como glucoproteinas, ovomucoide y ovomucina. En general, estas proteinas poseen un
alto valor biolégico dado que contienen los 8 aminoacidos esenciales en cantidades suficientes.
La clara, es una mezcla de sustancias, mayoritariamente agua, de consistencia viscosa,
transparente que coagula a 65° adquiriendo un color blanco caracteristico. Entre estas proteinas
se destaca la lisozima, una enzima despolimerizante de glucoproteinas que actia sobre las
membranas celulares bacterianas, provocando su lisis ejerciendo un rol de barrera protectora.
Finalmente, la yema representa un 30% del peso total del huevo; mientras que las proteinas de
la clara parecen desempefiar una funcién de proteccion, las de la yema (alrededor del 15%)
estarian destinadas a servir de alimento al nuevo ser. El contenido graso, ronda el 30% y

principalmente se trata de acidos grasos insaturados y en menor medida saturados, también se
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destaca la presencia de colesterol y algo de lecitina. Con respecto a los micronutrientes tenemos
sales minerales (Ca, P, Fe), vitaminas liposolubles (A, D, E y K) y vitaminas hidrosolubles (B1 y
B2). A diferencia del aportado por los vegetales, si bien el hierro que se presenta es del tipo “no
hemo” tiene muy buena biodisponibilidad. En la Tabla 3.3 se presenta la composiciéon de

diferentes tipos de huevo (Instituto de Estudios del huevo, 2009; Lopez y Suarez, 2003).

Tabla 3.3. Composicion nutricional porcentual de diferentes variedades de huevo.

Ave Hum Pr. Gr. Ch. Cen Ca P Fe VitA B+ B2
g mg u.l mg
Gallina
Entero (s/c) 73,7 129 115 09 10 540 2050 23 1180,0 0,11 0,3
Clara 87,6 10,9 - 0,8 0,7 9,0 15,0 0,1 0,0 - 0,3
Yema 51,1 16,0 306 06 1,7 1410 569,0 55 3400,0 022 04
Pato 704 133 145 0,7 11 560 1950 28 1230,0 0,18 0,3
Ganso 704 139 133 13 11 - - - - - -
Pavo 726 131 118 17 0,8 - - - - - -
Nota: Adaptada de Salinas, 2000. Hum: humedad, Pr: proteinas, Ch: carbohidratos, Cen:

cenizas.

En cuanto a la ingesta o porciones sugeridas, en el caso de carnes magras, aves, huevo y
pescado suele recomendarse de 3 a 4 huevos por semana, dependiendo del tamafo un huevo

puede pesar entre 50 a 60 g.

Lacteos

La leche representa uno de los alimentos mas completos para el ser humano, no solo por el
aporte energético sino por la cantidad de macro y micronutrientes que contiene. Las proteinas
de la leche son de alto valor bioldgico, y estan conformadas principalmente por caseinas y
proteinas del suero, en una relacion de 80 y 20%, respectivamente. Otro grupo importante, son
las enzimas que también son proteinas con funciones para la proteccion y/o nutricién del recién
nacido, estabilidad o deterioro de la leche, de hecho, su determinacién en algunos casos es un
indicador de la calidad de la misma. Ademas, las proteinas lacteas también contienen una serie
de péptidos con funciones fisiolégicas (anticancerigena, antimicrobiana y antihipertensiva)
(Gomez Sala y col., 2011; Singh y Gaur, 2024). No obstante, a pesar de estos beneficios, dentro
de este grupo proteico pueden hallarse algunos péptidos asociados a la aparicion de cierto tipo
de alergias, lo cual representa un problema que aun es objeto de estudio. Los hidratos de
carbono representan alrededor del 4 a 5% de la composicion de la leche, en este grupo el azicar

mayoritario es la lactosa, un disacarido formado por galactosa y glucosa. Este carbohidrato
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representa la principal fuente de energia para los recién nacidos, los cuales cuentan con una
enzima denominada B-galactosidasa capaz de hidrolizar la lactosa para ser metabolizada. Sin
embargo, con la edad pueden detectarse deficiencias en la produccién de dicha enzima lo cual
conduce a la intolerancia a la lactosa, un hecho que ha motivado a la industria alimenticia para
obtener productos deslactosados. Por otro lado, existen bacterias &cido lacticas,
microorganismos no patégenos, capaces de metabolizar la lactosa y que son empleadas
ampliamente en la elaboracién de lacteos fermentados como yogur, manteca y diversos quesos.
La materia grasa puede variar dependiendo de la raza del bovino, entre un 2,8 a 5%. Dado que
la mayor parte de la leche es agua, la grasa se encuentra emulsificada, como particulas grasas
recubiertas por una membrana lipoproteica Estas particulas estan formadas por triglicéridos que
presentan en su mayoria acidos grasos saturados o monoinsaturados, como el oleico. Una
caracteristica particular de la leche es la presencia de acidos grasos de cadena corta, como
butirico, caproico, caprico y caprilico, caracteristicos del aroma que se desprende al hervir la
leche. Ademas, puede encontrarse también algo de colesterol, aunque en menor proporcion que
en la leche humana. Con relacién a su aporte en micronutrientes, en cuanto a vitaminas la leche
posee del tipo hidrosolubles (B2) y liposolubles como A, D y cierta proporcion de K. La leche
también presenta una gran cantidad de minerales entre los cuales encontramos calcio, fosforo,
magnesio, potasio, zinc y selenio entre otros, compuestos que en su mayoria se encuentran

formando sales (Badui Dergal, 2006; Valenzuela, 2020).

Tabla 3.4. Composicion nutricional de tres tipos de leche: Humana, vacuna y caprina.

Composicion (c/100 mi) | -eohe - Leche de - Leche do
Agua 87,1 87,3 87,1
Sodlidos totales 12,9 12,7 12,9
Proteina 1,1 3,3 3,3
Grasa 4.5 3,7 4.3
Lactosa 6,8 4.8 4,6
Cenizas 0,21 0,72 0,7

"Nota: Adaptada de Salinas, 2000.
2Nota: Adaptada de Fernandez, 2016.

En la Tabla 3.4 puede apreciarse la composicidon porcentual de leche humana, de vaca y de
cabra. La principal diferencia entre la leche humana y la de vaca es relevante en los primeros
meses de vida de los recién nacidos. La leche materna contiene menos proteinas (aun dificiles
de digerir en un neonato), mas grasas y en glébulos de menor tamafo, rapidamente asimilables
y utiles para el desarrollo del cerebro, méas lactosa como fuente energética y menos sales
minerales. Ademas, tiene muchos compuestos utiles para el desarrollo del sistema inmune del

nifo que no se encuentran en la leche de vaca. Por su parte, la leche de cabra tiene una
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composicién similar en minerales y vitaminas en comparacién a la de vaca, aunque con valores
ligeramente superiores en calcio, potasio, manganeso y vitaminas A y B. Su composicién en
azucares es similar a la humana, con una menor cantidad de lactosa en relacion a la de vaca.
En cuanto a su fraccion proteica la estructura de la micela difiere con la de leche de vaca, por lo
tanto, la misma resulta mas digerible. Algo similar ocurre con su materia grasa, dado que los
glébulos grasos son mas pequefios se asimilan mas facilmente. Por tanto, la leche de cabra
representaria una alternativa valida como sustituto de la humana (Salinas, 2000; Ministerio de

Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2020).

Derivados lacteos

Actualmente, la leche se comercializa de diferentes maneras, por ejemplo, a) dependiendo
del sistema de higienizacion encontramos leche pasteurizada, esterilizada o leche UHT (ultra alta
temperatura); b) por su estado fisico como leche liquida, condensada y leche en polvo; c) por su
contenido nutricional tenemos leche entera, semidescremada, descremada, fortificada,
enriquecida y deslactosada. Por otro lado, dentro de los derivados lacteos se incluyen alimentos
que se elaboran a partir de la leche como 17) leches acidas o acidificadas entre las cuales
encontramos al yogurt y el kéfir, 2) quesos, productos elaborados por la separacion del suero
lacteo mediante el uso de coagulantes y/o enzimas especificas, 3) manteca, 4) crema de leche
y 5) dulce de leche, entre otros. Por lo general los productos fermentados y/o acidificados, como
yogures y quesos, suelen presentar una mejor capacidad de asimilacion en individuos que
presentan alergias hacia ciertos componentes de la leche. Esto probablemente esté relacionado
con los procesos de hidrélisis de carbohidratos y proteinas que dichos productos pueden
experimentar durante su elaboracion. En el caso del queso, en particular, ademas de la hidrdlisis
la separacién del suero conlleva una disminucién importante en el contenido de lactosa. (OMS,
2011).

En cuanto a los valores recomendados, para los productos lacteos y derivados los sugeridos
son de 3 a 4 porciones por dia, lo que representa entre 200 a 250 ml de leche; 200 a 250 g de

yogur u 80 a 125 g de queso fresco.

Legumbres

Las leguminosas son alimentos muy importantes desde el punto de vista nutricional. Durante
afios han sido la base de la alimentacién mediterranea y también en casos de dietas
vegetarianas. En este grupo podemos encontrar garbanzos, lentejas, porotos, habas y arvejas.
En algunos casos puede incluirse a la soja, aunque al ser utilizada para la extraccion de aceite,
suele denominarsela como oleaginosa, al igual que con el mani. La Tabla 3.5 muestra la

composicién nutricional de las legumbres de mayor consumo humano.
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Tabla 3.5. Composicion nutricional de diferentes tipos de legumbres.

. Porotos ) . ,
Componente Unid. Lentejas Garbanzos Arvejas Soja Habas
Negros Blancos

Agua g 11,02 12,1 8,26 7,68 78,86 8,54 10,98
Energia kcal 341 337 352 378 81 445 341
Proteina g 21,6 22,33 24,63 20,47 5,42 36,49 26,12
Lipidos totales g 1,42 1,5 1,06 6,04 0,4 19,94 1,53
Carbohidratos g 62,36 60,75 63,35 62,95 14,45 30,16 58,29
Fibra total g 15,5 15,3 10,7 12,2 5,7 9,3 25
Az. Tot. g 2,12 3,88 2,03 10,7 5,67 7,33 5,7
Minerales
Ca mg 123 147 35 57 25 277 103
Fe mg 5,02 5,49 6,51 4,31 1,47 15,7 6,7
Mg mg 171 175 47 79 33 280 192
P mg 352 407 281 252 108 704 421
K mg 1483 1185 677 718 244 1797 1062
Na mg 5 5 6 24 5 2 13
Zn mg 3,65 3,65 3,27 2,76 1,24 4,89 3,14
Vitaminas
Tiamina (B6) mg 0,9 0,775 0,873 0,477 0,266 0,874 0,555
Riboflavina (B1) mg 0,193 0,164 0,211 0,212 0,132 0,87 0,333
Niacina (B3) mg 1,955 2,188 2,605 1,541 2,09 1,623 2,832
Piridoxina (B6) mg 0,286 0,428 0,54 0,535 0,169 0,377 0,366
Ac. Ascorbico mg - - 4,5 4 40 6 1,4
Folatos Mg 444 364 479 557 65 375 423
Fitoquinona (K) ug 5,6 2,5 5 9 24,8 47 9
Lipidos
Saturados g 0,366 0,17 0,154 0,603 0,071 2,884 0,254
Monoinsaturado
S g 0,123 0,128 0,193 1,377 0,035 4,404 0,303
Poliinsaturados g 0,61 0,873 0,526 2,731 0,187 11,255 0,627

Nota: Adaptada de Delgado-Andrade y col. 2016.

Las leguminosas o legumbres son alimentos con alto contenido proteico (20 a 40%), muy

superior al de los cereales. Por otro lado, si bien poseen una elevada cantidad de lisina, su bajo
aporte en azufrados (metionina y cisteina) origina que su valor biolégico no sea alto, esto hace
necesario que dichas proteinas se combinen o complementen con otras, como por ejemplo las
de cereales, ricos en lisina. En lo que respecta a su composiciéon en carbohidratos, estos
alimentos aportan fibra, diversos oligosacaridos y almidén, siendo este ultimo el mas abundante
(35 a45% del peso de la semilla) a excepcidn de la soja donde su presencia es baja. Otro aspecto
importante es el alto contenido de fibra dietética, de la cual una gran fraccién corresponde a fibra

es soluble, constituida principalmente por pectinas, hemicelulosas y polisacaridos. En cuanto a
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los oligosacaridos, los mismos corresponden a la familia de la rafinosa, responsables de la
flatulencia al consumir este tipo de productos. El contenido de materia grasa en las legumbres
es bajo, especialmente en porotos y lentejas, con valores del alrededor 1 a 2%. En este caso, es
la soja quien se destaca, dado que su contenido en lipidos es superior al 20%. En cuanto a la
composicién se pueden mencionar que esta integrada por un grupo heterogéneo con acidos
grasos libres, di- y triglicéridos, fosfolipidos, esteroles, glucolipidos y lipoproteinas.

Con respecto a sus micronutrientes, las legumbres se consideran fuente de vitaminas
hidrosolubles (B, B2, B3 y Bs) y folatos; ademas, son ricas en hierro, zinc y calcio. Sin embargo,
a pesar de la riqueza en dichos minerales, hay que tener presente que se trata de componentes
de baja disponibilidad ya que se encuentran formando complejos con el acido fitico, el cual,
constituye el principal inhibidor para la absorcion de dichos minerales. Incluso, en algunos casos
también suelen encontrarse compuestos fendlicos, como el acido tanico que tienen capacidad
quelante de minerales, por tanto, también pueden afectar la biodisponibilidad de los mismos
(Alonso y col., 2010; Secretaria de Agroindustria, 2014b; Delgado-Andrade y col., 2016).

Compuestos bioactivos

Las legumbres contienen una serie de compuestos fitoquimicos en pequefas cantidades que
se consideran como factores anti-nutricionales como lectinas, inhibidores de proteasas Yy fitatos
usualmente resistentes al proceso digestivo. No obstante, estudios recientes demostraron que
dichas sustancias pueden tener efectos positivos a nivel metabdlico y fisiolégico en el ser
humano, por lo que actualmente estan siendo considerados como compuestos bioactivos
(Salinas, 2000; Alonso y col., 2010). En la Tabla 3.6 se muestras algunos ejemplos de dichos

compuestos.

Tabla 3.6. Efecto de diferentes tipos de compuestos bioactivos en legumbres.

Componente Efectos beneficiosos Efectos perjudiciales
a-galactosidos Prebiético Flatulencia
Inhibidores de tripsina  Anticancerosos, antioxidantes  Reducen la digestibilidad proteica
Lectinas Anticancerosas Hemoaglutinacion

Antioxidantes, disminuyen el Alteran la biodisponibilidad de
Fitatos indice glucémico minerales

Nota: Adaptada de Alonso y col. 2010.

Las legumbres poseen varios beneficios tal como se discutié arriba, para este grupo

alimentario se recomiendan de 3 a 4 porciones por semana, lo que representa alrededor de 80

g.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 52



NUTRICION Y BROMATOLOGIA — C. FERRERO — P.A. SOBRAL — R.M. TORREZ IRIGOYEN (COORDINADORES)

Grasas y aceites

Este grupo alimentario representa una excelente fuente de energia, sin embargo, su consumo
excesivo puede conducir a severos problemas de salud. Una alta ingesta de acidos grasos
saturados, principalmente laurico, miristico y palmitico, conlleva el aumento del colesterol
sanguineo mediante la sintesis de lipoproteinas de baja densidad (colesterol malo). Por el
contrario, los acidos grasos insaturados como el tipo w (oleico, linoleico, linolénico, etc),
promueven la produccién de lipoproteinas de alta densidad (colesterol bueno). Para evitar
riesgos de enfermedades cardiovasculares, se sugiere no superar una concentracién de 200
mg/dL (decilitro) de colesterol sanguineo total. No obstante, ademas de los problemas del
corazon, el consumo excesivo de acidos grasos saturados también se asocia con riesgos de
cancer de colon, prostata y mama. Debido al dilema beneficio-dafio que provocan las grasas y
los aceites, se han establecido lineamientos para una dieta balanceada: se recomienda que su
consumo represente hasta 30% de las calorias totales de una persona, de las cuales 10%
maximo provengan de grasas saturadas 10% de las monoinsaturadas y 10% de las
poliinsaturadas.

Desde el punto de la industria alimentaria elaborar productos con materia grasa que cumpla
todos los aspectos nutricionales y organolépticos es un gran desafio. En ocasiones con el
propodsito de evitar la oxidacidon de los acidos grasos insaturados se realiza una hidrogenacion
(reducir el nimero de insaturaciones) para aumentar su estabilidad. No obstante, durante dicho
proceso pueden originarse acidos grasos trans los cuales estan vinculados con el aumento del
colesterol sanguineo y desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Salinas, 2000, Badui
Dergal, 2006). La Tabla 3.7 muestra alguna de las funciones que cumplen los lipidos en la

industria alimentaria.

Tabla 3.7. Contribucién de los lipidos en diferentes aspectos de la alimentacion

Textura, dan consistencia y estructura a muchos productos

. Lubricacion y saciedad al consumirlos

Calidad y
Color, debido a los carotenoides

Sabor, gracias a las cetonas, aldehidos y derivados carbonilicos

Fuente de energia importante por la B-oxidacion
Vehiculo de vitaminas liposolubles
Nutricion  Contienen acidos grasos indispensables, linoleico y linolénico
Promueven la sintesis de miscelas y bilis
Facilitan la absorcién de las vitaminas liposolubles

Fuente de vitaminas A, D, Ey K
El colesterol es precursor de la vitamina D3, de corticosteroides y de acidos biliares
El acido linoleico es componente de las acilglucoceramidas de la piel
C El inositol favorece la transmision de sefiales

Biolégico
El acido araquidodnico es precursor de eicosanoides y lipoxinas
El acido docosahexanoico forma parte de las membranas celulares
Los acidos poliinsaturados son moduladores en la sintesis de eicosanoides

Los fosfolipidos acetilicos ayudan a la agregacion de las plaquetas
Nota: Adaptada de Badui Dergal, 2006.
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En nuestro pais, a partir de las recomendaciones de OMS (2008) sobre regimenes
alimentarios, actividad fisica y salud se trabajé en una normativa que fue incorporada en el afio
2010 en el CAA que establece el limite maximo de contenido de grasas trans en los alimentos.
De esta manera, en su Capitulo 3, Art.155 tris se menciona: “El contenido de acidos grasos trans
de produccion industrial en los alimentos no debe ser mayor a: 2% del total de grasas en aceites
vegetales y margarinas destinadas al consumo directo y 5% del total de grasas en el resto de los
alimentos. Estos limites no se aplican a las grasas provenientes de rumiantes, incluyendo la

grasa lactea."
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CAPITULO 4
Analisis de alimentos. Conceptos generales.

Facundo Massolo

Alcances del capitulo

Esta seccion abarca desde la toma, preparacion y conservacién de muestras de alimentos
hasta su posterior analisis composicional. Por otro lado, se introducen criterios para la seleccién
de métodos de analisis de alimentos naturales de consumo directo (Ej.: vegetales) o que

requieran procesamiento (Ej.: artesanales, industriales).

Figura 4.1. Alimentos naturales o procesados, con algunos grupos alimentarios como

ejemplos. Fotografia: propia.
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Breve introduccion

El presente capitulo propicia un panorama general sobre el analisis integral de alimentos.
Incluye informacién sobre la preparacidn y/o conservacién de la muestra a ser analizada a futuro
(ya sea de forma directa o con un previo acondicionamiento), las cantidades a pesar dependiendo
del tipo de muestra y/o del protocolo de laboratorio, los recaudos a considerar durante la
ejecucion de las metodologias empleadas y el analisis de los resultados obtenidos, las posibles
dificultades o limitaciones de ciertas técnicas, la contemplacion de posibles errores
experimentales y la tolerancia de error en el rétulo aceptada por el Codigo Alimentario Argentino
(CAA).

Por qué y cuando analizar los alimentos

La necesidad de conocer la composicién de un alimento puede tener diferentes origenes,
como un analisis de rutina a modo de verificaciéon o cumplimiento de requerimientos legales (bajo
el marco del CAA), la elaboracion de un nuevo rétulo, la deteccidon de posibles adulteraciones y
el analisis de alimentos especiales de origen incierto, hasta de naturaleza arqueoldgica.

El rétulo de un alimento por lo general debe contener la informacion nutricional, esto es, la
composicién porcentual de los macrocomponentes que lo integran (proteinas, hidratos de
carbono, lipidos y en ocasiones, fibra) y de microcomponentes (minerales y vitaminas). En
ocasiones, el analisis composicional de ciertos productos alimenticios, puede requerir
informacién adicional, como la presencia de antioxidantes, registro de unidades formadoras de
colonias para ciertos microorganismos, deteccién de alérgenos u otro tipo de sustancias toxicas,
determinacion de componentes asociados a flavor (aroma y sabor), tipo y proporcion de
aminoacidos, presencia de proteinas de gluten, de grasas trans, de aditivos como preservantes,
colorantes, saborizantes o de componentes en trazas no mencionados (sustancias tdxicas,
alérgenos, hormonas, etc). Esta informacion constituye una de las herramientas necesarias para
reconocer operaciones fraudulentas o adulteraciones. Se define como “adulteraciéon” a la practica
mediante la cual la calidad de un alimento se ve alterada mediante la adicion de una o mas
sustancias base que lo componen, preexistentes o0 no en él o su eliminacién. Por ultimo, el
analisis de muestras nunca antes analizadas puede ser motivo de estudio por parte de

bromatdlogos y/o de investigadores.
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Flujo experimental

p=p Muestreo

Alimento l Andlisis
ingrediente — est.adl’stico
Keislisia e integral
l experimental l
Preparacion l Gestion de la
Estabilizacion informacion
Procesamiento
de datos

Figura 4.2. Flujo experimental para el analisis nutricional clasico de un alimento o ingrediente.
Fuente: Adaptado de Picd, 2012.

Preparacion, estabilizacion y muestreo

La preparacion de la muestra consiste en enriquecer la cantidad de analito, considerar los
interferentes remanentes y adecuarse a la técnica experimental, segin modo y sensibilidad del
meétodo de medicidn. Para lograr este objetivo, pueden utilizarse etapas de dilucion, extraccion,
clarificacion (defecacién o precipitacion), destilacion, derivatizacion, calcinacion y/o digestion del
alimento o ingrediente a analizar (Picé, 2012). Llegado el momento de llevar a cabo las medidas
experimentales pertinentes, si la muestra no posee la homogeneidad necesaria, esta debera
lograrse mediante mezclado directo, molienda o disgregacién, dependiendo de la naturaleza de
la misma. Por ultimo, dependiendo de lo que se pretenda analizar puede adicionarse una etapa
de aislamiento y purificacion de un componente determinado o una etapa de acondicionamiento
de la muestra para facilitar el proceso de analisis y minimizar errores.

La conservacion o estabilizacion de la muestra comprende una serie de consideraciones
necesarias para que el alimento no sufra alteraciones antes de ser analizado. Esta etapa busca
evitar procesos indeseados, que interfieren en las mediciones como: la descomposicién por
accion biolégica (sobre todo microbioldgica), la volatilizacidon de sustancias aromaéticas
(particularmente en muestras ricas en compuestos volatiles), la deshidratacion, la adsorcién y/o
absorcién de humedad y reacciones de hidrdlisis, de oxidacion o bioquimicas, reacciones
catalizadas por la luz, entre otras (Pic6, 2012). Para evitar efectos indeseados es fundamental
que no transcurra demasiado tiempo entre la adquisicion de la muestra y el analisis en el
laboratorio, almacenando en envases adecuados y en condiciones ambiente controladas
(temperatura, humedad, atmosfera gaseosa, oscuridad) y sin contaminacion cruzada.

El muestreo es una etapa indispensable dentro del protocolo experimental, ya que en la gran
mayoria de casos no puede analizarse un lote completo de muestra sino una porcién o alicuota

del mismo. Esta fraccion se dice que debe ser representativa, esto es, que debiera contener al
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analito buscado en la misma proporcién que dentro de la poblacién total (Morawicki, 2009). Esta
etapa se lleva a cabo mediante la toma de muestra de forma aleatoria en diversos lugares de la
poblacién del lote de partida. Para tomar las muestras debe considerarse la homogeneidad o
heterogeneidad del lote, la aptitud para ser manipulada, la cantidad de la que se disponga, la
facilidad para ser mezclado (y las consecuencias a las que esto pueda llevar), la capacidad para
deshidratarse o absorber humedad del ambiente, el efecto que pueda tener la luz sobre el
producto, la acciéon que pueda tener el oxigeno del aire, el recipiente de donde proviene y/o
donde sera almacenado antes del analisis, y el material con el que se cuenta en el laboratorio
(Nielsen, 2009).

Analisis experimental

Comprende una serie de pasos que se enmarcan dentro de un determinado protocolo
experimental con el fin de identificar, caracterizar y/o cuantificar un cierto analito dentro de una
determinada matriz (muestra o alimento en este caso). Para proceder a estudiar la composicién
de un alimento, este sera manipulado segun su naturaleza (Zumbado Fernandez, 2004; Méndez
Ventura, 2020).

Muestras sélidas
Se deberan moler en molinillo (o picadora), mezclar y homogenizar.

~ con alto porcentaje de agua (pastas frescas, dulces, etc.). Dado que éstas pierden agua
facilmente, deben permanecer en un recipiente bien tapado para evitar alteraciones en su
composicién y, al momento de la evaluacion, se tomara muestra rapidamente. Por ejemplo, para
el caso de quesos, en caso de tener corteza se elimina y se toman varias muestras con un
sacabocados.

~ con bajo porcentaje de agua (harinas, galletas, leche en polvo, etc.). En este caso, al abrir
el recipiente contenedor (hermético) se evitaran condiciones de temperatura y humedad
extremas. La alicuota se tomara con los mismos recaudos que para muestras con alto porcentaje

de humedad.

Muestras semiliquidas y liquidas no carbonatadas
Se deben mezclar por agitacion. En el caso de mieles que presentan cristalizacién de
azucares (granulacidn) éstas deben homogenizarse, introduciendo el envase en un bafio de agua

a 60 °C. Agitar hasta disolucion de los cristales.
Bebidas carbonatadas (incluyendo fermentadas).

Se enfria antes de abrir, se transvasa repetidamente entre dos vasos de precipitados (o se

agita vigorosamente) para expulsar el COz antes de proceder al andlisis.
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Grasas y aceites.

Si poseen impurezas es necesario eliminarlas, incluyendo la presencia de agua. Para ello,
dejar en estufa a 50 °C hasta que se clarifique si es liquida y para que funda completamente si
la muestra es sodlida. De ser necesario, filtrar por papel, en lo posible manteniendo la temperatura
de 50 °C.

Procesamiento de datos, analisis estadistico e integral

Los valores obtenidos de las mediciones realizadas sobre la muestra, es decir, los datos
numeéricos, deben ser sometidos a un analisis estadistico para que puedan ser interpretados
como informacién real que permitira describir a la muestra. De lo contrario, el analisis

experimental realizado no tendria sustento.

Gestion de la informacion

La informacién obtenida a partir de la interpretacion de los resultados, sera de utilidad para
alguna/s de la/s siguiente/s acciones: el ajuste de variables en un proceso industrial, la
aprobacion o decomisado de lotes de alimentos (a pequefia o gran escala), el cambio de
formulaciones (con el fin de mejorar el valor nutricional, conferir alternativas de textura, sabor o
palatabilidad, reducir costos), la implementacién del rotulado frontal, la aprobacion o restriccion

de sellos o claims en determinados alimentos, etc.

Espectro de metodologias de analisis de alimentos

Dependiendo de las necesidades o del objetivo buscado, para un alimento o ingrediente
existen metodologias de andlisis directas u objetivas, subjetivas o incluso determinaciones que
no entran en estas clasificaciones. Los métodos subjetivos de analisis son basicamente aquellos
basados en una evaluacion sensorial. A su vez, existen otras metodologias de analisis como los
tests 0 encuestas nutricionales, o la realizaciéon de estudios biolégicos utilizando animales de
laboratorio. Por ultimo, dentro de los métodos directos u objetivos se encuentran los métodos de
analisis quimico, ya sean clasicos o instrumentales, los fisicos, los microbiolégicos y los
microscopicos (Zumbado Fernandez, 2004). Dentro de las metodologias clasicas de analisis
quimico se encuentra el analisis composicional de macrocomponentes, microcomponentes e
incluso de sustancias téxicas, alérgenos, u otros contaminantes. En este libro se detallaran los
metodos quimicos tradicionales utilizados en un laboratorio de bromatologia para el analisis de

macrocomponentes, de minerales en general (cuantificados como cenizas), de agua y de fibra.
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Metodologias de analisis: panorama general

Determinacion de humedad

Método indirecto (secado en estufa, usualmente a 105 °C). En lineas generales, la
medicion del contenido de agua de un alimento suele llevarse a cabo de forma gravimétrica
indirecta, debido a su versatilidad y alcance. Su empleo es apto para muestras en las que la
mayor parte del contenido evaporable de la matriz en estudio es agua. El punto final se alcanza
cuando se obtienen dos pesadas constantes consecutivas (AOAC). En el caso de muestras que
tengan componentes sensibles se pueden utilizar estufas con presion reducida ya que en estas
condiciones se reduce la temperatura de evaporacion del agua. En el caso de muestras o
ingredientes con alto contenido de sustancias aromaticas volatiles, su humedad debe ser

evaluada mediante una técnica alternativa especifica (ver Método de Karl Fischer).

Figura 4.3. Concentracion de muestras liquidas sobre arena en bafio termostatico a modo de
pre-tratamiento (izquierda) y deshidratacion en estufa (derecha) para determinar humedad.

Fotografia: Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos.

Método directo (destilacién). También conocido como método de Markuson, utiliza una
trampa de destilacion (por ejemplo, la trampa de Dean Stark) donde directamente se recoge y se
lee el volumen del agua de la muestra que es calentada en un sistema cerrado. Este método es
apto para alimentos con muy bajos niveles de agua (especias, granos) o aquellos que tienen una
alta proporciéon de sustancias volatiles inmiscibles en agua (especias, hierbas o plantas con

aceites esenciales).

Método de Karl Fischer. Este método esta basado en una reaccién de consumo de agua
exactamente conocido. Esta técnica logra detectar trazas de agua ya que emplea una mezcla de
sustancias (reactivo de Karl Fischer) que reacciona con agua de forma estequiométrica (Nielsen,
2003). Este método permite determinar agua en sistemas que s6lo contengan trazas (algunos
productos liofilizados), o para muestras en las que el proceso de mediciéon genere agua in situ

por descomposicion de otras sustancias (ambas metodologias previas utilizan calentamiento) o
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para muestras en las que haya sustancias volatiles solubles en agua en alta proporcion (ej.:

etanol en bebidas alcohdlicas, aceites esenciales en plantas aromaticas comestibles).

Determinacioén de cenizas

El método universal es por calcinacién de la muestra, contenida en un crisol, en una mufla a 500-
550 °C seguido de gravimetria (AOAC). Si bien para harinas suele utilizarse una temperatura
bastante mas alta (920 °C), por lo general se recomienda no superar los 550 °C debido a la
pérdida de cloruros por volatilizacion. Previo a la incineracion suele haber etapas de
concentracion y/o carbonizaciéon de la muestra. Debe considerarse que lo que permanece en el
crisol tras la calcinacion son sales que contienen a los minerales de la muestra (Méndez Ventura,
2020). En otras palabras, lo que se recupera no son los cationes o aniones que componen a las
sales, sino cada uno con un contraién determinado. Como punto final del proceso de calcinacion,
ademas de considerar dos pesadas sucesivas repetidas, las cenizas obtenidas deberan ser
blancas a grises (AOAC).

Rr o e

Figura 4.4. Mufla con crisoles (izquierda). Crisol con muestra calcinada parcialmente, los restos
de color negro deben llegar a un tono blanco o griséceo. Fotografia: Laboratorio del Area

Bioquimica y Control de Alimentos.

Determinacion de lipidos: métodos extractivos

Existen varias metodologias para cuantificar y/o separar lipidos presentes en alimentos, que
van desde protocolos de referencia empleados habitualmente para el analisis composicional o el
control de rotulos, hasta técnicas utilizadas mas puntualmente en estudios cientificos o
particulares. Estas por lo general son extractivas o separativas. Entre los protocolos mas usados
en el laboratorio para el analisis proximal de lipidos en un alimento se encuentran los métodos
de Soxhlet, de Ratzlaff-Schmidt-Bondinsky, de Rose-Gottlieb o de Gerber (AOAC). Para decidir
cual de los métodos utilizar, es necesario conocer la muestra de antemano. Lo primero que hay
que evaluar es si existe interaccion lipido-proteina, como ocurre en el caso de leche o derivados
y en huevo o en otros alimentos que contengan yema de huevo. Esto se debe a que cualquier
determinacioén directa, sin romper esta interaccion, como podria ser por ejemplo utilizando el

método de Soxhlet, conllevaria a un error por defecto en el contenido de lipidos. Para muestras
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que presenten esta interaccion la determinacion debe ejecutarse mediante el método de Ratzlaff-
Schmidt-Bondinsky, por Rose-Gottlieb o en el caso de lacteos utilizando el método de Gerber.
Como criterio de peso de muestra inicial se suele emplear el mismo que para humedad por el
método indirecto (0,1 y 0,5 g), con la diferencia de que el valor obtenido correspondera

directamente al peso de lipidos, y no de forma indirecta como en la determinaciéon de humedad.

Figura 4.5. Sistemas extractores del método de Soxhlet (Balén y tubo de solvente, izquierda),

Gerber (butirémetro, centro) y Rose-Gottlieb (Tubo de Mojonnier, derecha). Fotografia: propia.

Dentro de las metodologias para la separacion y/o cuantificacion de lipidos no usuales en
analisis de rutina sino de caracter cientifico o de empleo industrial especifico se encuentran las
cromatografias, como el caso de la cromatografia en capa fina (TLC), la cromatografia gas liquido
(GLC) o la cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa (RP-HPLC). La TLC es de
caracter cualitativo y a su vez semi-cuantitativo ya que permite separar distintos tipos de lipidos,
que junto a patrones de corrida pueden identificarse segun la distancia recorrida y cuya cantidad
puede ser estimada por la intensidad de las bandas que se generan. Una mezcla heterogénea o
compleja de lipidos requerira solventes de corrida de distinta polaridad y cuyos lipidos menos
polares seran los que mas distancia recorran con referencia al punto de siembra. Por otro lado,
la GLC y la RP-HPLC son herramientas mucho mas poderosas que la TLC ya que permiten
separar de forma maés eficiente cada lipido, cuantificarlos (realizando una curva de calibracion
con patrones) y hasta de aislarlos por fraccion. Entre estas dos metodologias, se destaca la RP-
HPLC ya que no requiere de la derivatizacion de los lipidos a ésteres metilicos previo a la corrida

cromatografica, como si ocurre con la GLC.

Determinacion de lipidos: métodos no extractivos

Como se menciond anteriormente, si bien la mayor parte de los métodos de analisis de lipidos
requieren de la extraccién de estos macrocomponentes, existen algunas metodologias que
prescinden de esta etapa. Entre estas se encuentran la resonancia magnética nuclear (RMN) y
el andlisis espectroscopico del infrarrojo cercano (NIR).
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Desde el punto de vista cualitativo, la técnica de RMN permite dilucidar estructuralmente
compuestos organicos de bajo peso molecular y macromoléculas, a partir de espectros de 'H y
13C. La frecuencia de resonancia es una caracteristica del tipo de ntcleo; sin embargo, debido al
"entorno quimico" en el que reside el atomo, pueden ocurrir ligeras variaciones de frecuencia
para un mismo nucleo segun la posicién del atomo dentro de la molécula. Debido a esta
propiedad, podemos distinguir, por ejemplo, entre hidrégenos aromaticos y alifaticos u olefinicos
(que tienen dobles enlaces carbono-carbono). Como herramienta de analisis cuantitativo, la RMN
permite determinar la concentracion del analito de forma precisa, incluso en matrices complejas.
La cuantificacion se lleva a cabo mediante la integracion de sefiales obtenidas como ondas que
se transforman en picos (Garcia Gonzalez y col., 2022). Esta técnica puede utilizarse en la
mayoria de los alimentos, aunque requiere de una calibracién previa con un alimento especifico
(ORACLE & SMART 6™),

La espectrometria de luz infrarroja cercana (NIR) mide la absorcion de luz de una determinada
muestra en la regién del espectro que va de los 800 a los 2500 nm. En otras palabras, la
exposicion de la muestra a esta radiacion genera un espectro de ondas, conformado por
vibraciones y armoénicos (o sobretonos) caracteristicos de grupos como CH, NH u OH, que luego
deben transformarse a picos. Esta particularidad hace que la técnica mencionada permita no sélo
analizar compuestos organicos en el sector alimentario, sino también farmacéutico y quimico.
Para llevar a cabo un andlisis espectroscopico de este tipo en el laboratorio, la muestra
simplemente puede medirse dentro de un vial de vidrio o de un vaso de precipitados, ya que
estos materiales no absorben en la regidén espectral NIR, asi como también admite el uso de
sondas de fibra 6ptica (Bruker Corporation). Como sucede con otras técnicas espectroscépicas,
la espectroscopia NIR es rapida y precisa en comparacion con determinaciones quimicas, y
ademas ofrece otras ventajas que hacen que sea muy util para el analisis de rutina en
laboratorios de control de calidad y en el control de procesos. Ademas, a diferencia de los analisis
estandar que consumen mucho tiempo, las medidas llevan entre 10 y 60 segundos, y, al no
requerir reactivos quimicos, no produce desechos (Bruker Corporation). Sin embargo, se trata

de una metodologia de gran costo tanto de inversion como de uso, asi como ocurre con la RMN.

Determinacion de proteinas

El método universal para determinacién de proteinas totales es el de Kjeldahl-Willfart-Gunning
y esta basado en la cuantificacién del contenido de nitrégeno total. Para la inmensa mayoria de
los alimentos, se considera que el nitrdgeno determinado (por titulacién) es de naturaleza
organica, despreciando con bajo error el aporte que pueda haber de nitrégeno inorganico o
proveniente de trazas de acidos nucleicos u otras sustancias organicas no proteicas que lo
contengan. La cantidad de muestra a pesar usualmente se ubica en el rango de 0,1000-1,5000
g, dependiendo de la naturaleza de la misma.

Existe una metodologia alternativa que utiliza las ultimas etapas del método Kjeldahl, que se
denomina método de Kofranyi o del nitrégeno alcali Iabil. Dado que esta técnica sélo considera

el nitrdgeno de cadenas laterales de aminoacidos basicos (que se desprende faciimente en
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medio alcalino), carece de la etapa de digestidn, que implica un ahorro de tiempo de 2 a 3 hs.
Por este motivo, debe ser contrastado inicialmente con la mediciéon de nitrégeno total por el
método de Kjeldahl. Su utilizacién se justifica cuando se llevan a cabo analisis de rutina de una
muestra dada, midiendo de forma mas rapida por el método de Kofranyi y correlacionando con
la determinacion por Kjeldahl (que se realizaria con mucha menor frecuencia) mediante una
curva recta de proporcionalidad conocida entre ambas determinaciones.

Otra forma de determinar el contenido de nitrégeno total es mediante el método de Dumas.
Se basa en la oxidaciéon de la muestra cuando, bajo una atmésfera de COz, se la calienta en
presencia de CuO y genera a partir de moléculas organicas sustancias gaseosas inorganicas
como H20, CO:2 y N2. Estos gases se hacen pasar por una columna de KOH, siendo el Nz el
unico que no queda retenido, lo cual permite identificarlo y cuantificarlo en un recinto de volumen
conocido mediante un mandmetro.

Existe un método alternativo para medir nitrégeno total, la técnica de piro-
quimioluminiscencia. Esta basada en un calentamiento de la muestra a 1800 °C en presencia de
ozono (pirdlisis oxidativa), tratamiento que genera, entre otros gases, una Unica especie de
nitrégeno, en estado excitado, el NO2*. Esta especie se descompone rapidamente emitiendo luz
en el infrarrojo, que, a partir de su intensidad, indica la cantidad de nitrégeno de la muestra.

Es importante mencionar que los métodos anteriores son no extractivos, y que la muestra
se utiliza en su totalidad.

Por otro lado, existen numerosas técnicas que, en lugar de precisar el contenido de nitrégeno,
determinan directamente el contenido de proteinas y estan basadas en medidas
espectrofotométricas o, en ciertos casos, algunas técnicas cromatograficas. En este ultimo grupo
las metodologias existentes se clasifican en extractivas o no extractivas. Existen medidas
directas segun la deteccion directa en el espectro UV o técnicas colorimétricas, pudiendo estas
ultimas estar basadas en la reaccién con cobre o en la formacién de complejos proteina-
colorante. En el primer caso, se registra la absorbancia directa de aminoacidos aromaticos a 280
nm. En el segundo caso se mide la absorbancia de especies coloreadas (se detectan en el
espectro visible), que tienen como factor comun la reaccion del cobre con las uniones peptidicas
de las proteinas: métodos de Biuret, de Lowry y del &cido bicinconinico. Es importante mencionar
que en los primeros dos métodos el complejo que se forma entre el cobre y las proteinas es con
Cu?* mientras que en el tltimo caso es con Cu'. El método de Lowry es el mas utilizado de los
tres ya que posee una mayor sensibilidad (0,01 — 1,00 mg/ml) (Waterborg, 2009). Por ultimo,
dentro de los métodos colorimétricos, se encuentran el método de Bradford, el de Amidoblack y
el de Udy, que requieren del agregado de colorantes especificos y en exceso. El método de
Bradford es extractivo, pero la absorbancia que se mide es la correspondiente al complejo
proteina-colorante, su sensibilidad es de 0,1 — 1,0 mg/ml. Amidoblack y Udy, si bien son
espectrofotométricos, no son extractivos ya que en estos se utiliza la muestra directamente sin
extraer y son métodos con menor sensibilidad (10 - 50 mg/ml) que Bradford. Ademas, para el
método de Bradford no se requiere separacion entre el exceso de colorante y el complejo

proteina-colorante ya que el colorante y el complejo poseen absorbancias distintas y bien
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separadas, mientras que en el de Amidoblack y en el de Udy se debe retirar el complejo proteina-
colorante (por centrifugacion) para poder medir la absorbancia del colorante en exceso sin
interferencias.

Con respecto a las técnicas cromatograficas para analizar proteinas, se suele utilizar dentro
de la clasificacién de cromatografia liquida de alta resolucion/presion (HPLC) la cromatografia
de exclusién molecular o sino dentro de otra modalidad, la cromatografia liquida rapida de
proteinas (FPLC). La cromatografia de exclusion molecular separa a las proteinas por tamanos,
siendo las de mayor peso molecular excluidas de la retencion por parte del relleno de la columna
de separacion y eluyendo al inicio de la corrida cromatografica. Por el contrario, cuanto menor
tamafio tenga la proteina, mas equilibrios (o platos) atravesara y su tiempo de retencion sera
mayor. A diferencia de la HPLC, en la FPLC la presién a la que se hace circular el buffer es
relativamente baja, (menor a 5 bar), pero el caudal es relativamente alto (1-5 ml/min). Ademas,
la FPLC puede abarcar un analisis de proteinas en cantidad de miligramos en volimenes de 5
mL hasta la produccién industrial de kilogramos de proteina purificada, en columnas con

capacidad para varios litros.

Determinacion de hidratos de carbono

Existen variadas metodologias mediante las cuales pueden identificarse y/o cuantificarse a
los hidratos de carbono de una muestra. Los grupos de técnicas abarcan métodos fisicos,
quimicos, enzimaticos, fisicoquimicos y técnicas alternativas, de uso individual o combinado.

Dentro de los métodos fisicos se encuentran técnicas como la microscopia 6ptica, la cual
suele utilizarse para la observacion de granulos de almiddn. A su vez, existen métodos refractivos
que podrian ser de utilidad para estimar la cantidad de azucares simples de una mezcla. Dado
que su principio de dosaje se basa en la refraccion de la luz por sustancias disueltas en un medio
liquido, la presencia de otras sustancias solubles (como sales, acidos, etc) serian interferencias.
Por otro lado, es necesario registrar la temperatura de trabajo para poder obtener el valor real a
la temperatura deseada, lo cual se lleva acabo utilizando tablas especificas que suman o restan
un cierto porcentaje de sacarosa (Lees, 1982). Otra metodologia dentro de esta categoria, y muy
utilizada también para mezclas de azucares simples, es la polarimetria. Si bien esta técnica tiene
posibles interferencias, es mas apta que la refractometria para dilucidar mezclas debido a la
especificidad de la rotacion del plano de la luz polarizada que cada azucar tiene asociada. Por
ultimo, la densimetria o la picnometria se hallan también dentro de las metodologias fisicas,
aunque cada vez son menos utilizadas.

Entre las metodologias de base quimica, se encuentran técnicas clasicas con una larga
historia de uso como el ensayo colorimétrico del fenol-sulfurico o el del reactivo de antrona, que
sirven para determinar azucares totales. A su vez, existen varios protocolos basados en la
reaccion del ion Cu?*, siendo el de Fehling-Causse-Bonnans (FCB) o el de Somogyii Nelson (SN)
de los mas utilizados debido a su capacidad de distinguir entre azucares reductores de forma

directa, de azucares no reductores y de incluso polisacaridos.
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Por otro lado, existen métodos enzimaticos, que, a diferencia de los anteriores, son
especificos de un azucar en particular. Estos suelen ser utilizados en casos muy particulares
debido a su elevado costo; por ejemplo, para alguna linea de investigacion, o como requerimiento
de una empresa o de un laboratorio.

En ultima instancia y no menos importante se encuentran los protocolos que utilizan
fundamentos fisicoquimicos como las cromatografias. Dentro de estos se encuentran las
técnicas semicuantitativas como la cromatografia liquida en capa fina o la cromatografia en
papel, donde cada azucar corre sobre un medio determinado, en condiciones especificas en
referencia a patrones, se separa de los demas y cuyo contenido puede ser estimado por la
intensidad de las bandas que se generan en la corrida cromatografica. Por ultimo, para un
analisis mas especifico y cuali/cuantitativo de hidratos de carbono, puede utilizarse HPLC (Oliver
y col., 2013; BeMiller y col., 2017) de uso indiscutido debido a su capacidad, versatilidad,
especificidad, y a los diferentes arreglos que ofrece. Otra metodologia también muy utilizada,
aunque no tan versatil es la cromatografia de gases. Si bien esta técnica requiere derivatizacion
(metilacion, sililacion, entre otras) debido a la baja volatilidad y la inestabilidad térmica de los
azucares, es de suma importancia a nivel cuali/cuantitativo (Ruiz-Matute y col., 2011). Por ultimo,
existe la cromatografia de fluidos supercriticos, una técnica hibrida entre la cromatografia liquida
y la cromatografia de gases (Hostettmann y col., 2014). Actualmente se esta utilizando en el
campo de la metabolémica, que incluye el examen de compuestos polares como los hidratos de
carbono. Una de sus ventajas es que no requiere derivatizacion (Meyer y col., 2022).

Es importante mencionar que, si bien las cromatografias han reemplazado en gran medida a
la mayoria de los métodos de dosaje de hidratos de carbono, para analisis de hidratos de carbono
totales siguen siendo muy empleados los métodos colorimétricos mas antiguos (con fenol-
sulfarico o antrona), o los que detectan azucares reductores (FCB o SN), o incluso la polarimetria

como método fisico, debido a su robustez y al costo significativamente menor de estas técnicas.

Limites permitidos en el rétulo (CAA)

En el capitulo V del Cédigo Alimentario Argentino se presentan las “Normas para la rotulacion
y publicidad de los alimentos”. En el apartado 3.5.1 queda explicitado que la tolerancia de error
en la cantidad de cada nutriente de cualquier alimento es de + 20% respecto al valor que se
declara en la rotulacion. Para un alimento dicho limite es bastante amplio o “permisivo” debido a
que en este se debe contemplar tanto la variabilidad en la composicién de las materias primas
que componen un alimento dado como las limitaciones de las técnicas empleadas dependiendo
de la cantidad a detectar del analito o de la matriz en la que se encuentra. Cabe mencionar que
para minimizar la suma de errores asociados a materiales y/o equipos de laboratorio estos deben
ser controlados con cierta frecuencia (analisis de funcionamiento correcto, calibracién, etc).

Ademas, la existencia de errores experimentales u operativos debiera ser llevada a su minima
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expresion cuando el numero de repeticiones sea el adecuado y el operador adquiera suficiente

experiencia en las determinaciones.

Comentarios finales

Al momento de analizar la composicidon de un alimento se debe tener en cuenta qué tipo de
matriz se trata para manipularlo y acondicionarlo de la mejor manera. A su vez, de existir datos
previos (rétulo, bibliografia, composicion y cantidad de los ingredientes que componen el
alimento a analizar) estos orientaran al operador para la decision de las metodologias a emplear
y en consecuencia para el procesamiento adecuado de la muestra. En los siguientes capitulos
se explicaran en detalle los protocolos experimentales mas relevantes que fueron introducidos

aqui.
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CAPITULO 5
Humedad y contenido mineral

Mariela Patrignani

Introduccion a la humedad en los alimentos

El agua es el principal componente de muchos alimentos (Tabla 5.1). Su cantidad, localizacion

y orientacion influye en la estructura, aspecto y sabor de los alimentos y en su susceptibilidad a

la alteracion.

Tabla 5.1. Contenido de humedad en alimentos

Contenido aproximado de agua

Alimento (g/100 g muestra)
Frutas frescas 65-95
Hortalizas frescas 66-96
Carne 50-70
Pescado 50-70
Cereales <10
Frutas secas <3
Legumbres 8-12
Harina 12
Cereales preparados 4-11
Pastas secas 8-10
Bizcochos 14-28
Tortas 19-32
Panes 34,5-36,5
Galletas cracker 4,6-5,7
Huevos 74
Huevos deshidratados 3-5
Frutas deshidratadas 10-25
Hortalizas deshidratadas 7-12
Jaleas y mermeladas 27-35
Jarabes y jugos concentrados <32
Frutas confitadas 12-21

En los alimentos, el agua puede estar retenida en distintas formas:
-Agua ligada: corresponde al agua constitucional, monocapa y multicapa. Es el agua que se
encuentra fuertemente adsorbida y menos movible en el alimento. No actia como disolvente y

se puede considerar que actia como parte del sélido (Fennema, 2010).
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-Agua de fase masiva: corresponde al agua libre o atrapada. Esta agua constituye mas del 95 %
(p/p) del agua en el alimento. Las propiedades de esta agua son similares a las del agua en
solucién, esta disponible como disolvente y puede soportar el crecimiento microbiano (Fennema,
2010).

Sin embargo, se ha observado que alimentos con el mismo contenido de agua podian diferir
en su perecibilidad, esto se atribuye a la diferencia con que el agua se asocia al resto de los
constituyentes. A raiz de esto se desarrollé el término “actividad de agua” (aw). La aw puede
predecir la estabilidad y la vida util de un producto y refleja el grado de interaccion del agua con
los demas constituyentes (Badui Dergal, 2006). Este parametro se define como la relacién entre
la fugacidad del disolvente en solucion (f) (tendencia de un disolvente de escapar de una
solucion) y la del disolvente puro (). Como el vapor de agua se comporta aproximadamente

como un gas ideal, es posible emplear la presion de vapor en lugar de la fugacidad. En términos

a= (%), ~ (3),

matematicos:

En donde aw se expresa como la relacion entre la presion parcial de vapor de agua en el
alimento (p) y la presion de vapor del agua pura a la misma temperatura (p?). Los valores de aw
valores varian desde el 1 (agua totalmente pura) a 0 (producto totalmente seco) (Badui Dergal,
2006)

A su vez, la presion de vapor relativa (p/pP) esta correlacionada con el porcentaje de humedad

relativa en equilibrio (%HRE) del ambiente con el producto de la siguiente manera:

El %HRE es una propiedad de la atmdsfera que se encuentra en equilibrio con la muestra y
puede ser determinada colocando la muestra en una camara cerrada hasta que la misma alcance
el equilibrio. La camara debe tener un tamafo adecuado de modo que sea la muestra la que
gobierne el proceso y se llegue al equilibrio sin modificar el aw de la misma y luego se debe medir
la presion o humedad relativa en la camara. Para esto existen distintos tipos de instrumentos que
utilizan mandémetros o determinan el punto de rocio (Fennema, 2010).

La representacién grafica del contenido de agua en un material frente a su aw se conoce como
isoterma de sorcion. Estas curvas tienen por lo general una forma sigmoidea en donde se pueden

diferenciar distintas regiones (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Velocidad de alteracién generalizada de los alimentos en funcién de la actividad
de agua:1- Oxidacion de lipidos, 2- Isoterma de sorcion (lectura de las ordenadas del lado
Izquierdo expresada como materia seca), 3- Pardeamiento no enzimatico, 4- Actividad
enzimatica, 5- Mohos, 6- Levaduras, 7- Bacterias. Las lineas punteadas negras indican cada
una de las zonas que se describen en la Tabla 5.2 (adaptado de Torrez Irigoyen, 2013).

Las caracteristicas de estas regiones se describen en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Regiones de Isoterma de sorcion

Zona Humedad Rango de Caracteristicas del agua
(% p/p) aw
I 0-0,25 Agua de monocapa. Es la mas dificil de eliminar ya que

interactua fuertemente con los grupos polares. Su
presencia ejerce un efecto protector de reacciones

=5 % e .
oxidativas ya que actua como barrera.
Il 0,25-0,8 Agua de multicapa. Es el agua que se organiza en
capas mas estructuradas y microcapilares.
[ 0,8-1 Agua libre. Se puede encontrar en macrocapilares, es
~95 % la mas abundante y posee propiedades similares a las

del agua de una solucion diluida

Determinacion de humedad en alimentos

En el estudio de los alimentos, la determinacién de la humedad es de vital importancia tanto
para garantizar su calidad como para comprender su composiciéon y comportamiento durante
procesos de produccion y almacenamiento. Para llevar a cabo esta tarea, se emplean diversos

meétodos que se clasifican en tres categorias principales.
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Métodos fisicos de separacion y pérdida de peso
Estos métodos se fundamentan en la separacion del agua de los sdlidos del alimento y la

medicion de la pérdida resultante en el peso del producto o la cantidad de agua separada.

Métodos que aprovechan la reactividad quimica del agua
Estos métodos se basan en una reaccién quimica del agua para determinar su contenido.
Ejemplos comunes incluyen la titulaciéon Karl Fischer, que utiliza un reactivo especifico para

cuantificar la cantidad de agua presente en la muestra.

Métodos basados en propiedades fisicas

Este enfoque se basa en la medicidon de una propiedad fisica del alimento que varia de manera
regular con los cambios en su contenido de humedad. En el presente capitulo describiremos una
aplicacién de este tipo de analisis utilizando el indice de refraccion para la determinacion de

humedad en miel.

Expresién de resultados

El contenido de agua en los alimentos puede expresarse en base hiumeda o en base seca
segun se requiera.

El contenido de humedad en base humeda hace referencia a la medida porcentual de agua
que contiene una muestra con respecto a su masa total. En forma matematica, este valor se

puede calcular de la siguiente manera:

Mh —™Ms 100
mp

% Humedad base humeda =

Donde mn es la masa de la muestra himeda, y ms es la masa de la muestra seca (es decir,
la masa que corresponde a los sdlidos del producto, es decir restada la humedad contenida en
la muestra original). Este es la forma mas habitual para la expresion de los resultados del
contenido de humedad y la que se utilizard en las secciones procedentes a menos que se
especifique lo contrario.

Por otro lado, el contenido de humedad en base seca es una medida porcentual que hace
referencia a la humedad respecto de su masa seca total, sin considerar el agua. Este valor es
muy util cuando existen procesos de secado en donde el contenido de humedad varia con el
tiempo, y es la unidad habitual en las isotermas de sorcién como puede verse en la Figura 5.1.

El contenido de humedad en base seca puede expresarse de la siguiente manera:

my —mg
% Humedad base seca = e x100
S
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Ej. Se pesaron 2,1516 g de un alimento y se sometid6 a un secado hasta peso constante,

obteniéndose 1,7359 g finales de peso seco. El contenido de humedad puede calcularse como

% H dad b B da = 2,1516 g —1,7359 g 100 = 19,32 g de agua
o umedaa base fumeda = 2,1516 g x ~ 7777100 g de muestra himeda
% H dad b _ 21516 g —1,7359 g 100 = 23 95 g de agua
o ffumedad base seca = 1,7359 g x ~ "777100 g de materia seca

Cabe destacar que en alimentos que contienen un alto contenido de agua, es posible que
este porcentaje supere el valor de 100. Por ejemplo, una muestra de leche puede contener un
90 % p/p de agua, por lo que su contendioé en base seca quedaria expresado de la siguiente
manera:

100g—10g g de agua
% Humedad base seca = ——— x100 = 900 -
10g 100 g de materia seca

Métodos de determinacion de humedad

Método indirecto de secado en estufa

La determinacion de la humedad mediante el uso de altas temperaturas y eventualmente uso
complementario de vacio es el método mas habitualmente utilizado para la determinacién del
contenido de agua en un alimento. Sin embargo, este método es solo aplicable en alimentos que
no sufran transformaciones durante el secado térmico (termoestables) ya que el desarrollo de
reacciones quimicas, como la reaccién de Maillard pueden llevar a resultados erréneos del
contenido de humedad por la liberacién de agua (Adridn y col., 2000). Por otro lado, este ensayo
considera que el agua es el Unico componente volatil en el alimento, por lo que de existir una
gran proporcion de compuestos volatiles en el producto se debe optar por algun otro método

como la destilacion.

Procedimiento de analisis

En un cristalizador de peso conocido, se pesa con exactitud la muestra preparada y se coloca
en una estufa hasta que se alcance un peso constante. La temperatura de la estufa puede
superar los 100 °C e incluso llegar a los 130°C como es el caso de los cereales (ver Tabla 5.3).
Sila muestra esta en forma seca, se recomienda triturarla lo mas finamente posible en un mortero
o en un molinillo de cuchillas. La cantidad de muestra a pesar se calcula considerando una
diferencia de peso final de entre 0,1y 0,5 g.

Luego se calcula el contenido humedad a partir de la siguiente ecuacion:
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Humedad (%) = (my = o) = (M, = o) x100
my — My

En donde:
-mo: peso vacio del cristalizador o recipiente para contener la muestra
-m1: peso vacio del cristalizador mas peso de la muestra antes del proceso de secado

-m2: peso de m+ luego del proceso de secado

Variantes: presion reducida, agregado de arena, determinacion de humedad en liquidos

Si son muestras pastosas que tienden a formar una capa o costra seca en la parte superior
que impide la evaporacion de agua desde el interior (extracto de tomates, conserva de carnes,
dulce de leche, etc.) se debe mezclar con arena para aumentar la superficie de contacto. Para
esto se debe tarar el cristalizador con una pequefa cantidad de arena lavada y calcinada y con
una varilla de vidrio pequefa (que también ha de tararse conjuntamente con el cristalizador y la
arena) hacer una pasta con la muestra. En esta forma, dada la divisiéon en que se encuentra el
producto, el desprendimiento de agua es mas rapido y uniforme tal como se observa en la Figura
5.2.

Figura 5.2. Tratamiento con arena realizado a una muestra de queso crema previo

al secado en estufa para la determinaciéon de humedad. Fuente: propia

Para la determinacion de humedad en liquidos se procede de forma equivalente, pero se
coloca la muestra sobre un bafo de agua de modo tal que el vapor retire lentamente la mayor

parte del agua retenida en la muestra y que la misma adquiera una consistencia siruposa.
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Para muestras que sufran algun tipo de modificacion al ser tratadas a altas temperaturas se
recomienda el uso de estufas de vacio en donde el agua puede ser retirada a menor temperatura,

tal como se describe en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Condiciones de secado para diversos productos

Alimento Presion Temperatura
recomendada
Productos de mar, lacteos, chocolates, normal / ligeramente 95-100°C
granos reducida
Carnes y derivados normal 100-102°C
Quesos y cereales normal 130°C
Frutas deshidratadas, grasas y aceites, <100 mm Hg 56 °C
productos, granos
productos, azucarados <50 mm Hg 40 °C

Errores y limitaciones
En la Tabla 5.4 se presenta una lista de los errores comunes que pueden surgir durante la

determinacion de humedad mediante el método indirecto.

Tabla 5.4. Tipos de errores de la determinacion de humedad mediante el método indirecto

Tipo de error Resultado

Retencién de agua por adsorcién, oclusién o combinacion quimica Error por
defecto

Formacion de barreras fisicas en productos con alto contenido de azucares o Error por
hidrocoloides defecto

Sensibilidad de algunos constituyentes a la temperatura como alimentos ricos Error por
en azucares que se descomponen a 70-100°C. exceso

Reacciones quimicas entre los constituyentes (hidrdlisis): inversiéon de Error por
sacarosa en alimentos 4cidos, hidrdlisis de ésteres. defecto

Presencia de otras sustancias volatiles distintas al agua como alcohol, aceites Error por
esenciales o acidos volatiles exceso

Oxidacién durante el tratamiento térmico de acidos grasos insaturados, Error por
taninos, sustancias fendlicas. defecto

Absorcion de vapor de agua del aire durante la pesada: debido a que los Error por
residuos son muy higroscépicos. Estos deben pesarse rapidamente y defecto

preferentemente en recipientes cerrados (pesafiltros)

Método directo por destilacion azeotrépica (método de Markuson)

Los métodos de destilacion son rapidos y estdn recomendados para productos que pueden
descomponerse con otros métodos que utilicen las altas temperaturas. Este método es el Unico
procedimiento oficialmente reconocido para la determinacién del contenido de humedad en
especias y uno de los métodos oficiales para granos.

En este método la muestra se destila afiadiendo un solvente organico. El agua con el solvente

forma una mezcla azeotrépica que, tras la condensacion, se separa en sus componentes
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originales por diferencia de densidad. El agua que fue arrastrada durante el proceso puede ser

facilmente cuantificada mediante un tubo graduado calibrado (trampa).

Procedimiento de analisis

El solvente empleado debe ser inmiscible con el agua, tener un punto de ebullicién (PE)
superior o = 100°C, y estar saturado de agua al momento de su uso. Como el tolueno tiene un
PE menor que el xileno es preferentemente el primero el que se utiliza (PE de 110 °C y 144 °C
del tolueno y el xileno respectivamente, mientras que los PE de los azedétropos tolueno/agua y
xileno/agua son de 84°C y 92°C).

Para la determinacion se coloca en el baldn la cantidad de muestra necesaria, se agrega el

solvente organico saturado de agua’ hasta cubrir la muestra. El balén luego debe ser acoplado

a una trampa graduada denominada de Dean-Stark. La trampa se carga con el solvente mas 2
0 3 gotas de indicador (Sudan Il o Sudan Ill) y se conecta el refrigerante (ver Figura 5.3). El balén
se calienta a ebullicién suave por espacio de 2 h. Transcurrido dicho lapso, observar si no destila
mas agua, dejar enfriar y efectuar la lectura de la capa acuosa contenida en la trampa. Este

proceso se facilita por el agregado del indicador que tifie la fase organica destilada y permite

Conexion con el Conexion con el
condensador condensador

Trampa de Trampa de

Dean — Dean —
Stark para Stark para
solventes solventes

menos con

densos que densidad
el agua superior al
agua
II_%ann para Baldn para
a muesltra la muestra

CIO” € con el
solvente solvente

Manta calefactora Manta calefactora

Figura 5.3. Equipo para determinacion de humedad por destilacion azeotrépica. Se puede observar la
trampa de Dean-Stark para solventes menos densos que el agua (izquierda), en este caso sélo el solvente
vuelve al balén donde se encuentra la muestra ya que queda por encima del agua. La trampa para
solventes mas densos que el agua (derecha) posee un brazo lateral que permite al solvente orgéanico

(que se ubica en la parte inferior de la trampa) volver al balén. Fuente: propia

1. Debe asegurarse que la capa acuosa del tolueno saturado estara bien decantada y se debe
cuidar de no trasvasarla al balén (tomar solo la fraccién superior).
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visualizar mas claramente la fase acuosa para su cuantificacion. La trampa de Dean-Stark esta
disefiada para solventes menos densos que el agua, pero existen otros disefios que permiten el

uso de solventes mas densos como se puede ver en la Figura 5.3 (derecha).

Errores y limitaciones

El método de determinacién de humedad por destilacién ofrece rapidez en su aplicacion, sin
embargo, puede estar sujeto a ciertos errores, como la miscibilidad parcial del agua en el solvente
de arrastre, la formaciéon de emulsiones que dificultan la recuperaciéon completa del agua, la
posibilidad de una remocion incompleta del agua de la muestra, asi como la adherencia de gotas
de agua al condensador o a la trampa graduada, y en casos extremos, la descomposicion de la
muestra. Para mitigar estos errores, se pueden aplicar correcciones como la saturacion del
solvente con agua, el agregado de alcohol amilico o isobutilico para evitar la emulsificacion y la
adicion de una pequefa cantidad de una sustancia volatil, como etanol, para arrastrar el agua
adherida al condensador. Estas correcciones contribuyen a garantizar una determinacion precisa

y confiable del contenido de humedad en la muestra analizada.

Métodos quimicos: Método de Karl-Fischer

El método de Karl-Fischer suele emplearse cuando la determinacién de agua por pérdida de
peso o destilaciéon es imprecisa, como suele ocurrir en alimentos muy secos. Este método es
muy especifico y determina tanto el agua libre como el agua ligada. Ademas, la determinacion
dura unos 2-5 minutos y permite medir en un amplio rango de concentraciones.

Esta técnica se basa en la determinacién del contenido de agua a partir de la reaccion del

diéxido de azufre con iodo en presencia de agua de acuerdo a la siguiente ecuacion.
124S02+2H20 S2HI + H2SO04

Luego, mediante la adicién de piridina (Py) (o dietanolamina, menos téxica) y de metanol la

reaccion se desplaza hacia el lado de los productos segun:

l2+S02+3Py+CH3OH+H20 —2PyH T+PyH CH3SO4

El punto final de la determinacién puede detectarse gracias al exceso de iodo que se produce
al consumirse toda el agua. EI mismo puede determinarse visualmente (viraje de amarillo a
marron-rojizo), de manera fotométrica (determinacién de la absorbancia a 525 — 600 nm) o
electroquimicamente (utilizando electrodos de platino, el primer pequefio exceso de iodo en la
solucién produce una caida abrupta del potencial que se registra como una deflexion en el flujo
de corriente). Dada la estequiometria de la reaccién (1 mol de Iz requiere 1 mol de H20), por

tanto, se pueden obtener resultados cuantitativos mediante este ensayo.
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Procedimiento de analisis
El reactivo de Karl Fischer preparado por alguno de los métodos existentes, debe estandarizarse
antes de cada uso, porque su actividad para la determinacion de agua cambia con el tiempo.

Esto puede hacerse frente a cantidades conocidas de agua: por ejemplo, una cantidad

exactamente pesada (precisién 0,1 mg) de tartrato disédico hidratado (CsH4Na206.2H20) o acido
oxalico dihidratado ((COOH),. 2H,0).
Para pesar la muestra se debe tener en cuenta la cantidad aproximada de agua que contiene la
misma, el volumen de la bureta, del titulo del reactivo y de la exactitud deseada. Una vez
introducida la muestra en el aparato (ver Figura 5.4) la misma debe ser suspendida o disuelta en
el reactivo de trabajo (dietanolamina/ SO2) y luego se valora inmediatamente con una solucién
metandlica de iodo (CHsOH/ I2). Paralelamente se debe realizar un blanco en las mismas
condiciones que la muestra.

Una vez alcanzado el punto final debe leerse en la bureta el volumen de reactivo utilizado y

calcular el contenido de humedad de la muestra como (Marano, 2013).

VxF
% Humedad = x 100

donde:
V: volumen de reactivo en ml
F: titulo del reactivo (mg H20/ml) obtenido en el ensayo de estandarizacion

P: peso de muestra en gramos

. Solucién de valoracion
iodo+ metanol

; Muestra en
= solucion base +
SO, previamente
valorada

Figura 5.4. Equipo de Karl-Fischer para determinacion de humedad (adaptado de Scancotec

Productos, 2024)
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Errores y limitaciones

Aquellos compuestos que consumen iodo pueden causar interferencias en la medicién, y se
recomienda realizar un analisis por separado para realizar una correccion adecuada. La
interferencia de los compuestos carbonilicos (aldehidos o cetonas) puede ocurrir debido a la
formacién de acetales y cetales con el metanol. Por otro lado, los acidos carboxilicos tienen la

capacidad de esterificar con metanol, lo que resulta en la produccién de agua.

Determinacion de humedad en miel mediante el indice de refraccion

El contenido de humedad de la miel es una de sus caracteristicas mas importantes, ya que
condiciona su tiempo de conservacion y sus cualidades organolépticas. En la Argentina, el
Cdédigo Alimentario permite un contenido de humedad maximo del 20 % p/p para asegurar un
producto de alta calidad y de prolongada vida util.

Por la alta concentracién de azucares que posee la miel, la misma pude sufrir fuertes
modificaciones durante el proceso de secado (caramelizacion, reacciones de pardeamiento no
enzimatico) que dificultan su medida. Es por esto que el método mas sencillo para estimar su
contenido de humedad consiste es determinar su indice de refraccién con un refractometro y
posteriormente mediante tablas (ej., Tabla 5.5), calcular el contenido de humedad en la miel. Si
bien los valores obtenidos pueden resultar menores que los de Karl Fischer, debido a su simpleza

y reproducibilidad esta técnica es ampliamente utilizada (Bogdanov y col., 2002).

Tabla 5.5 Contenido de humedad vs indice de refraccion a 20°C construida a partir de la
determinacion de humedad de mieles mediante la técnica de secado al vacio. Temperaturas

superiores a 20°C: afiadir 0,00023 por °C, temperaturas inferiores a 20° C: restar 0,00023.

Humedad de miel (% p/p) indice de refraccién a 20°C

13,0 1,5044
13,2 1,5038
13,4 1,5033
13,6 1,5028
13,8 1,5023

Nota. Adaptado de Relationship of water content of honey to refractive index, Bogdanov y col., 2002

Procedimiento de analisis

Con una varilla de vidrio limpia y seca se colocan unas gotas de miel fluida entre los prismas
de un refractémetro y se realiza la lectura (Figura 5.5). Luego, a partir de tablas y considerando
la temperatura ambiente se relaciona el indice de refraccién con la humedad de la miel a 20 °C
(IRAM 15931, 1994; Bogdanov y col., 2002).
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Figura 5.5. Refractometro que puede ser utilizado para determinacion de humedad en miel
(gentileza de M.C. Mounteira, 2024).

Determinacion de aw

La determinacion de la aw en sistemas alimentarios se basa principalmente en principios de
psicometria, higrometria, medicién del punto de rocio, indice de refraccién o evaluacion de las

constantes dieléctricas (Welti y Vergara, 1997).

Determinacién de aw mediante punto de rocio

En alimentos es habitual determinar la aw mediante equipos como el AQUALAB (Figura 5.6),
que emplea el método de determinacion de punto de rocio. La muestra se coloca en un
compartimiento especial cerrado, en donde el agua presente se equilibra con el aire en el espacio
de cabeza. La camara sellada contiene un espejo, un sensor o6ptico, un ventilador y un
termémetro infrarrojo. El ventilador interno genera una circulacion de aire que reduce el tiempo
de equilibrio entre la muestra y el espacio de cabeza. Luego el sensor de temperatura embutido
en el espejo mide la temperatura de rocio mientras que el termémetro infrarrojo mide la
temperatura de la superficie de la muestra, que esta en equilibrio con la temperatura de bulbo
seco del aire del espacio de cabeza. Estas dos temperaturas se utilizan para calcular la humedad
relativa del aire que, en equilibrio con la muestra, se visualiza como actividad acuosa (Torrez

Irigoyen, 2013).

3

VA \r

Figura 5.6 Equipo empleado para las determinaciones de aw y modelo del funcionamiento interno
(1-espejo, 2-sensor optico, 3- termbémetro infrarrojo, 4-micro ventilador, 5-porta muestra cargado)
(Torrez Irigoyen, 2013)
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Procedimiento de analisis

La muestra se debe colocar en el compartimiento que luego se cierra. En el equipo, un sensor
de punto de rocio mide la temperatura de rocio del aire en el espacio donde se coloca la muestra,
mientras que un termémetro infrarrojo mide la temperatura. Con estos valores el equipo calcula
la humedad relativa del aire en equilibrio con la muestra. La medicion se logra en
aproximadamente 5 minutos y el equipo exhibe los datos de la aw y la temperatura en un visor

digital (Torrez Irigoyen, 2013).

Determinacion de aw mediante el método estatico

Este método permite que la muestra alcance el equilibrio con un material de referencia dentro
de un desecador durante un tiempo determinado y a una temperatura constante. Luego se
determina el contenido de humedad, que se grafica para obtener el valor de aw (Welti y Vergara,
1997).

Procedimiento de analisis

La muestra se debe colocar en frascos que contengan soluciones saturadas de las sales de
referencia con aw conocida (Tabla 5.6). Luego de lograr el equilibrio se determina la humedad de
la muestra y se grafica su pérdida o ganancia de agua en cada uno de los frascos.
Posteriormente, estos valores se grafican contra la aw que tiene cada muestra en el equilibrio y
la aw original de la muestra se estima interpolando en la grafica el punto en el cual no ocurre

cambio de peso (Welti y Vergara, 1997) (Figura 5.7).

Tabla 5.6. Actividad acuosa de las soluciones de sal en funcion de la temperatura

awa 10°C | awa 20°C

NaOH 0,096 0,089
LiCl 0,113 0,113
KC2H302 | 0,245 0,234
MgCl2 0,34 0,33

K2COs3 0,431 0,432
Mg(NOs)2 | 0,574 0,544
NaNO2 0,654 0,654

Nota. Adaptada de Actividad acuosa de las soluciones de sal en funcion de la temperatura, de

Sciammaro, 2016.
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Figura 5.7. Representacion esquematica de la gréfica obtenida mediante el método estatico.
La flecha indica el punto en el que la muestra no gana ni pierde agua (A Peso = 0) y es posible

determinar el valor de su a, original. Fuente: propia

Concepto y determinacién del contenido mineral

El contenido de cenizas se refiere al residuo que queda tras la incineracion de los
componentes organicos del alimento. Se considera que este residuo corresponde al contenido
en minerales. Este indice permite caracterizar el alimento en cuestion y puede ser utilizado, por
ejemplo, para distinguir entre distintos tipos de harina de cereales. (Matissek, 1992). Ademas,
esta metodologia es aplicada en la industria para detectar posibles adulteraciones en productos
como jaleas, mermeladas y vinagres, asi como identificar contaminantes que podrian provenir
del envase u otras fuentes externas.

Es importante tener en cuenta que las sustancias presentes en las cenizas no siempre existen
en su forma original en el alimento. Durante la incineracion las sales de acidos organicos pueden
transformarse en carbonatos durante el proceso de combustion. Del mismo modo, los
bicarbonatos pueden convertirse en carbonatos, mientras que el azufre organico puede oxidarse
y transformarse en sulfato. Ademas, los fosfatos monoacidos y diacidos pueden formar

pirofosfatos.

Método de incineracion

El alimento se calcina a 550°C en mufla? y se calcula el peso del residuo que corresponde al

contenido de minerales.

2 En el caso de harinas suele utilizarse temperaturas de 920 2C
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Procedimiento de analisis

Pesar la muestra dentro de una capsula de porcelana previamente calcinada a 500-550°C y
enfriada en desecador hasta temperatura ambiente. Para poder estimar la cantidad de muestra
a pesar se parte de la suposicion de que tras la calcinacion se obtendra una masa del doble de
peso respecto del contenido de minerales que figure en el rotulo de un determinado alimento
(esto presupone que, en promedio, las sales obtenidas estaran conformadas por pesos similares
de cationes y aniones, mas alla de mantener una proporciéon equimolar o no). Sin embargo, el
peso inicial de muestra podria verse limitado por el tamafo del crisol, el volumen que ocupe la
muestra (segun su densidad) y la precision de la balanza en la que se hagan las pesadas. En
principio, se suele considerar una cantidad de muestra tal que tras la incineracién permita pesar
0,0100 g de cenizas en balanza analitica.

Si la muestra es solida, la misma debe ser calentada sobre triangulo de pipas, tela metélica o
sobre una resistencia hasta residuo carbonoso. Si, en cambio, la muestra es liquida, se debe
evaporar el agua a bafio maria. Luego, la muestra debe ser calcinada en mufla a 500-550°C
hasta cenizas blancas o de color gris claro y peso constante (1-3 horas). Si las cenizas quedan
con trazas de carbon, al enfriarse deben ser humedecidas con un poco de agua destilada o
bidestilada (en capsula fria). Luego con una varilla se deben romper las particulas de carbén y
proceder a evaporar la muestra a sequedad antes de volver a calcinar. Este procedimiento debe
repetirse tantas veces como sea necesario hasta lograr cenizas uniformes del color deseado y
peso constante (Figura 5.8).

Finalmente se deja enfriar el crisol en un desecador y se determina el porcentaje de residuo

de incineracion (contenido de cenizas) de la siguiente manera.
. mp; —my
Cenizas (%o p/p) = x 100

En donde:
m+: peso del crisol vacio en g
m2: peso del crisol con la muestra tras la incineracion en g

P: peso de la muestra en g

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 85



NUTRICION Y BROMATOLOGIA — C. FERRERO — P.A. SOBRAL — R.M. TORREZ IRIGOYEN (COORDINADORES)

Figura 5.8. Determinacion de cenizas en una muestra pastosa. Se pueden observar la
presencia de particulas carbonosas (puntos negros) luego del primer ciclo de calentamiento.
Estos debieron ser dispersados mediante la humectacion y el uso de una varilla previo al
segundo ciclo de incineraciéon en mufla. Fuente: propia

Errores y limitaciones

Durante el calentamiento es crucial no superar los 550 - 600°C para evitar la pérdida de
halégenos, especialmente cloruros, y el pasaje de carbonato de calcio a 6xido. Ademas, durante
la manipulacion de la muestra y su calentamiento existe el riesgo de pérdida por proyeccion y/o
ignicién, lo que podria conducir a una subestimacion del contenido de cenizas. Finalmente, los
productos con alto contenido de azucares pueden experimentar espumado durante la
incineracion, lo que puede producir proyecciones no deseadas; esto puede evitarse con el
agregado de aceites o vaselina

Determinacion de cenizas insolubles en acido

Esta técnica se utiliza para determinar impurezas como arena o tierra que pueden estar
adheridas a un alimento. Esto es especialmente importante en productos vegetales y conservas.
Para la determinacion el residuo obtenido por incineracion debe ser tratado con un acido diluido,
luego se filtra la fraccion insoluble y la misma es nuevamente incinerada (Matissek, 1992).

Procedimiento de analisis

El residuo obtenido por incineracion se debe trasvasar cuantitativamente a un vaso de

precipitados con ayuda de una varilla de vidrio. Sobre la muestra se debe agregar 20 ml de HCI
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(10 %p/v). Se debe tapar el vaso de precipitados con un vidrio de reloj para luego proceder al
calentamiento durante 10 min a ebullicién suave.

La disolucion obtenida se filtra con un papel libre de cenizas y se lava con agua destilada
caliente hasta la total remocion de los cloruros. El filtro se coloca en un crisol de peso conocido,
se seca a 105°C y luego se calcina a 500 - 550°C en mufla. El crisol con el residuo insoluble en
acido se enfria y se pesa. Luego se calcula el porcentaje de cenizas acido-insolubles en el

material (Fermacopea.org.mx, 2020)

Errores y limitaciones
Como la arena contaminante en general no esta distribuida uniformemente pueden ocurrir

desviaciones considerables en los resultados.

Determinacion de alcalinidad de cenizas

En muestras como jugos de frutas, la alcalinidad de cenizas representa el contenido de
compuestos como carbonatos presentes en el residuo de incineracién que se forman por la
presencia de citratos, tartratos o malatos. Estos carbonatos tienen reaccion alcalina y puede
indicar también posibles adulteraciones, los citratos, tartratos y malatos presentes se convierten

en carbonatos, lo que aumentara la alcalinidad.

Procedimiento de analisis

Por tratarse de una muestra liquida, la misma debe evaporarse hasta sequedad y luego
debe ser incinerada como se describio anteriormente. Las cenizas obtenidas deben ser enfriadas
y luego se debe agregar 10-25 ml de acido sulfurico de molaridad conocida (=0,050 mol/L) sobre
el crisol. La muestra se tapa con un vidrio de reloj y se calienta hasta que comience la ebullicién.
A continuacién, el contenido del crisol debe ser trasvasado a un Erlenmeyer en donde se valora
frente a NaOH (=0,100 mol/L) con indicador rojo de metilo/azul de metileno. La alcalinidad total

de cenizas se expresa finalmente como mmol de NaOH por litro de muestra.

Determinacion cuantitativa de minerales por espectroscopia de absorcion

atémica

En muchos casos resulta de utilidad no solo la determinacién total de los componentes
minerales presentes en una muestra, sino que también es necesario cuantificar particularmente
cada uno. Para esto es posible utilizar equipos especificos que miden la absorcion de la energia
radiante por parte de los atomos. Este es el fundamento de la espectroscopia por absorcion

atémica, que es muy utilizado para el andlisis de aguas, el analisis de suelos y el andlisis de
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alimentos (ej. Cd en chocolate; Sn en enlatados; Fe, B; Cu, Zn en vinos; Cu, Pb, Zn, Sny As en

productos carnicos; Zn, Cu, Cd, Cr, Fe, Ni, Pb, As y Hg en peces y mariscos, etc.) (Byrne, 2021).

Procedimiento de analisis

Las cenizas obtenidas luego de la mineralizacion en mufla a 550 °C se disuelven en é&cido
nitrico y se enrasan a volumen especifico determinado. Las muestras son luego llevadas a un
espectrofotdmetro de absorcion atémica en donde se produce la atomizacion, proceso por el cual
una muestra en solucién se dispersa (nebuliza) y se mezcla con el combustible gaseoso vy el
oxidante para arrastrarla al mechero. Alli el solvente se evapora mientras que las particulas
sélidas finamente divididas que resultan, son arrastradas a la region central de la llama en donde
se forman finalmente atomos gaseosos. Una vez atomizada la muestra, los atomos del analito
son irradiados a la A que corresponde a su pico de absorcién y pasan a un estado excitado. Lo
que se mide es la energia de la fuente que no fue absorbida, la sefial atraviesa un monocromador
que selecciona la sefial de interés, y posteriormente un detector (Matissek y col., 1992; Byrne,

2021). En la Figura 5.9 puede observarse un esquema general de este tipo de equipos.

|'J
-l
Lampara de Entrecortadorde : q
catodo hueco haz (Chopper) Detector —,
; 0 ) .
¥ -. | e 2
=+ = '
Quemador —; Entradade Menocromador
gases
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Alimentacion

"_ﬂ:}l
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# solucion

ﬂ\
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Figura 5.9 Esquema de equipo de espectrometria de absorcion atémica (adaptado de Byrne,
2021)

Una vez obtenidos los datos, la relacidon entre la absorbancia medida (A) y la concentracién

(C en ppm) del analito en la muestra viene dada por:

En donde K es una funcion de concentracion. Paralelamente se realizan curvas de calibracion
para obtener el grafico de A vs. C de donde puede ser interpolado el valor de la concentracion

para la muestra a partir de la absorbancia obtenida para la misma
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CAPITULO 6
Principales métodos para el analisis de
carbohidratos

Facundo Massolo

Alcances del capitulo

En este capitulo se describiran los fundamentos de los principales métodos de analisis de
carbohidratos asimilables (glucosa, fructosa, lactosa, sacarosa, almidén entre otros), la
clasificacion de los métodos segun las propiedades fisicoquimicas del hidrato de carbono en

estudio, etapas principales del analisis, asi como las limitaciones y ventajas de cada método.

Breve introduccion

Los hidratos de carbono son moléculas polihidroxiladas, ya sean polihidroxi aldehidos o
polihidroxicetonas, que pueden incluir grupos carboxilo o amino (McMurry, 2017). Estos cumplen
importantes roles en los seres vivos, tales como de reserva energética, conformacion de
estructuras asociadas a membranas celulares (vegetales), caracter de receptor o molécula sefial
(glicolipidos y glicoproteinas). Ademas, se trata de las moléculas organicas mas frecuentes en la
naturaleza y mas consumidas por el ser humano, puede ir su racién del 50 al 80 por ciento de la
ingesta diaria dependiendo de la dieta, cultura, costumbres, etc (Badui Dergal, 2006). La
cuantificacion de hidratos de carbono y/o su discriminacién resulta indispensable al pensar en la
composicién nutricional de un alimento. Cuando hablamos de aporte energético, estas moléculas
representan nada mas y nada menos que los macrocomponentes que debemos incorporar en
mayor proporcion en una dieta estandar. Por otro lado, la ingesta de hidratos de carbono puede
ser limitada o restringida en casos en los que estos estén asociados a enfermedades como en
el caso de la diabetes, la obesidad, la intolerancia a la lactosa, etc (McClemens, 2007). Por todo
ello, es importante conocer el tipo y contenido de carbohidratos que contiene un alimento. En
esta seccién se presentaran distintos protocolos para el analisis de hidratos de carbono, acordes

y adaptados a ejemplos de muestras reales.
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Métodos fisicos

Microscopia optica

El almidon es el glucido de reserva de la mayoria de los vegetales y se encuentra presente
en una gran cantidad de alimentos. Quimicamente se trata de una mezcla de dos polisacaridos,
la amilosa y la amilopectina; la amilosa es una molécula lineal de D-glucopiranosas, con uniones
a-(1,4) que puede adoptar una conformacion helicoidal. La amilopectina posee uniones tanto a-
(1,4) como a-(1,6) y debido a estas ultimas tiene ramificaciones (que aparecen cada 15-25
unidades de glucosa lineales). Los granulos de almiddn son cuerpos birrefringentes (tienen dos
indices de refraccion), por lo que cuando se irradian con luz polarizada desarrollan la tipica “cruz
de Malta”’; ya que dentro de estos se localizan zonas cristalinas de moléculas de amilosa
ordenadas, asi como zonas amorfas causadas principalmente por la amilopectina. Dado que
cada especie botanica tiene granulos de cierto tamafio, morfologia y ubicacién del hilio o nucleo
desde donde se originan los anillos concéntricos de crecimiento del granulo, la microscopia sirve
para identificarlas. Con luz polarizada se puede apreciar la birrefringencia del granulo y la
localizacion del hilio. Esta propiedad, al igual que la presencia de picos en un espectro de rayos
X, se pierde cuando los granulos gelatinizan. La microscopia éptica permite observar granulos

de almiddn en estado nativo, dafiado o gelatinizado.

Figura 6.1. Microscopia optica de suspensiones de harina de maiz 1,5% p/v, donde se
observan granulos de almidén en muestras sin calentar (a), calentada por 2 minutos (b) y por
10 minutos (c). Aumento 100 X. Fotografia: Gervasio, Litt & Pucciarelli (2021).

Polarimetria

Esta tecnologia es capaz de cuantificar diferenciadamente azicares dentro de mezclas, bajo

condiciones de trabajo especificas. Esto se fundamenta en el principio de que los azucares
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desvian el plano de la luz polarizada en cierto grado dependiendo de su naturaleza y
concentracion, el tipo de luz que emita la fuente del polarimetro y la temperatura de trabajo.
Como puntos a considerar, ademas de requerir trabajar en un rango de concentraciones
determinado (10 a 15 % p/v), debe tenerse en cuenta la temperatura de medicion para poder

correlacionar con parametros de bibliografia.

P=p1C1+p2C;
Ciota= C1+C;

Donde P es la lectura polarimétrica realizada, p1 y p2 son los coeficientes polarimétricos, para
una dada longitud de onda y temperatura y Ciotal la concentracion total determinada o conocida
en g 100 mL* (o0 % p/v). Se despejan entonces C1 y Cz, es decir la concentracion del azucar 1y
la del 2.

Cabe mencionar que las ecuaciones han sido simplificadas a una mezcla de dos

azucares, pero podra haber tantas ecuaciones como variables a despejar.

indice de refraccion

Este indice se determina rpida y sencillamente utilizando un refractometro. Debe
considerarse que el indice de refraccién varia con la temperatura y la longitud de onda, por lo
que las mediciones se realizan normalmente a una dada temperatura (20 °C) y a una longitud de
onda especifica (pudiendo variar entre 450 y 1100 nm). Los resultados se expresan en °Brix, que

equivalen a una concentraciéon de 1% p/p de sacarosa.

Figura 6.2. Refractometro optico. Se coloca una gota de muestra en el extremo izquierdo, se
baja la tapa y se lee desde el extremo derecho el valor numérico en una escala graduada.

Fotografia: propia.
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Densidad

La concentracion de carbohidratos puros disueltos en un medio dado, usualmente en agua, y
a una determinada temperatura puede determinarse utilizando densimetros o picnédmetros y

comparando con tablas de referencia para la conversién a unidades de concentracion.

Métodos quimicos: colorimétricos

Métodos basados en la interaccion croméforo-cromégeno

Un cromoforo es la parte de una molécula (por ejemplo, grupos organicos no saturados)
responsable de la absorcién de radiacién UV o visible, por lo que puede tener color propio. Los
cromogenos son las sustancias que se generan a partir de la deshidratacion de los hidratos de
carbono de la muestra en medio acido y bajo ebullicién, y los cromdéforos son sustancias
especificas que se agregan para que condensen con los primeros y se obtenga un determinado
producto de color cuantificable en un espectrofotémetro. Para cada caso debera construirse una
curva de calibracion que contemple la respuesta de una sustancia patron de concentracion

conocida y a su vez contemplarse la lectura de un blanco de reactivos solos (sin la muestra).

CROMOFOROS
H H
(0 (1
: : ‘ | /é
“ 0~
|
H
Fenol Antrona Resorcinol
CROMOGENOS

Furfural 5-metilfurfural 5-hidroximetilfurfural

Figura 6.3. Ejemplos de cromdforos (arriba) y cromégenos (abajo), sustancias que condensan

para dar coloracion.
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Figura 6.4. Espectrofotémetro UV-visible (Thermo, Helios). Se fija la absorbancia (a derecha) y
esta se lee una vez levantando la tapa, colocando la/s cubeta/s y bajando la tapa (a izquierda).

Fotografia: propia.

~Método de Dubois (espectrofotométrico)

También conocido como Método del fenol-sulfurico. A diferencia del método anterior, este
permite determinar el contenido de azucares totales (ensayo cuantitativo). Plantea también un
tratamiento de la muestra en medio acido (sulfurico) concentrado y a ebullicion, para la
generacion de furfurales que condensan con un cromaéforo (fenol) para dar, en este caso, un
compuesto de coloracion amarillo-anaranjado que tiene un maximo de absorcion de 480 — 490
nm. Como desventaja, requiere trabajar en condiciones de higiene extrema ya que es muy
factible que cualquier traza aparentemente imperceptible sea una interferencia para la coloracion
final del producto. A su vez, si no hay una previa separacion o distincion de los HC del sistema a
analizar, sélo permite cuantificar HC totales. Como ventaja, este método tiene una muy alta
sensibilidad (0,005-0,050 mg/ml).

~Método de la antrona (espectrofotométrico)

Esta metodologia también permite determinar la cantidad total de hidratos de carbono de una
muestra, y esta basada, a su vez, en una condensacién entre furfurales y una sustancia
aromatica que posee un grupo alcohol, en este caso, la antrona. El medio de reaccion es similar
al utilizado en el método de Dubois (acido sulfurico concentrado, a ebullicién). En este caso, el
producto de condensacion es de coloraciéon verde amarillenta a verde intenso y su absorbancia
se registra a los 620 nm. Aunque esta metodologia comparte las desventajas de la técnica

anterior, posee también una muy alta sensibilidad (0,025-0,200 mg/ml).
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Figura 6.5. Colores tipicos observados en la cuantificaciéon de azucares totales por el método
de antrona: 1) ausencia de azucares (amarillo palido), 2) presencia de azucares dentro de la
recta de calibracion (verde caracteristico) y 3) presencia de azucares en exceso. El medio
acido fuerte deshidrata los aztcares que a 100 °C se ciclan y forman furfurales los cuales
condensan con la antrona generando un complejo de color verde que absorbe a 620 nm.

Fotografia: Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos.

~Método basado en la prueba de Seliwanoff (espectrofotométrico)

Se trata de un ensayo cualitativo que permite identificar la presencia de cetosas en una
muestra (por ejemplo, la fructosa). Esta prueba se basa en el tratamiento de la muestra en medio
acido de alta concentracion (acido clorhidrico) y a ebullicion, en la que hay hidrdlisis,
deshidratacion de azicares y generacion de furfurales (cromogenos), los cuales condensan con
resorcinol (cromdéforo) para dar un complejo de coloracién rojiza. Es importante mencionar que
en esta metodologia se aprovecha el principio de que las cetosas reaccionan mas rapidamente
que las aldosas y, por ello que la presencia de las primeras se distingue en los minutos iniciales
(Besir y col., 2021).

Métodos basados en la reduccion de Cu?* en medio alcalino

Existen al menos cinco variantes de métodos de determinacion de hidratos de carbono que
se basan en esta reaccion, que, para el caso de los carbohidratos, ocurre en presencia de
azucares reductores. Es importante mencionar que los azucares de la muestra original pueden
ser directamente reductores o, en el caso de las cetosas, adquirir un grupo hemi-acetalico libre
mediante equilibrios ceto-endlicos en medio alcalino facilitado por calentamiento. Durante dicho
equilibrio se generan muchas especies quimicas, derivadas de los azucares iniciales, que
coexisten y que se oxidan, rompiéndose el doble enlace de la especie enediol, con ruptura
molecular. Por otro lado, en el caso de disacaridos no reductores o de polisacaridos, se debe
realizar una hidrdlisis acida débil o fuerte, respectivamente, neutralizar y luego trabajar bajo
alcalinidad para que sus mondmeros adquieran caracter reductor. La reaccién es no
estequiométrica dado que se obtienen diversos productos dependiendo de las condiciones de
reaccion, por eso es necesario estandarizar rigurosamente dichas condiciones para lograr

reproducibilidad y para poder relacionar el resultado obtenido con la muestra frente a un patrén
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o referencia conocida. Para la determinacién volumétrica, se agrega solucién de carbohidratos
(patron o muestra) gota a gota desde bureta sobre un erlenmeyer conteniendo una cantidad
conocida de solucién de sulfato de cobre en medio alcalino bajo ebullicion, facilitada por plato
poroso, en presencia o ausencia de azul de metileno como indicador final de 6xido-reduccion vy,
dependiendo del método empleado, de reactivos adicionales. Los azucares reductores
reaccionan con el sulfato de cobre presente en el erlenmeyer generando un cambio observable
(punto final), ya sea generando un precipitado o mediante un brusco cambio de color (medicién
volumétricaltitrimétrica). Es importante mencionar que estos protocolos requieren condiciones
estrictas de manipulacion (temperatura, concentraciones, velocidad de goteo y agitacion) y que
existen posibles interferentes que debieran eliminarse, ya sea otras moléculas con caracter
reductor o metales bivalentes que puedan interferir con el Cu?*. Es necesario también eliminar
las proteinas de la solucion ya que el Cu?* puede complejarse con enlaces peptidicos de la
proteina (es el fundamento de la reaccién de Biuret para cuantificar proteinas) resultando asi una
sustraccion del cobre y un error en la determinacién. Las proteinas deben ser eliminadas por
defecacion con subacetato de plomo. El exceso de defecante a su vez se elimina con sulfato de
sodio.

A continuacion, se presenta el fundamento de cinco métodos basados en la reaccion

del cobre en medio alcalino y la forma de visualizar el punto final de cada uno.

~Método de Munson and Walker (gravimétrico o titrimétrico):

En este, una solucidn de azucar se calienta con una cantidad en exceso de reactivo de sulfato
de cobre en medio alcalino y el cobre reducido, precipitado en su totalidad como Cu20 en el
punto final, se pesa o se determina titulando con KMnO4. La cantidad de 6xido cuproso obtenida
se relaciona con el contenido de glucidos a través de tablas obtenidas aplicando la metodologia

a distintas cantidades de glucido de referencia.

~Método de Somogyi — Shaffer (titrimétrico):

Este se basa en la re-oxidacién del Cu'* (obtenido por reduccion del Cu?* con el azlcar
reductor) utilizando |2 en exceso y titulando equivalente a equivalente el excedente con S203%.
La cantidad de iodo que re-oxidé el Cu' se calcula restando el excedente al total de I2 titulado

con S203? y se relaciona el resultado con la cantidad de glucidos a través de tablas.

~Método de Somogyi — Nelson (SN, espectrofotométrico)

Este método consiste de 2 etapas: 1) formacién de Cuz0 y 2) redisolucién del mismo. En la
primera etapa los azlcares reductores reducen en medio alcalino al Cu?* a Cu'™ (Cu20s)). En la
segunda etapa el arseno molibdato reoxida el Cu'™ a Cu?*, obteniéndose el azul de molibdeno
de color caracteristico, detectable a 520 nm. Este método posee muy alta sensibilidad, apenas
inferior a la del método de antrona (0,050-0,500 mg/ml). Como desventaja, requiere una espera
de aproximadamente una hora y las condiciones de calentamiento deben ser rigurosas entre la

muestra y la curva de calibracién, de modo que deben realizarse en simultaneo sin excepcion.
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Figura 6.6. Tubos de ensayo mostrando el color del producto obtenido por el método de SN
(azul de molibdeno), cuya intensidad es proporcional a la cantidad de azucares reductores.

Fotografia: Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos.

~Método de Lane-Eynon (titrimétrico)

En esta variante, se utiliza un indicador redox como el azul de metileno. Una vez que todo el
sulfato de cobre en solucién ha reaccionado, cualquier cantidad adicional de azucares reductores
hace que el indicador cambie de azul (forma oxidada) a incoloro (forma reducida). Se registra el
volumen de solucion de azucar requerido para alcanzar el punto final. En esta técnica si bien el
Cu'™ precipita como Cu20, la cuantificacién de carbohidratos no es gravimétrica sino volumétrica
(volumen de titulante). Para ello, es necesario contrastar con una serie de soluciones estandar
de un carbohidrato de concentracién conocida llevando a cabo la volumetria en las mismas

condiciones que con la muestra.

~Método de Fehling - Causse - Bonnans (FCB) (titrimétrico):

Al igual que el método de Lane-Eynon, éste determina azucares reductores. La diferencia es
que se agrega ferrocianuro de potasio para complejar al Cu'*, generando ferrocianuro de cobre
(de color amarillo pélido), el cual puede apreciarse en el punto final tras la decoloracion del azul
de metileno. Si bien las técnicas previamente mencionadas tendrian la facultad para cuantificar
azucares de diferente naturaleza, el método de FCB es méas conocido y utilizado para ello. Este
permite discriminar a) azucares directamente reductores, b) azicares reductores previa hidrélisis
acida y c) polisacaridos como almidén. Vale mencionar que no logra discernir entre distintos
azucares dentro de ninguno de los tres grupos.

El método FCB detecta azucares reductores, es decir, aquellos que tengan el grupo carbonilo
del carbono anomérico intacto, o, dicho de otro modo, poseen un grupo —OH hemiacetalico libre.
Es importante mencionar que en esta técnica el medio de reaccidon es fuertemente alcalino y en
caliente, para facilitar el equilibrio ceto-endlico y lograr asi que cetosas, como por ejemplo la
fructosa, se tautomerice a glucosa, adquiriendo asi caracter reductor. Por otro lado, la técnica
también puede utilizarse para otro tipo de azlcares que no son reductores de por si por tener
sus grupos reductores ocupados formando parte de una unién glucosidica, ya sea en un dimero
como la sacarosa o en un polimero como el almidon. Para hacer que estos sean reductores,

deben romperse los enlaces que los comprometen. Para el caso de la sacarosa, con una
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hidrdlisis acida débil sera suficiente (baja concentracién de HCI, a bafio Maria 30 min), mientras
que para el almidoén las condiciones deben ser mas drasticas (alta concentracion de HCI, a reflujo
2 h). Luego, es necesario neutralizar, llevar a volumen Yy filtrar.

Por otro lado, al momento de preparar la muestra (Figura 6.7), asi como para las hidrélisis
mencionadas, debe considerarse si hay presencia de proteinas ya que debido a la reaccion de
Biuret por la presencia de Cu?* en el reactivo de FCB, pasarian a ser una interferencia. Para
eliminarlas se hace una defecacion con subacetato de plomo (y eliminacién del exceso de
subacetato con Na2S0s), se lleva a volumen con agua en matraz aforado, se deja decantar y se
filtra en papel. En el caso de muestras que tienen pre-tratamiento de hidrélisis fuerte la
defecacion no sera necesaria ya que seran hidrolizadas por el medio acido, aunque si se hara
filtracion para asegurar que no haya ningun resto sélido.

Una vez que la muestra fue preparada, es decir, convertida en solucién de azucares
reductores, se puede hacer la titulacion. Los aztcares reductores reducen al Cu?* (oxidante) que
se encuentra inicialmente como tartrato de cobre soluble. De esta forma se genera Cu'*, soluble
en dichas condiciones como ferrocianuro de cobre. Cuando ya no queda Cu?* por reducir, el
glucido reducira el indicador redox azul de metileno (de coloraciéon azul en su forma oxidada),
generandose su forma reducida, incolora. Para realizar la volumetria, la solucién de azucares
reductores (asi sean la muestra o el patrén) se coloca en una bureta y se hace gotear sobre un
erlenmeyer que contiene el reactivo de FCB (azul) en ebullicion. Al notar una decoloracion del
color inicial, se agregan unas gotas de azul de metileno para lograr un azul oscuro (mucho mas
intenso que el del reactivo de FCB) que no varie su color salvo cuando desaparece bruscamente

en el punto final y se logra percibir el color amarillo claro del ferrocianuro de cobre.

v L

B
Figura 6.7. Preparacion de una solucion de muestra con un contenido de azucares reductores
aproximado de 0,5% p/v: disolucién acuosa seguida de A) defecacién, B) decantacién y C)
filtracion para aztcares directamente reductores (izquierda); Preparacion de una soluciéon de
muestra para determinar hidratos de carbono totales: agregado de H,SOy(c) seguido de A’)
hidrélisis a reflujo con manta calefactora, B’) enrase luego de neutralizar y c’) filtracion para

azucares totales (derecha). Fotografia: Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos.

Debido al equilibrio ceto-endlico, el método es no estequiométrico y, por lo tanto, para poder

correlacionar las medidas con tenores reales de hidratos de carbono, ademas de contrastar
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contra el patrén de concentracion conocida (usualmente glucosa 0,5% p/v) es necesario
mantener las condiciones de operacion de forma muy rigurosa. Esto se logra manteniendo fijas
tantas variables como sea posible: temperatura y agitacion (ebullicion), velocidad de goteo,
cantidad fija de reactivo FCB (pipeta de doble aforo). En la siguiente fotografia (Figura 6.8) se
observa un instante de la titulacidon sobre la muestra que fue preparada previamente para la
cuantificacion de sus hidratos de carbono. En la Figura 6.9 se observa la secuencia de cambio
de color.

Figura 6.8. Cuantificacién de azucares reductores a partir del método de FCB: etapa de
titulacion. En este ejemplo se agrego a la bureta la glucosa patrén (frasco plastico). En el
Erlenmeyer puede observarse el color inicial del reactivo de FCB (azul claro), que ademas
contiene plato poroso. A derecha se encuentra el gotero conteniendo al azul de metileno
(indicador redox), de color mas intenso que el reactivo. El Cu?* del reactivo de FCB es reducido
por los azucares agregados desde bureta. El indicador facilita la visualizacion del punto final.
Gasto esperado de patron (p) y de muestra (m) en bureta: Vp=5a6 mL, Vm =3 a 8 mL.

Fotografia: Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos.

Figura 6.9. Secuencia de cambio de color de la solucién de Cu?*. a) Antes del agregado de
indicador, b) después de agregado de indicador, c) inicio de la decoloracién de azul de
metileno, d) decoloracion total del azul de metileno y visibilizacién del color del ferrocianuro

cuproso (punto final). Fotografia: Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos.
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Complementacion entre tecnologias fisicas y quimicas

Cuando la muestra lo requiere, las metodologias de analisis pueden ser complementarias,
por ejemplo, para una mezcla de azucares simples podria ser de utilidad realizar una lectura
polarimétrica y contrastarla con el método de Somogyi Nelson (con o sin hidrdlisis acida previa)
o alguna de las técnicas de interaccion cromdéforo-cromoégeno previamente citadas. Otro caso
seria analizar una muestra que contenga un unico polisacarido (ej.: almidén) mediante el método
de FCB, realizando previamente una hidrdlisis fuerte, y comparar los resultados con alguno de
los métodos de interaccién croméforo-cromoégeno ya que estos también incluyen una etapa de
hidrolisis de los polisacaridos (ej.: método de la antrona). Por otro lado, es posible estudiar una
mezcla de azlcares simples (reductores o no) con algun polisacarido, utilizando hidrdlisis de
azucares (parcial o completa) en medio acido en caliente como lo indica el método de FCB y
luego contrastar el contenido de HC totales mediante polarimetria, antrona, fenol-sulfurico, o
combinarlos para obtener distinta informacién. Es importante mencionar que la polarimetria es
capaz de cuantificar el contenido de azucares simples, sean reductores o no, y distinguirlos en
una mezcla, mientras que con el resto de las técnicas vistas hasta aqui no, salvo con el método
FCB para combinaciones de un azucar que es directamente reductor con otro que no lo es. Por
otro lado, tanto el método de antrona como el del fenol-sulfurico, a diferencia del resto de las
metodologias, no requieren de una precipitacion (defecacién) de proteinas ya que el protocolo

incluye una digestion de la muestra en condiciones acidas oxidantes y bajo ebullicion.

Métodos enzimaticos

Estos se basan en la utilizacion de kits que contienen enzimas y sustratos especificos para
reacciones liticas puntuales que permiten detectar y cuantificar algun hidrato de carbono
especifico (generalmente mono o disacaridos), ya sea aislados o dentro de una mezcla de ellos.
Algunos ejemplos son los que utilizan glucosa oxidasa, invertasa (o sacarasa), glucosidasas (a

o B), y galactosa deshidrogenasa.

H B-D-Glucosa ! . D-Glucono-1,5-lactona

H

Glucosa
oxidasa

+ 0——=0

Figura 6.10. Ejemplo de reaccion enzimatica para el dosaje de azucares (glucosa oxidasa).
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Métodos fisicoquimicos

Por ultimo, dentro de estos métodos se encuentran los cromatograficos, que permiten
determinar hidratos de carbono, ya sea de forma separada como en mezclas complejas. Los
métodos electroforéticos basicamente mantienen el principio de separacion, donde moléculas
cargadas corren diferencialmente dependiendo de su carga, aunque pueden basarse en arreglos
distintos dependiendo de la fase estacionaria, del solvente de corrida, de la diferencia de
potencial aplicado, entre otras variables. Con respecto a las técnicas cromatograficas, estas
pueden estar basadas en diferentes principios de separacién: en papel, de adsorcion liquido-
so6lido, de particién, de intercambio idnico, de exclusién molecular, de afinidad, y de par idénico
(Skoog y col., 2008). Con estas técnicas se pueden separar e identificar hidratos de carbono en

una mezcla de ellos.

Cromatografia en capa fina (TLC)

Esta técnica utiliza una fina capa de material adsorbente, ya sea silice u 6xido de aluminio.
Sobre un extremo de la placa se siembra la muestra, se coloca de forma vertical en una camara
cerrada con una fase movil (solvente organico). Después de un tiempo, el solvente se mueve
hacia arriba por capilaridad, arrastrando a los analitos diferencialmente, segun su afinidad por
éste y por la fase estacionaria. En otras palabras, la separacién se da porque existe competencia
por el analito entre los sitios i6nicos activos de la silica y el agua. Una vez que el frente del
solvente ha llegado al borde superior de la placa, se retira la misma de la camara y se seca.
Después de ser revelada, los componentes separados aparecen como manchas en la placa, y
se evalua el factor de retencion (RF) de cada componente, que representa la distancia recorrida

por el analito relativa al inicio respecto a la distancia recorrida por el solvente (Skoog y col., 2014).

Cromatografia en papel (CP)

La separacion esta dada por el reparto de la sustancia entre la fase estacionaria acuosa
retenida por las fibras de celulosa del papel (el papel hace de soporte) y el solvente de corrida
(fase mévil). La mezcla de azucares correrd de acuerdo a su solubilidad relativa entre ambas
fases. Las mas afines al solvente sélo se desplazaran con éste; las que tengan mayor afinidad
con el soporte permaneceran en el punto de siembra o mas cerca del mismo. Es uno de los
meétodos mas sencillos y versatiles debido a su bajo costo, simplicidad, tiempo, alta sensibilidad
y buena reproducibilidad. La principal diferencia principal entre con la TLC y la CP radica en el
principio de separacién ya que en este Ultimo caso entre las 2 fases liquidas. Ademas, la CP
ofrece tanto modalidad ascendente como descendente (Skoog y col., 2014).

Modalidad ascendente: El papel se sumerge en el solvente en la parte inferior, de modo que
las muestras sembradas queden por encima del solvente.
Modalidad descendente: Para que el movimiento sea hacia abajo, el depdsito de solvente debe

estar en la parte superior del papel. En este caso, la Unica diferencia respecto de la modalidad
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ascendente es que el movimiento del solvente esta gobernado por la resultante entre la fuerza

de capilaridad y la de la gravedad.

Cromatografia liquida de alta eficacia o de alta presion (HPLC)

En este tipo de cromatografia, la fase mévil, en estado liquido, se utiliza para que la muestra,
sea arrastrada a lo largo de una columna determinada, donde la fase estacionaria determinara
qué tipo de interaccion esta involucrada, y de esta forma lograr una separacion de sus analitos.
Desde su descubrimiento, esta técnica ha sido y se ha transformado en una herramienta
poderosisima a nivel de analisis de laboratorio. Esto se debe a diferentes factores, como a su
amplia versatilidad, sensibilidad, capacidad de automatizacion y alta aplicabilidad. Puede
utilizarse para la separacion, identificacion y cuantificacion de un gran nimero de sustancias
conocidas, que incluyen ademas de carbohidratos, proteinas y aminoacidos, acidos nucleicos,
farmacos, hidrocarburos, antibidticos, esteroides, terpenoides, plaguicidas, especies
organometalicas, gran variedad de sustancias inorganicas, entre éstas, sustancias volatiles y no
volatiles. Teniendo en cuenta estas caracteristicas, esta metodologia incluye diferentes
modalidades o clasificaciones: (1) cromatografia de reparto o de liquido-liquido; (2) cromatografia
de adsorcion de liquido-sélido; (3) cromatografias idnicas (de intercambio idnico y de par iénico)
(4) cromatografia de exclusién molecular; (5) cromatografia de afinidad y (6) cromatografia quiral
(Skoog y col., 2018).

(1) Cromatografia de particiéon (liquido-liquido)

Es el tipo de HPLC mas utilizado en donde la fase estacionaria es un segundo liquido, que es
inmiscible con la fase maovil. La cromatografia de particion se puede subdividir en cromatografia
liquido-liquido (CLL) y cromatografia en fase liquida o ligada. La diferencia entre las dos radica
en la forma en que la fase estacionaria se mantiene unida al soporte del empaque. En la CLL el
liquido se mantiene unido fisicamente (por adsorcidon), mientras que en la cromatografia en fase
ligada se une quimicamente. Si bien las primeras cromatografias de particion eran
exclusivamente liquido-liquido, en la actualidad predominan las de fase ligada debido a su mayor
estabilidad y compatibilidad con la elucién en gradiente (las CLL han quedado relegadas sélo a

aplicaciones especiales como por ejemplo para separar glicésidos de triterpenos).

(2) Cromatografia de adsorcién (liquido-sélido)

La cromatografia de adsorcion, o liquido-sdélido es la clasica forma de cromatografia liquida
(CL). En muchas separaciones de fase normal, los procesos de adsorcidon-desplazamiento
gobiernan la retencion. Las Unicas fases estacionarias que se utilizan para esta técnica son la
silice y la alumina finamente divididas. Si bien las caracteristicas de adsorcion de ambas son
equivalentes entre si y con ellas los tiempos de retencion se alargan a medida que aumenta la
polaridad del analito, la silice es mas empleada debido a que posee mayor capacidad de
retencion de muestra. Cabe mencionar que debido a problemas de reproducibilidad en la
retencion y/o a la adsorcion irreversible, esta cromatografia puede verse relegada en muchos

Ccasos.
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(3) Cromatografias ionicas: de intercambio idnico y de par idnico

En la cromatografia de intercambio idnico, los iones de la muestra se pueden separar como
cationes y aniones por separado. En la cromatografia de pares idnicos, los iones de la muestra
se pueden "emparejar" y separar como un par iénico.

(3.1) Cromatografia de intercambio iénico (Cll)

Para poder analizar HC por Cll estos deben derivatizarse con H3BO3 o sales de borato para
que adquieran carga (negativa) y que puedan ser retenidos y separados de forma diferencial en
una columna cuya fase estacionaria posea carga positiva (columna de intercambio aniénico). A
su vez, existe el caso opuesto, en el que la fase estacionaria se carga negativamente (columna
de intercambio catiénico).

(3.2) Cromatografia de par iénico (CPI)

Su nombre se atribuye a que sobre la fase moévil (polar) se agrega un reactivo de
emparejamiento idnico, como una sal organica, conteniendo un contra-ion organico de gran
tamanio (ej.: ion amonio cuaternario o alquilo sulfonato) que da como resultado un par i6énico. Se
han sugerido dos mecanismos de separacion. El primero propone que el contra-ion anula su
carga al interaccionar con un ion de carga opuesta que esta en la fase movil (analito como soluto).
Seguidamente, el par idnico formado se retiene en la fase estacionaria, generando asi diferencias
en el reparto de solutos segun su afinidad por ésta y la fase movil. El otro mecanismo sugiere
que la fase no polar adquiere carga al retener fuertemente al contra-ion. Los iones de solutos
organicos de carga opuesta se separan después, al formar pares idnicos labiles o fuertes con los
contraiones de la fase estacionaria. Esta variante cromatogréfica es particular ya que podria

separar compuestos idnicos y neutros en una muestra unica.

Tabla 6.1. Principales diferencias entre la Cll y la CPI.
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Cll CPI
Técnica de separacion lones individuales (carga # 0) Pares i6nicos (neutralidad)
Reproducibilidad Baja Muy alta
Tiempo de separacion Alto Bajo

Componentes requeridos Fase movil con ion de cierta Fase movil con ion de cierta
carga y fase estacionaria no carga con contraiéon agregado,
polar con iones afadidos de de naturaleza hidrocarbonada,
carga opuesta al analito. afin a la fase estacionaria no

polar.

(4) Cromatografia de permeacion en gel o de exclusién molecular

Esta técnica separa analitos de baja masa molar respecto otros de alto peso molecular, ya
que las moléculas pequefias penetran en los poros del empaque mientras que las mas grandes
no pueden hacerlo y salen con el eluyente Los resultados se comparan con patrones de pesos
moleculares y de concentraciones conocidas, permitiendo asi no sélo identificarlos sino también
cuantificarlos. Permite analizar tanto oligémeros como polimeros de alta masa molar.
(5) Cromatografia de afinidad o bioafinidad

Para la cromatografia por afinidad se requiere el enlace covalente de un reactivo, llamado
ligando por afinidad, con un soporte sélido. Los ligandos por afinidad caracteristicos son
anticuerpos, inhibidores de enzimas u otras moléculas que en forma reversible y selectiva se
enlazan a las moléculas del analito en la muestra. Cuando esta ultima pasa por la columna, sélo
son retenidas las moléculas que se unen de manera selectiva al ligando por afinidad. Las
moléculas que no se unen atraviesan la columna con la fase movil. Después de que se eliminan
las moléculas indeseables, los analitos retenidos pueden ser arrastrados cambiando las
condiciones de la fase movil. La fase estacionaria para la cromatografia por afinidad es un sdélido
como la agarosa o cuentas de vidrio.
(6) Cromatografia quiral

Esta metodologia aprovecha las diferencias de interaccion o afinidad de un enantiémero y su
opuesto con la fase estacionaria, compuesta por un soporte poroso de silice amorfa, recubierta
o0 enlazada quimicamente a diversos selectores quirales como polisacaridos, antibioticos,
proteinas, ciclodextrinas, entre otros. Debido al bajo nivel de concentracién en el que se
encuentran las sustancias quirales, la mayoria de los protocolos utilizados a la fecha, requieren
de una HPLC acoplada a un espectrémetro de masas como detector. Es importante mencionar
que algunas de las sustancias que componen las fases estacionarias tienen cierto grado de

rechazo debido a su potencial de contaminacién de aguas cuando son descartadas.

Cromatografia gas - liquido (CG o CGL):
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También conocida como cromatografia gaseosa. Esta metodologia, requiere que los
componentes de una muestra dada sean vaporizados para ser separados luego del reparto entre
una fase mévil gaseosa y una fase estacionaria liquida inmovilizada sobre la superficie de un
sélido inerte o en las paredes de la columna capilar. Un gas inerte se usa como transportador
(carrier) para movilizar el analito. Es importante mencionar que la Unica funcion de la fase movil
es transportar al analito a lo largo de la columna, y no que estos interaccionen reciprocamente,
como si se busca en otros tipos de cromatografia. La CG se ha convertido en una técnica de
indiscutido uso, debido a su sencillez, aplicabilidad, rapidez, sensibilidad, bajo nivel de
interferencias y por el costo de insumos relativamente accesible. Una de las pocas desventajas
es que, en muchos casos, las muestras requieren derivatizacion hacia compuestos volatiles (que
ademas puede llevar a la formacion de isdmeros) y requiere de estandares
internos. Dependiendo del tipo de azucar se utilizara uno u otro agente derivatizante (Ruiz-Matute
y col., 2011). Algunos ejemplos se citan a continuacion; para azucares neutros y polialcoholes:
éteres, ésteres, oximas, alditol-acetatos; aldononitrilos o ditioacetales, en cambio, para azucares
acidos: pre-tratamientos de reducciéon y/o de hidrdlisis, derivados de trimetilsililo, acilacion o
derivados de heptafluorobutirato (HFB) (Skoog y col., 2014).

Alternativas para el analisis de almidén

En situaciones especiales, el almidén podria ser separado de una muestra mediante
centrifugacion / ultracentrifugacion o filtracion / ultrafiltracion y ser determinado por gravimetria.
Por otro lado, este polisacarido tiene la particularidad de interaccionar con el I2, ya que este ultimo
se introduce en el entorno helicoidal hidrofébico de la amilosa dando un complejo azul — violaceo.
Esto puede servir tanto para detectar la presencia de almidén de una muestra como para
cuantificarlo (extrayéndolo y midiendo en un espectrofotometro). Por ultimo, el almidon puede
hidrolizarse de forma parcial o total y ser analizado por cromatografia de permeacion en gel, o
mediante protocolos mas complejos, como espectrometria de masas combinada con

espectroscopia infrarroja.
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CAPITULO 7
Principales métodos para el analisis de proteinas

Eugenia Alejandra Orosco Condori

Introduccion

En este capitulo se describen los fundamentos de los principales métodos de analisis de
proteinas, particularmente las técnicas destructivas no extractivas y las técnicas extractivas, las
etapas principales del analisis, asi como las limitaciones y ventajas de cada uno. Para
introducirnos en el estudio de los temas de este capitulo comenzamos por definir qué son las
proteinas y como estan formadas.

Las proteinas son macromoléculas que estan constituidas por muchas unidades de
aminoacidos unidos entre si en una cadena larga. Los aminoacidos son moléculas que contienen,
al menos, un grupo amino (basico) y un grupo carboxilo (4cido). El enlace quimico entre
aminoécidos se produce entre el -NHz2 de un aminoacido y el -COOH de otro formando un enlace
amida o enlace peptidico. El analisis elemental de las proteinas indica la presencia de carbono,
oxigeno, hidrégeno, nitrégeno y azufre, siendo el nitrégeno el elemento distintivo de estas

macromoléculas que lo diferencia de los hidratos de carbono y lipidos.

Técnicas destructivas no extractivas

La estimacion del contenido de proteina de un alimento es posible realizarla a partir de la
determinacion del contenido de nitrégeno en la muestra. Cuando se determina el contenido total
de nitrégeno se asume que practicamente todo el nitrdgeno es de origen proteico si bien se sabe
que una fraccion de éste corresponde a otros compuestos nitrogenados como bases puricas y
pirimidicas, urea, amoniaco, creatina y creatinina, etc. que se denomina nitrégeno no proteico.
Estas técnicas destructivas no extractivas se basan en la transformacién del nitrégeno organico
en formas inorganicas; por reduccidon a amoniaco en el método de Kjeldahl o por oxidacién a
Oxidos de nitrégeno o nitrdgeno molecular en los métodos de Dumas y de piro-

quimioluminiscencia.
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Método de Kjeldahl-Arnold-Gunning

En 1883 el quimico danés Johan Kjeldahl publicé un trabajo sobre la determinacion de
nitrégeno en compuestos organicos, que para esa época resultdé novedosa por la practicidad y
versatilidad que tenia el método frente a otros métodos existentes (Kjeldahl, 1883). Con los afios
este método fue adquiriendo modificaciones como el agregado de sulfato de potasio para elevar
el punto de ebullicion de la mezcla (Gunning, 1889) o la incorporacion de sulfato de cobre (1)
como catalizador (Arnold, 1886) que resultaron en mejoras significativas que lo posicionaron
como un método de referencia que es adoptado por varios organismos internacionales por
ejemplo la Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO), Federacion Internacional de la
Leche (FIL), Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC) como método estandarizado o
norma. El método de Kjeldahl es una técnica no extractiva que mide nitrégeno total y luego
mediante un factor de conversién permite obtener el contenido de proteina de la muestra
analizada.

En el método de Kjeldahl se pueden distinguir tres etapas. La primera etapa corresponde a la
digestion de la muestra de alimento y consiste en la transformacion del nitrégeno organico de
la muestra en amonio (NH4*) en medio sulfurico fuerte, en presencia de una mezcla de sales
formada por sulfato de cobre (II) y sulfato de sodio. El sulfato de cobre (1) actia como catalizador
de la reaccioén reduciendo la energia de activacion, desplazando la reaccion hacia la formacién
de productos por formacion del complejo tetraamincuprico [Cu (NH3)4]*2 con el amoniaco
formado. El sulfato de sodio aumenta el punto de ebullicion de la mezcla acelerando la reaccion
Yy, en consecuencia, reduciendo el tiempo de digestidn. El acido sulfdrico concentrado tiene las
siguientes funciones: actia como agente deshidratante, carboniza la materia organica, genera la
atmosfera reductora para la reduccion del nitrogeno organico y finalmente fija el amoniaco
formado para que no se volatilice.

Las reacciones involucradas durante la etapa de digestion incluyen la oxidacion del carbono
organico a didxido de carbono y el pasaje del hidrégeno organico a agua mientras que el acido
sulfarico se reduce a didxido de azufre generando la atmésfera reductora necesaria para que el

nitrégeno organico se reduzca a amonio.

Corg — CO2
Horg — H20
H2SO4+ 2 H* + 26— SO2 + 2 H20O (atmdsfera reductora)
Norg + 4 H* + 3e— NHa*
SO2 + H20 — SO3+ 2 H* + 2e-
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Figura 7.1. Unidad de calentamiento en la que se realiza la etapa de digestion en el método de

Kjeldahl. A. Balones conectados a salida de gases, B. Balén en proceso de digestion, C. Balén
con la etapa de digestion finalizada. Fuente: Laboratorio del Area Bioquimica y Control de

Alimentos, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

En la Figura 7.1 A se observa una serie de balones de Kjeldahl ubicados en la unidad de
calentamiento donde se realiza la etapa de digestion conectados a una trampa de vapores bajo
campana de ventilacion. Los cambios que se producen con el avance de la digestion se pueden
distinguir en la Figura 7.1 B, que muestra la oxidacion parcial de la materia organica, evidenciada
por la presencia de material carbonoso sobre las paredes del balén y vapores blancos de diéxido
de azufre. Cuando se logra la digestion completa, la muestra se torna verde esmeralda
translucido, color correspondiente al sulfato cuprico en medio sulfurico (Figura 7.1 C).

Al mismo tiempo que se analiza la muestra se realiza un ensayo en blanco para determinar
la presencia de nitrégeno aportado por los reactivos utilizados. Sobre este ensayo en blanco se
realizaran los pasos detallados previamente y en los célculos finales se tiene en cuenta su aporte
para descontarlos de lo encontrado en la muestra.

La segunda etapa consiste en la neutralizaciéon del contenido del balén seguido de una
destilacion para recuperar el amoniaco formado. Recordando que la soluciéon resultante de la
etapa de digestion es una solucion fuertemente acida, se procede a realizar una dilucion con 200
ml| de agua destilada, previo al paso de neutralizacion. Dado que la dilucién es un proceso
exotérmico, el agregado del agua destilada se realiza enfriando el balén de forma externa bajo
agua de canilla, evitando asi proyecciones. Para realizar la neutralizacion se utiliza un volumen
en exceso de una solucidn de hidroxido de sodio al 40% p/v. El agregado de esta solucion al
balén se lleva a cabo de forma lenta, haciendo que la misma deslice por la pared del balén para
evitar el mezclado de ambas soluciones. El mezclado también se evita por la diferencia de
densidades de las soluciones, siendo la alcalina mas densa que la acida. Una vez que se
completa el agregado de la solucion de hidréxido, se coloca el balén de Kjeldahl en una unidad
de destilacién (Figura 7.2 A) que permite recoger el vapor destilado y condensado que contiene

el amoniaco proveniente de las proteinas de la muestra.
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\B

Figura 7.2. Unidad de destilacion. A. Balones antes de comenzar el calentamiento. B

Erlenmeyers con solucién de acido bérico al inicio del calentamiento. C. Erlenmeyers con
solucién de acido borico de color turquesa dado por el viraje del indicador de Mortimer a
medida que el amoniaco de la muestra destila. Fuente: Laboratorio del Area Bioquimica y

Control de Alimentos, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

Para recoger el destilado se prepara un erlenmeyer con 50 ml de una solucién de acido bérico
(H3BOs) al 4% para fijar el amoniaco a medida que destila. EI amoniaco reacciona con el acido

bdrico para dar los iones borato y amonio, segun la siguiente reaccion:

H3BOs + NHs; — H,BOs™ + NH,*

En el erlenmeyer se agrega un indicador acido base que servira luego para detectar el punto
final de la titulacion. El indicador que se utiliza es el indicador de Mortimer que resulta de la
mezcla de los indicadores verde de bromocresol y rojo de metilo, cuyo pH de viraje es 5,1
cambiando de color naranja en la regién acida pasando a celeste turquesa a medida que la
solucion se alcaliniza; estos cambios de color se pueden ver en las imagenes de la Figura 7.2 B
y C, respectivamente.

La tercera etapa corresponde a la titulacion del amoniaco destilado. Si el amoniaco destilado
se recogio sobre una solucion de acido bdrico, se utiliza una solucion de acido fuerte como
solucion titulante, por ejemplo, una solucién de &acido sulfurico o acido clorhidrico de
concentracién conocida. La reaccion de titulacién corresponde a la protonacion del ién borato

para volver a formar acido bérico segun la siguiente reaccién:

H,BOs™ + H* — H3BOs

El punto final de la titulacidon se detecta cuando el color del indicador de Mortimer vuelve al
color naranja, correspondiente al pH inicial de la solucién de &cido bérico. En ese momento se
lee en la bureta el volumen de solucion titulante gastado.

Para realizar los calculos correspondientes al contenido de proteina en la muestra se requiere
del uso de un factor de conversién de nitrdgeno a proteina, es decir la cantidad de proteina que
contiene un gramo de nitrégeno, segun su origen. Estos factores de determinan

experimentalmente a partir de la composicion aminoacidica de cada proteina en diferentes
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alimentos segun se muestra en la Tabla 7.1. En el caso que la muestra de alimento analizada

contenga proteina de distintos origenes se utiliza un factor general igual a 6,25.

Tabla 7.1. Factores de conversion de nitrégeno a proteina (F) para los métodos que miden

nitrégeno total. Las unidades del factor F son [g proteina / g nitrégeno].

Alimento Factor de conversion (F)
Carne, huevos 6,25
Maiz, leguminosas 6,25
Leche, productos lacteos 6,38
Cereales y semillas 5,7
General 6,25

Nota. Adaptado de Factor de conversion que aplicamos para obtener la tasa de proteina bruta
a partir del nitrégeno total (Kjeldahl o Dumas), Adrian y col., 2000, Analisis nutricional de los

alimentos.

La expresion matematica utilizada para calcular el contenido porcentual de proteina en la
muestra analizada mediante el método de Kjeldahl recogiendo el destilado sobre acido bdrico,

tiene la siguiente forma:

(Vmuestra -Vblanco). NH+ . Pmeq N.F. 100

Mmuestra

contenido proteina (%) =

donde V es el volumen en ml gastado con la muestra o con el blanco, Nu+ es la normalidad del
acido titulante. El peso del miliequivalente de nitrdgeno (Pmeq N) corresponde a 0,014 g N/meq.
En la etapa de destilacion existe una alternativa al momento de recoger el amoniaco destilado,
que consiste en reemplazar la solucion de acido bérico por una solucién de un acido fuerte, de
concentracion conocida, como por ej. acido sulfurico. En este caso se debe utilizar un volumen
y una concentracién de la solucién de acido fuerte tal que la cantidad de miliequivalentes
presentes sea suficiente para fijar los miliequivalentes de nitrégeno que destilan, y la cantidad
que esté en exceso sea suficiente para realizar una titulacién por retorno con una solucion de
una base fuerte. La reaccion de fijacion del amoniaco con el &cido fuerte se puede representar

de la siguiente forma:
NHs + H* — NHa4*
Luego en la etapa de titulacion los miliequivalentes de acido fuerte en exceso se valoran con

una solucién de base fuerte de concentracion conocida como por ej. hidréxido de sodio. La

reaccion de titulacion resulta ser:
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H*+ OH - H.0

Tener en cuenta que con esta modificacién al momento de valorar el blanco de reactivos se
producira un gasto de solucion titulante mayor que en la muestra por lo que la expresion para

calcular el contenido porcentual de proteina se modifica de la siguiente forma:

(Vblanco'Vmuestra). Non-. PmegN . F. 100

Mmuestra

contenido proteina (%) =

donde V es el volumen en ml gastado con el blanco o con la muestra, Now- es la normalidad del
alcali titulante. El peso del miliequivalente de nitrégeno (Pmeq N) corresponde a 0,014 g N/meq.
El método de Kjeldahl tiene como ventaja que utiliza reactivos y materiales de laboratorio de uso
habitual. Como desventaja se puede mencionar que el método requiere de varias horas, al menos
4 horas, para llevar a cabo todas sus etapas; ademas requiere la manipulacién de reactivos
concentrados cuyo consumo también resulta elevado. Sin embargo, existen equipos
semiautomatizados que permiten reducir las cantidades de muestra a analizar, reducir el

consumo de reactivos y el tiempo de determinacion.

Método de Dumas

En 1831 el quimico francés Jean-Baptiste Dumas publicé su método de combustién para la
determinacion cuantitativa de nitrégeno en compuestos organicos, incluyendo proteinas (Dumas,
1831). En la actualidad el método de Dumas es un método de referencia para determinacion de
nitrégeno total y es utilizado como método estandarizado o norma por varios organismos, como
por ejemplo AOAC 990.03 (2023) o ISO 16634 (2016). Este método, al igual que el método de
Kjeldahl no permite distinguir entre el nitrdgeno proteico y el no proteico, pero mediante el uso
de factores es posible convertir el resultado a contenido de proteina. El fundamento de este
método consiste en transformar la muestra mediante combustion en presencia de oxigeno,
utilizando 6xido cuprico como catalizador, a temperaturas de al menos 1000°C. Esta reaccion de
combustion ocurre en una atmaésfera inerte dada por la presencia de didéxido de carbono o helio.
El resultado de la combustiéon es una mezcla de gases que incluyen didxido de carbono, 6xidos
de nitrégeno, agua y 6xidos de azufre. A continuacion, sobre la mezcla de 6xidos de nitrégeno
remanente se realiza una reduccion con cobre a nitrdgeno molecular. Posteriormente, los gases
generados atraviesan una serie de columnas que permiten la remocién del diéxido de carbono,
Oxidos de azufre y agua como se muestra en la Figura 7.3. Finalmente, el nitrdgeno se puede
cuantificar ya sea de forma manométrica, como en los inicios del desarrollo del método, o
mediante cromatografia gaseosa acoplada a un detector de conductividad térmica en los

métodos automatizados modernos.
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MUESTRA
D, He —=» . . . - :.
Reactor de Reactor de
combusticn reduccian ! Cromatografia Gazeosa
acoplada a Detector de
Trampas para la Canductividad Tarmi
remocian de onduc e Ermica
CO,, S0,y H,0 (DCT)

Figura 7.3. Esquema correspondiente a la determinacion de nitrégeno por el método de Dumas

en métodos automatizados, con cuantificacion por cromatografia gaseosa.

A partir del contenido de nitrodgeno registrado se calcula el contenido de proteina utilizando
los mismos factores de conversion de nitrégeno a proteina que se usan en el método de Kjeldahl.
El método de Dumas tiene como ventaja que requiere de poca cantidad de muestra, del orden
de los miligramos. Ademas, en los métodos automatizados el tiempo de medida para cada
muestra es menor a los 5 minutos. Como desventajas, este método requiere de un equipamiento
especial y de mayor costo, y para el caso de muestras con alto contenido de humedad se requiere

un secado previo de la misma.

Piro-quimioluminiscencia

El método de piro-quimioluminiscencia tiene un fundamento similar al método de Dumas que
consiste en realizar una pirdlisis oxidativa de la muestra, a temperaturas del orden de los 1800°C,
en presencia de oxigeno para dar 6xido nitrico (NO). Luego el NO es oxidado en presencia de
ozono para producir dioxido de nitrégeno en estado excitado (NO2*). El decaimiento del NO2*
desde el estado excitado al estado fundamental produce una quimioluminiscencia en la region
del espectro del rojo e infrarrojo (800 — 3200 nm). La quimioluminiscencia generada puede ser

amplificada por un fotomultiplicador y analizada cuantitativamente.
R-NH2 + O2 — NO + CO2 + H20
NO + O3 — NO2*

NO2* — NO2 + hv

Este método es muy versatil y tiene aplicaciones en otros campos ademas de la ciencia de

alimentos, como el andlisis de petréleo y monitoreo ambiental entre otros (Yan, 2006).
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Método de Kofranyi o del nitrégeno alcali labil

A partir del método de Kjeldahl se buscé desarrollar uno que fuera de rutina y adaptable al
analisis de grandes cantidades de muestra, en particular sobre leche. Es asi como en 1950 se
introduce el método de Kofranyi que consiste en una destilacion directa de la muestra omitiendo
la etapa de digestion. En este método la muestra de leche se alcaliniza con una base fuerte como
hidréxido de sodio al 32% p/v junto con una solucion de cloruro de bario (BaClz2) al 10% p/v. En
este medio la presencia de Ba (ll) despliega las proteinas manteniéndolas solubles mientras que
el medio alcalino produce la hidrélisis de los grupos amida presentes en los residuos de los
aminoacidos glutamina y asparagina para liberar amoniaco.

En la Figura 7.4 A se muestra el balén con la muestra y los reactivos al inicio de la destilacién.
El destilado se recoge sobre un erlenmeyer que contiene una solucién de acido bérico al 4% p/v
con unas gotas del indicador de Mortimer (Figura 7.4 C). A medida que el amoniaco liberado
destila se produce el viraje del indicador del color naranja al turquesa (Figura 7.4 D). En este
método el tiempo de destilacion esta reducido a 9 minutos a contar desde el momento en que se
produce el viraje del indicador (Vanderzant, 1961). Una vez finalizada la destilacion se realiza la
titulacion del amoniaco destilado con una solucién de acido sulfurico 0,1 N hasta volver al color

inicial del indicador, es decir, naranja.

Figura 7.4. Balones ubicados en la unidad de destilacién y erlenmeyers con solucién de &cido
bérico que reciben el destilado en el método de Kofranyi. Fuente: Laboratorio del Area
Bioquimica y Control de Alimentos, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

Para realizar el calculo correspondiente al contenido de proteinas en leche se utiliza una curva
de calibracion preparada a partir de muestras con contenidos de proteina conocidos, sobre las
cuales se determina el contenido de proteinas por el método de Kjeldahl, que se representa en
el eje de ordenadas (Figura 7.5). Al mismo tiempo las muestras se analizan por el método de
Kofranyi registrando el consumo de solucién de acido sulfurico de concentracién 0,1 N en el eje
de abscisas. En esta curva de calibracion se ingresa por el eje x con el volumen de solucién de
H2S04 0,1 N gastado en la titulacién del amoniaco destilado y se obtiene por interpolacion el

valor correspondiente al contenido de proteinas en la muestra (eje y).
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Figura 7.5. Curva de calibraciéon que muestra el consumo de solucién de H>SO4 0,1 N vs. el

contenido de proteinas obtenido por el método de Kjeldahl.

Métodos espectrofotométricos y colorimétricos para Ila

determinacién de proteinas

Dentro de las técnicas extractivas hay un grupo de métodos espectrofotométricos y
colorimétricos que permiten estimar la concentracion de proteinas en una muestra. En estos
meétodos se requiere que la proteina esté soluble o al menos formando una dispersién. La
solubilidad de las proteinas depende del estado fisicoquimico de estas moléculas y en
consecuencia hay varios factores que pueden alterar esta propiedad como son los cambios de
temperatura, su procesamiento o las condiciones de almacenamiento. También se debe recordar
que la solubilidad de las proteinas depende del pH, fuerza idénica, temperatura y presencia de
solventes organicos; parametros que se deben definir para cada proteina en particular.

Para cuantificar las proteinas se las hace reaccionar con alguna sustancia coloreada o que

desarrolla color, o por reaccién con un cation como el cobre (II).

Absorbancia a 280 nm

La presencia de aminoacidos con residuos aromaticos como son la fenilalanina, triptéfano y
tirosina, hace que la mayoria de las proteinas absorban luz en la region UV (entre 260 y 292 nm)
con un maximo de absorcidon a 280 nm (Pilosof y Bartholomai, 2000). La concentracién de
proteinas puede ser calculada usando la ley de Lambert-Beer segun se muestra en la siguiente

ecuacion:

A=¢g20.C.|I
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donde A es la absorbancia medida a 280 nm, €230 es el coeficiente de extincion a 280 nm, C es
la concentracion en %, mg/ml o molaridad dependiendo de las unidades de €280 y | es la longitud
de la celda en cm.

Este método tiene como interferencias la absorciéon por otros grupos funcionales en regiones
cercanas a la longitud de onda de medida, por ejemplo, acidos nucleicos y nucleétidos que
contengan anillos de purina y pirimidina que absorben a 280 nm. La ventaja de este método es

que se puede utilizar la solucion de proteinas para otras determinaciones.

Método de Biuret

El método de Biuret es una técnica basada en la interaccion de las proteinas con cobre ().
En este caso el color se debe a la interaccion de los cationes Cu2* con dos atomos de nitrogeno
adyacentes del enlace peptidico formando un complejo de coordinacion coloreado. La reaccion
no es estequiométrica.

Esta reaccion ocurre en medio fuertemente alcalino y en presencia de tartrato de sodio que
evita la precipitacion del cobre (I). El complejo formado tiene un maximo de absorbancia entre
540 y 560 nm desarrollando una coloracién purpura-violacea. La sensibilidad del método permite
detectar concentraciones entre 0,1 — 10 mg/ml. Este método requiere de una curva de calibracion
preparada a partir de una proteina de la misma naturaleza que la que se quiere analizar.

Este método presenta interferencias asociadas a la presencia de iones amonio y sustancias
que contienen los grupos amida, amina, entre otros. También interfiere la presencia de azucares
reductores que son capaces de reaccionar con el cobre (lI) en medio alcalino segun lo

mencionado en el capitulo 6 de este libro.

Método de Lowry o del Folin fenol

Este método esta basado en la combinacién de la reaccidon del reactivo de Folin — Ciocalteau
con fenoles, tales como la tirosina, y la reacciéon de cobre usada en el método de Biuret. En una
primera etapa se forma un complejo entre la proteina y el cobre en medio alcalino, que provoca
el desdoblamiento de la estructura de la proteina y la exposiciéon de los grupos fendlicos
presentes en los residuos de tirosina. En una segunda etapa el reactivo de Folin, formado por el
acido fosfomolibdico y fosfotingstico, es reducido por la tirosina actuando el cobre como
catalizador, formandose un complejo de color azul intenso, con un maximo de absorbancia a 750
nm (Figura 7.6). Es posible obtener diferentes grados de color dependiendo principalmente del
contenido en tirosina en la proteina que se analiza; esto requiere que la curva de calibracion se
realice con una proteina similar. La coloracién que se genera en este método es el resultado de

la suma de la coloracion del complejo de coordinacién proteina — cobre (Il) y la del reactivo de
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Folin reducido. La sensibilidad del método mejora y permite detectar concentraciones de proteina

mas bajas entre 0,01 — 0,50 mg/ml.

Complejo Complejo
Prot-Cut? Prot-Cu'?
Tyr reducida Tyr oxidada
Reactivo de Folin Reactivo de Folin
axidado (amarilla) reducido {azul)

Figura 7.6. Esquema con reacciones de oxido-reduccién asociadas al método de Lowry.

Las interferencias asociadas a este método pueden ser sustancias no proteicas que pueden
interferir en el desarrollo del color o bien producir color azul. La mayoria de los fenoles (a
excepcion de los nitrofenoles) reducen el reactivo. Otros interferentes son agentes o buffers que
acidifican la solucion, sulfato de amonio, quelantes del cobre (EDTA, EGTA) o agentes

reductores (B-mercaptoetanol, ditiotreitol).

Método del acido bicinconinico

En solucién alcalina las uniones peptidicas y algunos aminoacidos pertenecientes a la
cadena, como cisteina, cistina, triptéfano y tirosina reaccionan con Cu (ll) para reducirlo a Cu (l).
En este método, el Cu (I) que se genera forma un complejo con dos moléculas del acido
bicinconinico (ABC) de color purpura cuyo maximo de absorbancia se registra a 562 nm. La
sensibilidad del método permite detectar concentraciones de proteina entre 0,02 — 1,00 mg/ml.

Esta metodologia también presenta algunas interferencias, pero estas no afectan tanto como
en otros protocolos. Son interferentes habituales los compuestos quelantes como EDTA, EGTA,

etc.

Métodos basados en la interaccion proteina-colorante

Los grupos laterales de las proteinas que pueden cargarse positivamente a pH inferiores a
sus pKa, son capaces de interaccionar electrostaticamente con algunos compuestos coloreados
en su forma aniénica. Los aminoacidos implicados en esta reacciéon son aquellos que poseen
grupos protonables como lisina, arginina, histidina y los grupos amino terminales. En estos
métodos la proteina se hace reaccionar con un exceso de solucion colorante.

El método de Bradford es un método extractivo que requiere que la proteina de interés se

encuentre soluble. En este método se utiliza el colorante Coomassie Brilliant Blue G250 en un
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medio acido (pH > 1,3), condicion de pH a la cual se encuentra cargado negativamente. Cuando
el colorante entra en contacto con la solucidon de proteina forma un complejo soluble que
experimenta un corrimiento de la longitud de onda de absorcién a 595 nm respecto al colorante
libre que presenta un maximo de absorcién a 465 nm. Este método requiere de una curva de
calibracion que se prepara a partir de soluciones de proteina de distinta concentracion; la
pendiente de la recta de calibracion es positiva.

El método de Amido Black es una técnica que tiene amplia aplicaciéon en la determinacion de
proteinas lacteas. En este caso se utiliza el colorante Amido Black B10 que también a pH acido
(cercano a 2) se encuentra cargado negativamente, mientras que las proteinas se encuentran
cargadas positivamente. El complejo que se forma entre proteina y colorante resulta ser insoluble
por lo que se requiere de su precipitacion mediante centrifugacién para la posterior lectura de
absorbancia. En el sobrenadante queda el colorante libre en exceso que tiene un maximo de
absorcién a 615 nm. En la Figura 7.7 se muestra el grafico correspondiente a la curva de
calibracion que resulta tener una relacion inversamente proporcional entre Absorbancia vs.
Concentracion de proteina, es decir que, a mayor concentracion de proteina, la absorbancia que
se registra es menor. Esto se debe a que la mayor parte del colorante ha precipitado junto a la
proteina y el colorante que queda en exceso es el que contribuye a la absorbancia que se mide.
Para este método no se requiere que la proteina se encuentre completamente soluble; es

suficiente con que esté dispersa.

nm
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Concentracidn proteinas (mgfml)

Figura 7.7. Curva de calibracién correspondiente al método de Amido Black utilizando

concentrado de proteinas de suero lacteo como proteina patron.

El método de Udy utiliza el colorante Orange G y esta desarrollado para ser utilizado con
proteinas de cereales. Al igual que el método de Amido Black, el complejo que se forma entre el
colorante y la proteina es insoluble. El colorante libre tiene un maximo de absorcién a 475 nm.

En la Tabla 7.2 se muestra un resumen comparativo de los métodos de interaccién proteina

— colorante.
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Tabla 7.2. Resumen de las principales caracteristicas de los métodos basados en la

interaccioén proteina-colorante (Prot-Col).

. Colorante L Complejo -
Método utilizado Aplicacién Prot-Col Lectura Sensibilidad
Coomassie proteinas Soluble a ﬁ\rk])qsorbanma a 595
Bradford | Brilliant ~ Blue | solubles tiempos correspondiente  al 0,1-1 mg/mi
G250 (extractivo) | cortos P

complejo Prot-Col

Absorbancia a 615

rango normal

Amido Amido Black proteinas am de contenido
lacteas Insoluble . proteico en
Black B10 correspondiente al
totales colorante libre leche
(2,5-4,5%)
. Absorbancia a 475
Orange G B "o | nsoluple | MM 10-50 mg/ml
Udy Acid Orange 12 toetales trigo | Insoluble correspondiente al -50 mg/m

colorante libre

Otras metodologias

Cromatografias HPLC, FPLC

Para el analisis de proteinas existen técnicas cromatograficas que permiten tanto la
purificacion como el fraccionamiento de mezcla de proteinas o péptidos. Dentro de la
Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC) hay diversas alternativas de acuerdo con la
naturaleza de la interaccion entre el soluto y la fase estacionaria. Los métodos cromatograficos
de intercambio i6nico se basan en la separacion por cargas, en el caso de la permeacion en
geles la separacion ocurre por tamafio molecular y en la cromatografia de fase reversa se utiliza

la interaccion hidrofébica como principio de separacion.

Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis es una de las técnicas mas utilizadas para la separacion y caracterizacion
de proteinas que se basa en la diferencia de movilidad electroforética de las proteinas segun su
carga neta, tamano o conformacién en presencia de un campo eléctrico. En particular, en la
electroforesis SDS-PAGE se realiza utilizando como soporte geles de poliacrilamida formados
por polimerizacién de acrilamida y bisacrilamida; ademas, en presencia del detergente aniénico
dodecil sulfato de sodio (SDS), todas las proteinas adquieren una alta carga negativa, generando
que la separacion se realice en funcion del tamafio de los polipéptidos. En la ciencia de alimentos
el uso de la electroforesis SDS-PAGE permite identificar el origen de las proteinas o la deteccion

de proteinas no declaradas en alimentos adulterados; esto se debe a que el perfil electroforético
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de una proteina presenta una serie de bandas cuyo numero y posicion representa una especie

de huella dactilar que permite la identificacidon de la muestra.
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CAPITULO 8
Principales métodos para el analisis de lipidos
Pablo Antonio Sobral

Lipidos: Clasificacion

De acuerdo a Badui Dergal (2006), la palabra lipido proviene del griego lipos, que significa
grasa; originalmente se los definia como las sustancias que eran insolubles en agua y solubles
en disolventes organicos como cloroformo, hexano y éter de petréleo. Sin embargo, el empleo
de este criterio de solubilidad implica considerar dentro del conjunto a muchos otros compuestos
tales como terpenos, vitaminas y carotenoides. Otros autores consideran que los lipidos son solo
aquellas moléculas que son derivados reales o potenciales de los acidos grasos y sustancias
relacionadas. De acuerdo a esta definicion basada en la solubilidad, los aceites y las grasas son
considerados como lipidos.

Una forma de clasificarlos es dividirlos en grupos, en funcién de su estructura quimica.

Los lipidos simples abarcan las grasas y aceites, mayoritariamente compuestos por esteres
de glicerol y acidos grasos, son los mas abundantes e importantes y nos enfocaremos en ellos
en este capitulo. Los compuestos estan integrados por una estructura lipidica unida
covalentemente a otra estructura que no lo es, como es el caso de los fosfolipidos y los
glucolipidos. Aunque reconocemos la importancia bioldgica de los lipidos complejos debido a
que, forman parte de la membrana celular y se asocian con el colesterol, no los incluiremos,
debido a que sus constituyentes, proteinas y lipidos, se enlazan por enlaces hidrofébicos o
electrostaticos.

Finalmente, los lipidos asociados son todos aquellos que no se ubican en ninguna de las
categorias anteriores; hallandose en este grupo los acidos grasos libres, carotenoides, vitaminas
liposolubles y colesterol entre otros.

En este marco, las grasas y los aceites, que son los lipidos mas comunes e importantes,
pueden clasificarse en funcion de su origen y su contenido de acidos grasos. Podemos dividirlos
en: grasas animales: sebo, manteca de cerdo y huevo; aceites marinos y los subproductos de la
pesca; grasa de la leche: manteca y grasas vegetales: cacao. Entre los aceites con &cido laurico
podemos mencionar al aceite de coco y palmiste; aceites con acidos oleico y linoleico como el

de maiz, girasol y algodén y aceites con acido linolénico como el de soja (Badui Dergal, 2006).
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Estructura de los acidos grasos

Si bien inicialmente los acidos grasos fueron considerados como acidos mono carboxilicos de
cadena alifatica saturados o no con niumero par de 4tomos de carbono, actualmente se incluyen
muchos otros, como los acidos grasos ciclicos, ramificados, hidroxilados, pudiendo tener un
numero impar de atomos de carbono. Con esta ampliaciéon se incluyen mas de 400 acidos grasos
que se encuentran en la leche, algunos vegetales y microorganismos.

Pese a esta gran variedad, en la practica, la cantidad de &cidos grasos diferentes
comunmente hallados en alimentos es reducida y tienen un niumero par de atomos de carbono
ya que su biosintesis se lleva a cabo mediante el agregado de moléculas con niumero par de
atomos de carbono como la acetilcoenzima A (Tabla 8.1). Estos acidos grasos generalmente

estan esterificados con el glicerol formando parte de los triglicéridos.

Tabla 8.1. Nombres cientificos y triviales, férmula quimica y punto de fusién de los acidos grasos

saturados maés frecuentes. *Acidos grasos mas comunes en alimentos.

Nombre trivial Nombre cientifico Formula Punto de fusion
(°C)
Butirico Butanoico CHs(CH2).COOH -5,9
Caproico Hexanoico CHs(CH2)sCOOH -3,4
Caprilico Octanoico CH3(CH2)sCOOH 16,7
Caprico Decanoico CH3(CH2)sCOOH 31,6
Laurico* Dodecanoico CH3(CH2)10COOH 442
Miristico* Tetradecanoico CH3(CH2)12COOH 54,4
Palmitico* Hexadecanoico CH3(CH2)14COOH 63,0
Estearico* Octadecanoico CH3(CH2)16COOH 69,4
Araquidico Eicosanoico CH3(CH2)1sCOOH 76,0
Behénico Docosanoico CH3(CH2)20COOH 79,9
Lignocérico Tetracosanoico CH3(CH2)22COCOH 84,2
Cerdtico Hexacosanoico CH3(CH2)24COOH 87,7

Nota: adaptado de Badui Dergal, 2006.

Entre los acidos grasos mas comunes estan el laurico, que abunda en los aceites de semilla
de la palma y coco, el palmitico hallado en la palma, cacao y manteca de cerdo, y el estearico
del cacao y los aceites hidrogenados. La grasa de la leche, también conocida como grasa
butirica, contiene acido butirico que se emplea para identificar y cuantificar la grasa lactea en los
productos o su adulteracion.

En forma natural, los acidos grasos poliinsaturados (PUFA en inglés) tienen sus dobles
ligaduras separadas por un grupo metileno, como sucede en los acidos grasos linoleico,
linolénico y araquiddnico. Otra alternativa a esta distribucidon es la conjugacién, en la que no

existe dicho metileno de por medio.

—CH=CH-CH=CH- Sistema de dobles ligaduras conjugadas
—CH=CH-CH2>—CH=CH- Sistema de dobles ligaduras no conjugadas
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Tal y como ocurre con algunos aminoacidos, el linoleico y el linolénico son acidos grasos
esenciales, ya que no pueden ser sintetizados por nuestro organismo y deben ser incorporados
con la dieta. Se recomienda que representen de 1 a 2 % de los lipidos totales ingeridos ya que
forman parte de la membrana de diferentes tejidos celulares, son precursores del acido
araquidonico y son empleados en la sintesis de las hormonas prostaglandinas. Contribuyen al
mantenimiento de la piel, del pelo y del sistema reproductivo, asi como en la regulacion del
metabolismo del colesterol; ayudan a la absorcion de nutrientes, a la regulacion de la contraccion
muscular y de la presion arterial y fortalecen el crecimiento de las células sanas.

De manera similar a como sucede con los saturados, los acidos grasos insaturados pueden
tener largos de cadena diferentes y clasificarse de acuerdo a esta caracteristica en acidos grasos
insaturados de cadena corta con menos de 20 atomos de carbono; de cadena larga entre 20 y
24 atomos de carbono o de cadena muy larga, con mas de 24 atomos de carbono.

Respecto a las instauraciones, los monoinsaturados (MUFA en inglés) tienen una sola
instauracioén siendo el acido oleico el mas comun presente en cantidades considerables tanto en

fuentes de origen animal como vegetal (Tabla 8.2).

Tabla 8.2. Nombres cientificos y triviales, abreviaturas y fuentes de los acidos grasos mono

insaturado CIS mas frecuentes en grasas y aceites.

Nombre

.. Nombre cientifico Abreviatura Fuentes
trivial

Aceites de origen marino, aceite
Palmitoleico cis-9-hexadecenoico | 16:1A9c (9c-16:1) de macadamia, la mayoria de
aceites animales y vegetales.

Todos los aceites y grasas,
especialmente en aceites de
oliva, canola, girasol y cartamo
ricos en acido oleico.

Oleico cis-9-octadecenoico 18:1A9c (9c-18:1)

cis-Vaccénico | cis-11-octadecenoico | 18:1A11c (11¢c-18:1) La mayoria de aceites vegetales.

Gadoleico cis-9-eicosenoico 20:1A9c (9¢-20:1) Aceites de origen marino.
cis-11-eicosenoico 20:1A11c (11¢-20:1) Aceites de origen marino.
Erdcico cis-13-docosenoico | 22:1A13c (13c-22:1) | “ceite de semilla de mostaza, y
de colza rico en 4cido erucico.
Nervoénico cis-15-tetracosenoico | 24:1A15c (15c-24:1) Aceites de origen marino.

Nota: adaptado de FAO y FINUT, 2012.

Los PUFA con dobles enlaces separados por un metileno y de configuracion cis pueden
dividirse en 12 familias diferentes. Las familias mas importantes, en relacién al grado de
frecuencia, la salud y nutricién humanas, son la n-6 y la n-3. A modo de ejemplos el acido linoleico
(Tabla 8.3) es el acido graso esencial primario o generador de la familia n-6. Posee 18 atomos
de carbono y dos dobles enlaces. El primer doble enlace se encuentra a 6 atomos de carbono
del extremo metilo de la cadena de acidos grasos, y por este motivo se lo denomina n-6. El &cido

linoleico puede ser desaturado y alargado en humanos para formar series de PUFA n-6.
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Tabla 8.3. Nombres cientificos y triviales, abreviaturas y fuentes de los &cidos grasos

poliinsaturados PUFA n-6 importantes para la nutricion.

Nombre trivial Nombre cientifico Abreviatura Fuentes

acido cis-9, cis-12

_octadecadienoico 18:2n-6 La mayoria de aceites vegetales.

Acido linoleico

acido cis-6, cis-9,cis-12 18:3n-6 Aceites de semillas de onagra,

Acido y-linolénico o .
-octadecatrienoico borraja y grosella negra.

Acido dihomo-y- acido cis-8, cis-11,cis-14 20-3-6 Componente en cantidad minima
linolénico -eicosatrienoico ' de tejidos animales.

Acido araquidénico a.CIdO C|§-5, CIS-8,CIS-11, 20-4n-6 Grasas animales, higado, lipidos
cis-14-eicosatetraenoico del huevo, pescado.

Acido acido cis-7, cis-10,cis-13, Componente en cantidad minima

. . . 22:4n-6 . .
docosatetraenoico | cis-16-docosatetraenoico de tejidos animales.
i acido cis-4, cis-7,cis-10, . .
Acido Cis-13, cis-16- 25:5n-6 Componente en cantidad minima

docosapentaenoico de tejidos animales.

docosapentaenoico

Nota: adaptado de FAO y FINUT, 2012.

Por otra parte, el acido a-linolénico (Tabla 8.4) es el acido graso esencial primario o generador
de la familia n-3. Cuenta con 18 atomos de carbono, pero posee tres dobles enlaces. A diferencia
del linoleico, el primer doble enlace se encuentra en el tercer atomo de carbono partiendo del
extremo metilo de la cadena de acidos grasos, y de ahi el nombre de n-3. También puede ser
desaturado y alargado para formar series de PUFA n-3 (Tabla 8.4).

El acido linoleico y el a-linolénico se encuentran en todas las grasas de la dieta y en mayores
proporciones en la mayoria de los aceites vegetales (White, 2008). Entre los PUFA n-6 (Tabla
8.3) el acido araquidoénico puede ser hallado en carnes, huevos, pescado, algas y otras plantas
acuaticas (Wood y col., 2008; Ackman, 2008) es el mas importante porque es el precursor
principal de los eicosanoides derivados de la familia n-6.

Entre los PUFA n-3 (Tabla 8.4) los &cidos grasos eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA) hallados en la caballa, salmén, sardina, arenque y eperlano (Ackman,
2008) junto con el a-linolénico (ALA) son los acidos grasos n-3 mas importantes de la nutricion
humana. Pueden incorporarse mediante los aceites de algunas algas u organismos unicelulares,

con algunos los aceites de pescado y en aceites de soja modificados genéticamente.
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Tabla 8.4. Nombres cientificos y triviales, abreviaturas y fuentes de los acidos grasos

poliinsaturados PUFA n-3 importantes para la nutricion.

Nombre trivial

Nombre cientifico

Abreviatura

Fuentes

acido cis-9, cis-12-cis-15-

Aceites de lino, perilla, canolay

Acido a-linolénico T 18:3n-3 )
octadecatrienoico soja.
, . . ) ) Aceites de pescado, soja
- acido cis-6, cis-9, cis-12, . .
Acido . modificado genéticamente,
. cis-15- 18:4n-3 .
esteariddnico . semilla de grosella negra 'y
octadecatetraenoico e
cafiamo.
Acido acido cis-8, cis-11, cis-14, 50:4n-3 Componente en cantidad minima
:An-
eicosatetraenoico | cis-17-eicosatetraenoico de tejidos animales.
Acid acido cis-5, cis-8, cis-11, Pescado, especialmente salmédn,
cido
) ] cis-14, cis-17- 20:5n-3 arenque, anchoa, eperlanoy
eicosapentaenoico i .
eicosapentaenoico caballa.
Acid acido cis-7, cis-10, cis-13, Pescado, especialmente salmédn,
cido
) cis-16, cis-19 22:5n-3 arenque, anchoa, eperlanoy
docosapentaenoico )
-docosapentaenoico caballa.
Acid acido cis-4, cis-7, cis-10, Pescado, especialmente salmédn,
cido
cis-13, cis-16, cis-19 22:6n-3 arenque, anchoa, eperlanoy

docosahexaenoico

-docosahexaenoico

caballa.

Nota: adaptado de FAO y FINUT, 2012.

Cuantificacién de los lipidos de una muestra

Acondicionamiento de la muestra

En caso de trabajar con muestras puras de aceites y/o grasas se procede de la siguiente

manera: Luego de eliminar las impurezas groseras y el agua que pueda contener, se deja a la

muestra en reposo en estufa a 50 °C hasta su clarificacion si es liquida o para que se funda si

es solida. Se filtra por papel a 50 °C, evitando dejar pasar el agua que pudiera existir debajo de

la fase grasa o agregando una pequeia cantidad de sulfato de sodio anhidro antes de filtrar la

muestra. Se recomienda almacenar la muestra en lugar fresco, al abrigo de la luz y el aire (UNLP,

2023).
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Extraccion de lipidos

Los lipidos pueden extraerse, mediante métodos tales como la extraccién con solvente de
forma directa o tras un tratamiento acido o alcalino. La extraccion de los lipidos puede realizarse,
para determinar el contenido de materia grasa total en una matriz, como un alimento o para
realizar la caracterizacién de la materia grasa con la idea de realizar ensayos tendientes a
determinar la identidad, composicion y calidad.

Dado que, algunas caracterizaciones requieren que los lipidos no sufran alteraciones, tienen
que descartarse aquellos procesos que puedan involucrar la hidrélisis de los lipidos. La presencia
de oxigeno durante la extraccion, asi como las temperaturas elevadas, deben considerarse,
especialmente en muestras con alto contenido de acidos grasos insaturados.

Los equipos de extraccién automatizada pueden realizar la extraccion en presencia de un gas
inerte, como el nitrégeno, que evita las reacciones de oxidacién durante la extraccién y en la

etapa de secado.

Extraccion directa

Puede realizarse mediante extraccion en batch o continda utilizando solventes como el éter
de petréleo (fraccién 40-60 o 60-80 °C), éter etilico, n-hexano, diclorometano, cloroformo y
metanol de forma aislada o combinada. Se suele emplear solventes no polares como el éter de
petréleo o el n-hexano. Se utilizan solventes orgénicos polares como el metanol cuando se
quieren extraer lipidos compuestos, como fosfo y glucolipidos.

Una vez extraida la grasa, se evaporan los solventes y se determina por pesada la grasa
extraida.

El método de Soxhlet esta reconocido por la AOAC (Association of Official Agricultural
Chemists) como un método estandar de determinacién de grasa cruda, aunque no es aplicable
a alimentos en donde la grasa esté interaccionando con proteinas, como en los alimentos lacteos
y yema de huevo, ya que en estos casos la materia grasa no es totalmente extraida y se obtiene
un resultado por defecto. Es un método eficaz donde la cantidad del solvente utilizado, depende
del tamano del equipo. Existen extractores de Soxhlet, como los utilizados en docencia con
espacio para colocar pocos gramos de muestra (10-20 g), mientras que hay otros del tipo
preparativo con una capacidad mucho mayor. Sin embargo, el solvente no se descarta, sino que
se recupera, ya sea empleando el mismo equipo, retirando el cartucho con la muestra del tubo
extractor y recuperando el solvente antes de que sifone o empleando por ejemplo un rota vapor
u otra alternativa que evapore y condense el solvente.

El equipo consiste en tres partes principales: un refrigerante que condensa el solvente, el tubo
extractor propiamente dicho, que contiene la muestra dentro de un cartucho de celulosa, el cual
posee un tubo lateral por el que suben los vapores del solvente al refrigerante, un tubo sifon que

descarga el solvente una vez que el nivel del mismo tuvo contacto con la muestra y supero el
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nivel de sifon y el recipiente colector que es un balén de vidrio, donde se recibe o deposita la

materia grasa (Figura 8.1).

Figura 8.1. Extraccién con dispositivo de Soxhlet. A: Tubo extractor B: tubo lateral C: sifén D:
cartucho conteniendo la muestra E: balén con solvente F: placa calefactora Fuente: Laboratorio

del Area Bioquimica y Control de Alimentos de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP.

El funcionamiento es el siguiente: el calor aplicado al recipiente colector, evapora el solvente,
los vapores ascienden por el tubo lateral, se condensan en el refrigerante y caen sobre la muestra
tomando contacto con la muestra y acumulandose. Cuando el nivel del solvente sobrepasa el
tubo sifén, se transfiere el solvente cargado de materia grasa al recipiente colector, repitiéndose
el ciclo durante el tiempo que dura la extraccidn. Finalizada la extraccion, el solvente puede
recuperarse conectando el balén conteniendo la grasa y el solvente a un rotavapor o como se
mencioné empleando el propio equipo. Con la masa del balén vacio y la masa de muestra se
obtiene el porcentaje de grasa cruda (ya que se extraen todos los lipidos de la muestra). Si el
solvente utilizado es éter etilico o éter de petroleo la grasa cruda obtenida también se denomina
“extracto etéreo”. Ademas de la ausencia de interaccion lipido-proteina, para ser analizadas por
este método, las muestras, tienen que ser sdlidas y estar finamente divididas para aumentar la
superficie de contacto con el solvente. Si la muestra estuviese en trozos grandes, puede molerse
hasta un fino polvo antes de ser introducida en el cartucho de celulosa. Finalmente, las muestras

a analizar deben tener un bajo contenido de humedad. El agua impide un buen contacto entre el
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solvente y la matriz que se quiere extraer y si el contenido de agua fuese muy alto, podria haber
una migracion de agua del alimento al solvente inmiscible formandose una emulsién. Sin
embargo, se pueden procesar muestras con alta humedad mezclando previamente la muestra
con Na2SOq, antes de introducirla en el cartucho. En la Figura 8.2 se esquematizan los pasos
para esta variante del método. Inicialmente una muestra sin interaccion lipido-proteina y
finamente dividida, pero con un alto contenido de agua (salchicha, paté o picadillo de carne) se
pesa en un vaso de precipitado, se le va agregando Na2SO4 mientras se mezcla con varilla de
vidrio. Se continia agregando el desecante hasta la formacién de una pasta granulada que se
desprenda del recipiente. Luego se carga en el cartucho y se procede como se detallé. Si bien
la cantidad agregada de Na2S0O4 no se tiene en cuenta al momento de hacer los calculos, ocupa

lugar y reduce la cantidad de muestra que puede analizarse.

Figura 8.2. Preparacion de una muestra tipo paté (A), mezclado con sulfato de sodio (By C),
carga e introduccién del cartucho en el cuerpo del extractor (D), armado del equipo (E). Fuente:
Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos de la Facultad de Ciencias Exactas de

la UNLP.

Una variante no convencional de extraccion directa es la Extraccidon Supercritica, en la que
se emplea un fluido en estado supercritico el cual, posee propiedades intermedias entre un gas
y un liquido. Se comporta como un liquido muy mévil con una solubilidad semejante a la fase
liqguida, con una mayor penetraciéon en la matriz sélida y con las propiedades de transporte del

gas. En el caso del COz2 las condiciones supercriticas son ~ 1,070 psi y ~ 31 °C y se trabaja en
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el rango 32-49 °C con presiones entre 1,070 y 3,500 psi. El fluido supercritico es faciimente
recuperable del extracto, los compuestos labiles pueden extraerse con dafio minimo, pero se

requieren de presiones elevadas, siendo muy alto el costo del equipo.

Muestras donde hay interaccién lipido-proteina

Cuando existe interaccion lipido-proteina se debe romper primero la misma utilizando un
medio acido o alcalino, para luego proceder a la extraccion propiamente dicha. En el método de
Schmidt-Bodzinky-Ratzlaff se rompe la interaccién por calentamiento de la muestra en medio
acuoso con acido HCI y luego se pone en contacto esta fase acuosa con el solvente (usualmente
éter etilico) en una probeta graduada con tapa esmerilada, agitando y dejando 24 h. Una alicuota
de la fase organica sobrenadante (normalmente 10 ml) es separada y secada en un cristalizador
tarado. A partir del peso de los lipidos residuales se puede calcular el total presente en la fase
organica, que proviene de la muestra pesada.

En el caso del método de Rose Gottlieb, la ruptura de la interaccion lipido-proteina se realiza
en medio amoniacal utilizando un dispositivo de vidrio, el tubo Mojonnier cuyo disefio facilita la
extraccion y la posterior separacion de la fase organica que contiene los lipidos para su posterior
cuantificacion. En la Figura 8.3 se observa la secuencia del método. Inicialmente se pesa la
muestra posicionando la misma en la base del tubo. Para ello la muestra puede recubrirse
parcialmente con papel de aluminio o introducirla con un sorbete descartable adosado al extremo
de una pipeta automatica. Se agrega NH4OH, y etanol realizando 2 extracciones sucesivas con
solventes diferentes y agitacion. Luego se permite la separacion de las fases y aprovechando la
forma del tubo Mojonnier se colectan las fracciones de solvente en un recipiente previamente
tarado, donde posteriormente se evaporara el solvente permitiendo pesar la materia grasa

extraida.
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Figura 8.3. Secuencia de pasos para la extraccion de Rose Gottlieb con Tubo Mojonnier (A)
Pesada de la muestra. (B) Etapa de extraccion con agitacion. (C) Etapa de separacion de las
fases. (D) Separacion y recoleccién de los extractos. Fuente: Laboratorio del Area Bioquimica
y Control de Alimentos de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP.

indices de caracterizacion de los lipidos

Existen indices de caracterizacion que permiten determinar propiedades fisicoquimicas del

aceite y compararlas con los valores establecidos por el Cédigo Alimentario Argentino (CAA).

indice de saponificacion (IS)

El indice de saponificacion (AOAC Method 920.160) representa la cantidad en mg de KOH
necesarios para saponificar 1 gramo de grasa o aceite.

Dado que las grasas y aceites estan formados por el glicerol (trialcohol) con sus 3 funciones
alcohol esterificadas con &cidos grasos, el peso molecular del triglicérido dependera del largo
promedio de los acidos grasos que lo componen.

Por ejemplo, si el glicerol esta esterificado en sus 3 posiciones con acido butirico
CH3(CH2)2COOH el peso molecular sera de 302 g/mol, mientras que si la esterificacion se realiza
con acido estearico CH3(CH2)16COOH, el peso molecular del triglicérido sera de 890 g/mol.

Como este indice esta definido por gramo de triglicérido, en cada gramo habra un mayor

numero de moles de triglicéridos, si éstos contienen butirico respecto a la cantidad hallada con
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acido estearico. Una mayor cantidad de moles de triglicéridos implica una mayor cantidad de
enlaces a romper y un mayor consumo de KOH para su saponificacion.

Por ello este indice es inversamente proporcional al peso molecular promedio del triglicérido,
es decir que cuanto menor sea el peso molecular promedio de los acidos grasos presentes mayor
sera el IS.

Procedimiento experimental: La grasa o aceite se saponifica con un exceso de potasa
alcohdlica. El exceso de KOH que se valora con una solucién estandarizada de HCI con
fenolftaleina como indicador.

Se pesa a la décima de miligramo 5 g de muestra filtrada en un balén de 250 ml, se agrega
con pipeta aforada 50 ml de potasa. Se debe hacer simultaneamente un blanco, utilizando la
misma pipeta. Se conectan a ambos balones a los refrigerantes y se hierve suavemente 30 min.

La muestra perdera su turbidez. Después de enfriar, se titula con HCI 0,5 N con fenolftaleina
como indicador.

El IS se calcula de acuerdo a la siguiente expresion:
IS = [(A—B)xNx56,1] /M

A: ml gastados de HCI para valorar el blanco.
B: ml gastados de HCI para valorar la muestra.
N: normalidad de la solucién de HCI.

56,1: peso equivalente del KOH.

M: masa de la muestra, en gramos.

indice de yodo (ll2)

El indice de yodo corresponde a los gramos de yodo adicionados por cada 100 g de grasa
o aceite. Es una medida del grado de insaturacién de una grasa o un aceite, siendo este indice
proporcional al nUumero de dobles enlaces por unidad de masa. Se utiliza para comprobar la
pureza y la identidad de una materia grasa. Este ensayo determina también las sustancias
acompafantes insaturadas tales como los esteroles.

Dado que el I2 reacciona lentamente con los dobles enlaces, se utilizan halogenuros de yodo,
siendo los mas comunes el Método de Hanus o de Wijs.

Método de Hanus con IBr en medio acético (AOAC Method 920.158)

La grasa o aceite disuelto en un solvente organico reacciona con un exceso de mono bromuro
de yodo (IBr). El exceso de IBr oxida una soluciéon de yoduro a yodo que se valora con una
solucion normalizada de tiosulfato de sodio. Debe realizarse un blanco, en ausencia de la
muestra. La reaccién se realiza en oscuridad para evitar que aparezcan reacciones laterales de

radicales inducidos por la luz produciendo un gasto aparente mayor de halégeno.
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Reacciones
1)IBr+R"—C=C—-R”"—> R —CHBr—CHI - R”
2)IBr+1 - I, +Br
3) I, + 25,0572 - 21" + S,04%(Yodometria)

Procedimiento experimental: se pesan a la décima de mg 0,50 g de grasa o 0,25 g de aceite
(utilizar 0,10 g si se sabe que la muestra es rica en dobles enlaces) en un frasco con tapon
esmerilado de 500 ml, y disolverlos en 10 ml de cloroformo. Si se tiene informacion sobre el

indice de yodo esperado se pueden seguir las recomendaciones de la Tabla 8.5.

Tabla 8.5: Cantidades recomendadas de triglicéridos a pesar en funcién del indice de yodo

esperado.
Iindice de yodo esperado Masa a pesar Exactitud
(g yodo / 100 g triglicérido) (9) (mg)

3 10,58-8,46 5
10 3,17-2,54 0,2
20 1,59-1,27 0,2
40 0,79-0,63 0,2
80 0,40-0,32 0,2
120 0,26-0,21 0,2
160 0,20-0,16 0,2
200 0,16-0,13 0,2

Se agregan 25 ml del reactivo de Hanus (utilizar un exceso de reactivo no menor al 60%), y se
tapa inmediatamente, para que la concentracion de bromuro de yodo no varie sensiblemente. Se
deja en reposo durante 30 minutos en oscuridad, con agitacion ocasional.
Se agregan 10 ml de solucion de Kl (15%) y se arrastran con 100 ml de agua destilada (recién
hervida y enfriada) cualquier resto de yodo del tap6n o cuello del frasco. Se titula el yodo con una
solucién de Na2S203 0,1 N con agitacién constante, hasta aclaramiento del color amarillo de la
solucién. En ese punto se agrega 1 ml de solucion al 1% de almidon soluble como indicador y se
continua la titulacion hasta casi total desaparicion del color azul. Se cierra bien y se agita
drasticamente para que el yodo remanente en la fase inferior pase a la capa acuosa, y se pueda
completar la titulacion. Simultaneamente con la muestra problema se deben realizar dos
determinaciones en blanco.
El indice de yodo (ll2) se calcula segun:

11, = [(A—B) x N x 0,1269 x 100] / M

A: ml de solucién de Na2S203 empleado en la determinacion del blanco.

B: ml de solucién de Na2S203 empleado en la determinacién de la muestra.

N: normalidad de la solucién de tiosulfato.
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0,1269: peso del mili equivalente de yodo, en gramos.
M: masa de la muestra, en gramos.
Método de Wijs con ICl en medio acético (AOAC Method 920.159)
Este método es similar al Método de Hanus, pero utiliza mono cloruro de yodo como agente
halogenante. Los valores de indice de yodo dados en el Cédigo Alimentario Argentino estan
determinados por este método.
Reacciones
DICI+R —C=C—R”" > R —CHCl - CHI - R”
2)ICl + 1" > I+ CI
3) I, + 25,0572 - 2I" + S,06 % (Yodometria)

indice de refraccion

El indice de refraccion (IR) (AOAC Method 921.08) de un medio es la relacién entre la
velocidad de la luz de una longitud de onda en el vacio y su velocidad en el medio de estudio. El
indice de refraccioén varia con la longitud de onda de la luz y la temperatura. Frecuentemente se
considera la velocidad de la luz en el aire, empleandose la longitud de onda de la linea D del
sodio (589,6 nm). En el caso de un aceite o grasa, es un parametro de identificacion. Dado que
existe cierta correlacidon entre el grado de saturacion de los acidos grasos y el indice de
refraccion, los procesos en los cuales se modifica el grado de saturacion, como la hidrogenacion,

pueden seguirse mediante el indice de refraccion.

Procedimiento experimental: el IR puede determinarse por ejemplo mediante un
refractometro de Abbe que tiene un rango entre 1,3000 y 1,7000 (exactitud £ 0,0001) a 25 °C
para aceites que sean liquidos a esta temperatura o a 45, 60 u 80 °C para grasas que sean
sélidas a 25 °C. Se utiliza 45 °C para grasas que estén totalmente fundidas a esta temperatura;
60 °C para grasas hidrogenadas y 80 °C o mas para ceras. El instrumento puede calibrarse con
agua destilada a 20 °C (indice de refraccién = 1,3330) o con otros compuestos de IR conocido.
Se abre el doble prisma, se esparce con una varilla una gota de la muestra sobre la cara inferior
y se cierran los prismas dejando un minuto para estabilizar la temperatura. Se deben hacer 2 o
3 lecturas, promediarlas y expresarlas a la temperatura descripta (25; 45 o 60 °C) considerando
la temperatura a la cual fue tomada la lectura del IR leido. La diferencia entre los resultados de

tres determinaciones llevadas a cabo por el mismo operador no debera exceder de 0,0002.

Insaponificable

El residuo insaponificable es toda substancia que resiste el proceso de saponificacion,

empleado normalmente para producir jabones. La saponificacion es la reaccién mediante la cual
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se rompe la unién éster. Esta reaccion consiste en hacer reaccionar a los lipidos con hidréxidos
de potasio o sodio para generar jabones (ésteres de los acidos grasos). Pueden saponificarse
las grasas, aceites, ceras y fosfolipidos, mientras que los insaponificables son basicamente
alcoholes y aldehidos de alto peso molecular, esteroles, hidrocarburos (saturados e insaturados),
pigmentos, prostaglandinas, derivados de ceras, esteroles, tocoferoles y colorantes liposolubles
(Badui Dergal, 2006)

La adulteraciéon de la muestra con aceites minerales contribuye a un aumento de la materia
insaponificable. El procedimiento experimental (AOAC Method 930.08) consiste en saponificar la
muestra con una solucién etandlica de un hidréxido alcalino, extraer las sustancias solubles en
éter etilico, pesar el residuo y corregir el valor por los acidos grasos libres que la muestra pudiera

contener.

Peso especifico y densidad

Con balanza de Mohr, que es una balanza que cuenta con 2 brazos (Figura 8.4). El brazo
corto termina en una aguja que se mueve sobre una escala graduada y determina cuando la
balanza esta en equilibrio. El brazo largo tiene un gancho en su extremo de donde se cuelga el
inmersor de vidrio que se sumerge en el liquido de estudio, que en nuestro caso es un
termémetro. El brazo largo tiene una serie de ganchos en diferentes posiciones donde pueden
colgarse unos contrapesos denominados jinetillos. ElI sumergir el inmersor en el liquido se
produce un desbalance debido al empuje que se compensa colocando alguno de los jinetillos en
alguna de las 9 posiciones disponibles. Usualmente se realiza la medida a 15°C; en caso de no
ser posible la determinacién a 15 °C se efectla una correccion teniendo en cuenta el coeficiente
de dilatacion. La correccion es de 0,00064 por grado de temperatura que debe sumarse cuando

ésta es superior a 15°C y restarse cuando es inferior a 15° C.
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Figura 8.4. Balanza de Mohr. (A) escala graduada (B) jinetillo colocado en una de las
posiciones (C) probeta donde se ubica la muestra (D) termoémetro (E) inserto con pinza y
jinetillos adicionales. Fuente: Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos de la
Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP.

Por picnometria (AOAC Method 920.212 y 920.213) se puede determinar la densidad. La
densidad relativa de un aceite a 25 °C, con respecto al agua a 4 °C es la relacion entre las masas
correspondientes a iguales volimenes de aceite a 25 °C y agua a 4 °C. El ensayo consiste en la
determinacion de las masas correspondientes a un mismo volumen de agua y aceite a igual
temperatura y luego referirlas a la densidad del agua a 4 °C.

Procedimiento experimental: se debe limpiar por varias horas un picnémetro (o matraz aforado)
de 50 ml de capacidad con solucion sulfocrémica. Luego de vaciarlo, se enjuaga muy bien con
agua destilada y se llena con agua destilada recientemente hervida y enfriada a
aproximadamente 20 °C. Se deja en un bafio de temperatura constante a 25 + 2 °C. Después de
30 minutos, se enrasa y tapa el picndmetro; se saca del bafio, se seca con pafio limpio y se pesa
al décimo de mg. Finalmente se vacia el picnémetro, se enjuaga varias veces con alcohol y luego
con éter, se deja secar completamente y se pesa a la décima de mg. Se determina por diferencia
el peso del agua contenida en el picnédmetro a 25 + 2 °C.

Si la muestra tiene algo de humedad, se debe eliminar previamente con sulfato de sodio anhidro,
agitando y filtrando a través de papel. Posteriormente se contintia con el procedimiento como ya

fue descripto.
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La densidad del aceite a 25 °C, relativa a la del agua a 4 °C (5 25 °C / 4 °C) se calcula como:
(6 25°C / 4°C) = [(m3 — m1)/(m2 — m1)] X 0,99707

m1: masa del picnémetro vacio, en gramos.

m2: masa del picnémetro lleno de agua a 25 °C, en gramos.

m3: masa del picnédmetro lleno de aceite a 25 °C, en gramos.

0,99707: densidad del agua a 25 °C, relativa a la densidad del agua a 4 °C.

Grado de alteracion de las grasas

El grado de alteracion de un aceite o grasa debido al proceso de auto oxidacion se puede
establecer a través de indices especificos (de conservacién) que determinan el nivel de peréxidos
(producto primario de la reaccion de auto oxidacion) o cuantifican distintos productos secundarios
(aldehidos) a través de reacciones colorimétricas. Por otro lado, la presencia de acidos grasos

libres (no esterificados) se determina a través de una neutralizacion con hidréxido.

indice de acidez (IA)

El indice de acidez (IA; AOAC 940.28) son los mg de hidréxido de potasio necesarios para
la neutralizacion de los acidos grasos libres presentes en 1 g de grasa o aceite.

Es una medida del contenido de acidos grasos libres presentes en las grasas y aceites; donde
ademas se determinan los &cidos minerales existentes. A diferencia del indice de saponificacion,
no se determinan los acidos grasos ligados en los glicéridos. La importancia de este indice es
que da cuenta de los &cidos grasos no esterificados, los cuales son méas susceptibles a la
oxidacion respecto a lo que estan esterificados.

Este indice sirve para detectar fallas en el proceso de refinacién o reacciones de degradacién
que se hayan producido por la accion de las lipasas. Puede dar informacion acerca del peso
molecular promedio de los acidos grasos libres presentes en la muestra.

Procedimiento experimental: se pesan a la décima de mg en un Erlenmeyer
aproximadamente 5 g de muestra y se disuelven con 60 ml de la mezcla de alcohol — éter. Se
agita y titula con soluciéon de NaOH 0,1N valorada hasta viraje de la fenoftaleina.

Si el volumen gastado de solucién alcalina es menor a 1 ml, se debe repetir la determinacién
utilizando una solucién de NaOH 0,01 o 0,02 N.

El IA se calcula segun la siguiente ecuacion:

IA = [(56,1 X V x N)]/M
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V: volumen gastado de la solucién de NaOH en ml.
N: normalidad de la soluciéon de NaOH.
56,1: peso equivalente del KOH (expresado en mg/mili equivalente).

M: masa de la muestra, en gramos.

indice de peréxidos (IP)

El indice de peréxidos (IP; AOAC Method 965.33) determina todas las sustancias que oxidan
al yoduro de potasio bajo las condiciones del ensayo y se expresa como mili equivalentes de
oxigeno activo contenidos en 1 kg de muestra. Es una medida del oxigeno unido a las grasas en
forma de peroxido. Como consecuencia de procesos oxidativos, se forman principalmente
hidroperoxidos, este método permite -con ciertas limitaciones-, dar una estimacion del grado de
alteracién de un aceite o grasa. Se debe considerar que, si la oxidacion esta muy avanzada, los
peroxidos se degradaran y este indice bajara.

Procedimiento experimental: se pesan a la décima de mg 5 g de aceite en un Erlenmeyer
de 250 ml con tapdn esmerilado. Se afiaden 30 ml de una mezcla de acético: cloroformo (3:1
v/v), para disolver la muestra y luego 0,5 ml de la solucién de Kl con pipeta de doble aforo. Se
espera 1 min. antes de agregar 30 ml de agua destilada.

El yodo liberado se titula con Na2S203 0,1 N mientras se agita, hasta la casi total desaparicion
del color amarillo del yodo. Afadir entonces 0,5 ml de solucién de almidén soluble al 1% y
continuar la titulacién, agitando vigorosamente, hasta desaparicién del color azul. Hacer un
blanco solamente con los reactivos.

Si el volumen gastado de Na2S203 0,1 N es menor a 0,5 ml repetir la determinacion con
solucién 0,01 N o0 0,02 N. El titulo del blanco no debe ser mayor que 0,1 ml de Na2S203 0,1 N.

El IP se calcula segun la siguiente ecuacion:
IP = [(A—B)xNx1000] /M
A: volumen gastado (en ml) de tiosulfato de sodio en el ensayo principal.
B: volumen gastado (en ml) de tiosulfato de sodio en el blanco.

N: normalidad de la solucién de tiosulfato de sodio.

M: masa de la muestra, en gramos.
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Ensayo de Kreis

Este ensayo de evaluacién de rancidez oxidativa es un método cualitativo basado en la
produccion de un compuesto rojo, debido a la reaccién extremadamente sensible en medio acido
entre un producto secundario de la oxidacion de grasas o aceites, el aldehido epidrinico y la
floroglucina. Este ensayo complementa el de IP ya que los productos secundarios se acumulan,
no asi los primarios como los peroxidos.

Procedimiento experimental: en un tubo de ensayos se colocan 5 ml de aceite y 5 ml de
HCI concentrado. Se tapa y se agita por 20 s, y se agregan 5 ml de floroglucina (1% en éter
etilico), se tapa nuevamente y se agita por 20 s mas. Se observa la coloracién a los 10 min. Si la
grasa o el aceite esta rancio, la capa inferior (acida) toma un color rosa, violaceo o rojo. Un color
naranja o amarillo es negativo.

Madificacion de Kerr: se realizan 2 diluciones del aceite original:

a) un volumen de muestra + 9 volumenes de vaselina liquida (dilucion 1/10 v/v).
b) un volumen de muestra + 19 volimenes de vaselina liquida (dilucion 1/20 v/v).
Se procede con 5 ml de cada dilucién tal como se detalld anteriormente, los posibles

resultados se resumen en la Tabla 8.6.

Tabla 8.6. Resultados posibles del ensayo de Kreis con la modificacion de Kerr y su

interpretacion.

Sin diluir 1+9 1+19 Interpretacion
- - - No hay rancidez.
No hay rancidez suficiente para producir cambios en el

* ) i color y sabor, pero pronto se producirdn estos cambios.

+ + i Rancidez incipiente, acompafada de cambios vya
perceptibles en el olor y sabor.

+ + + Rancidez definida.

Ensayo del 2-tiobarbituarico (TBA)

El ensayo del 2-tiobarbitturico (TBA, AOCS CD 19-90) permite la determinacién directa sin
aislamiento previo en grasas animales y vegetales, acidos grasos y sus ésteres de los productos
secundarios de oxidacion. Los productos secundarios de oxidacion de grasas y aceites
reaccionan con el acido 2-tiobarbiturico formando productos de condensacion, que tienen un
maximo de absorcién a 530 nm.

Procedimiento experimental: se pesan 50-200 mg de muestra en un matraz de 25 ml, se
disuelven con un pequefio volumen de 1-butanol y se afora. Luego se transfieren 5 ml de la
solucién a un tubo de ensayo, se agregan 5 ml de TBA (200 mg de TBA en 100 ml de 1-butanol),
se tapa el tubo, se mezcla con vortex e incuba 2 h en un bafio a 95° C. Luego de enfriar bajo

canilla se mide la absorbancia a 530 nm utilizando agua destilada como blanco. En simultaneo
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se realiza el procedimiento con 1-butanol en lugar de la muestra. La lectura no deberia ser mayor

a 0,1. El valor TBA, se calcula segun la siguiente ecuacion:

Valor TBA = [50 x (A — B)/M]
A: absorbancia de la muestra.
B: absorbancia del blanco de reactivo.
M: masa de la muestra, en gramos.
50: factor valido cuando el volumen del matraz es de 25 ml y la cubeta tiene 1 cm de camino
optico.

Limitaciones: No es aplicable a muestras que contienen hidratos de carbono y proteinas, los
cuales pueden reaccionar con el TBA. Pueden analizarse si se aisla la fraccion lipidica por
extraccion con solventes o si se destilan los compuestos reactivos al TBA por arrastre de vapor.
Los hidroperoxidos pueden descomponerse formando compuestos reactivos con el TBA y los

antioxidantes pueden reaccionar, disminuyendo el valor de TBA.

Valor de Anisidina (PA)

El ensayo de p-Anisidina, (PA; AOCS Cd 18-90) determina la cantidad de aldehidos
(principalmente 2-alquenales y 2,4-alcadienales) en grasas vegetales y animales y aceites por
reaccion de estos compuestos con p-anisidina en una solucién. Los compuestos de
condensacion formados se determinan espectrofotométricamente a 350 nm. El valor de p-
anisidina (PA) se define como 100 veces la absorbancia (a 350 nm y un camino éptico de 1 cm)
de 1 g de aceite en 100 ml de una mezcla de solvente y reactivo, segun el método.

Procedimiento experimental: se pesan a la décima de mg entre 0,5-4,0 g de muestra limpia
y seca en un matraz de 25 ml. Se disuelve y se lleva a volumen con isooctano. Se mide la
absorbancia de la solucion (As) a 350 nm, utilizando el solvente como blanco. Se trasvasan 5 ml
de la solucién de la muestra (con pipeta aforada) a un tubo de ensayo y se agregan 5 ml de
isooctano en otro tubo. Se agrega 1 ml de reactivo de p-anisidina a cada tubo y se agita. Luego
de 10 min., se mide la absorbancia de la muestra (Am), usando la solucién del segundo tubo de

ensayo como blanco. El valor PA, se calcula segun la siguiente ecuacion:

PA = [25 X (1,2 X A — Ag)/M]

Am: absorbancia de la soluciéon de la muestra después de la reaccion con el reactivo de p-
anisidina.

As: absorbancia de la solucion de la muestra.

M: masa de muestra, expresada en gramos.

25: parametro que tiene en cuenta el volumen del matraz aforado utilizado para la preparacion

de la muestra.
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Limitaciones: La intensidad del color depende de la cantidad de aldehidos y de su estructura.
La intensidad de color se incrementa 4-5 veces cuando los dobles enlaces estan conjugados;
por ello los 2-alquenales y 2,4-alcadienales contribuyen significativamente al valor encontrado.
La absorbancia del isooctano, en cubeta de 1 cm de camino 6ptico, debe ser nula o casi nula en
el rango de 350 a 380 nm.

Finalmente, el valor de TOTOX (Total oxidation value) es un parametro muy utilizado en
aceites refinados que se calcula como el valor de p-anisidina (PA) mas 2 veces indice de peroxido
(IP) mediante la siguiente expresion:

TOTOX =PA+2XxIP
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CAPITULO 9
Determinacidén de fibra alimentaria. Métodos
quimicos y enzimaticos

Carlos Gabriel Arp

La fibra, sus definiciones y clasificaciones

La fibra alimentaria es un grupo de componentes presente especialmente en alimentos de
origen vegetal, entre los cuales se encuentran diversos tipos de polimeros. En la alimentacion,
la fibra cumple un rol fundamental en la salud gastrointestinal y en la modulacién de la microbiota,
influyendo directa e indirectamente en el bienestar general. Es asi como, en las ultimas décadas,
se ha sefalado cada vez mas la importancia de la ingesta de cantidades adecuadas de fibra
como estrategia para disminuir la incidencia de diversas enfermedades cronicas no
transmisibles, como las enfermedades cardiovasculares y del metabolismo. Entre estas
estrategias se encuentran la obligatoriedad de incluir el valor de fibra en los rétulos de los
alimentos, asi como la redaccion de guias y recomendaciones para promover su consumo, entre

otras.

¢ Por qué los alimentos contienen fibra?

La fibra alimentaria se relaciona principalmente con alimentos de origen vegetal. En estos
alimentos, a nivel celular y por encima de la membrana plasmatica, se encuentra una estructura
llamada pared celular, encargada de conferir firmeza y resistencia a la célula. Esto es asi en
frutas, verduras, raices, tubérculos, legumbres, etc. Estas paredes estan conformadas
principalmente por varios tipos de polisacaridos con diversas caracteristicas. Durante el
desarrollo de los vegetales, estos polisacaridos se estructuran, permitiendo al organismo
mantener su forma y no colapsar por su propio peso. Ademas, les otorga proteccién contra dafios
y ataques durante su crecimiento.

Sin embargo, con el pasar del tiempo y en las condiciones ambientales adecuadas, muchos
vegetales (principalmente los frutos) alteran su metabolismo y producen enzimas capaces de
modificar e hidrolizar los componentes de las paredes celulares, generando cambios en su

estructura, liberacion de acidos y compuestos volatiles, y ablandamiento. Es por esta razén que
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los vegetales inmaduros o “verdes”, que se encuentran en etapa de crecimiento y por ende deben
mantenerse protegidos, son mas firmes y resistentes; y que los frutos maduros, que ya se
encuentran desarrollados, son mas blandos, aromaticos y delicados, lo que facilita su consumo
y por lo tanto la diseminacion de sus semillas, garantizando su reproduccion.

Por fuera del reino vegetal, podemos encontrar compuestos de similares caracteristicas en
hongos superiores, en bacterias, e incluso en ciertos animales. Pero, en definitiva, todos estos
compuestos comparten una caracteristica fundamental: no pueden ser digeridos y absorbidos en
forma directa por el sistema digestivo de las personas, ya que no cuentan con las enzimas
necesarias para su hidrdlisis. El resultado es que estos polisacaridos pueden atravesar el tracto
gastrointestinal y llegar al colon sin demasiadas modificaciones, lo que genera ciertos efectos a

nivel fisico y fisioldgico, como veremos mas adelante.

Hacia una definicion de fibra

Fibra alimentaria (o dietaria) es un término que abarca a aquellos componentes que no
pueden ser digeridos en el tracto gastrointestinal de personas sanas debido a la ausencia de
enzimas digestivas endégenas capaces de hidrolizarlos. Asi, en su definicién clasica, la fibra
alimentaria consiste en fragmentos remanentes de componentes de las paredes celulares de
plantas, entre ellos, diversos polisacaridos no almidonosos y lignina. Entre estos polisacaridos
se destacan la celulosa, hemicelulosas y pectinas. La lignina, por su parte, es un polimero
complejo formado a partir de numerosos y diversos compuestos fendlicos en un arreglo molecular
amorfo, siendo la principal responsable de estructurar y dar rigidez a maderas y cortezas.

A medida que proliferaron los estudios sobre la fibra alimentaria a partir de la década de 1950,
esta definicion mas tradicional comenzé a ser cuestionada, ya que toda una gama de
componentes alimentarios no digeribles quedaba excluida de esta definicidn, ya sea por no ser
parte de las paredes celulares vegetales, por pertenecer a la fraccion almidonosa o por no ser
de origen vegetal. Tanto es asi, que en su acepcion mas general el Codigo Alimentario Argentino
define fibra alimentaria como “... cualquier material comestible que no sea hidrolizado por las
enzimas enddgenas del tracto digestivo humano”. Entre estos compuestos se encuentran las
gomas y mucilagos exudados de origen vegetal, bacteriano y fungico; los almidones resistentes,
aquellos fragmentos almidonosos que llegan al intestino grueso sélo parcialmente hidrolizados;
y la quitina, un polisacarido nitrogenado no digerible presente en hongos y animales (artrépodos,
anélidos, cnidarios).

Asi, si bien es posible agrupar a todos estos compuestos en una definicibn amplia, la
diversidad de componentes que conforman a la fibra ha hecho que sea un concepto dificil de
caracterizar, ya que podemos encontrar diferencias segun su origen, composicion, propiedades
fisicoquimicas y sus efectos fisioldgicos, entre otras. Esto ha llevado a que coexistan distintas

clasificaciones para la fibra, dependiendo de los criterios utilizados.
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Clasificacion de la fibra alimentaria

Clasificar la fibra alimentaria es una tarea compleja. En general, no resulta muy util emplear
criterios quimicos o estructurales a la hora de diferenciar las fracciones de la fibra debido a la
heterogeneidad de sustancias quimicas que la integran. Bajo una clasificacion de este tipo,
habria casi tantas fracciones de fibra como sustancias que la componen. Asi, si bien el estudio
de las caracteristicas fisicoquimicas y estructurales es necesario para realizar una
caracterizacion completa de la fibra, en la practica resulta mas util emplear clasificaciones
basadas en otros criterios. Estos pueden ser metodolégicos (por la forma en la que es
cuantificada), o estar ligados a propiedades que las agrupen y den una idea mas general de sus
efectos a la hora de formular un alimento y/o ingerirlo. Entre ellos, se destacan la solubilidad en
un entorno gastrointestinal simulado o la capacidad de ser fermentada por la microbiota intestinal,
propiedades que, ademas, se encuentran estrechamente relacionadas entre si.

En la Figura 9.1 pueden observarse en forma esquematica algunas de las clasificaciones mas

importantes de la fibra y las relaciones entre algunas de ellas.

Fibra
Metgdo P d.te(-)tfarlua o Fibra 1 Solubilidad
analitico . ¥ dietaria
“~¢” | insoluble
/l \\
/’ \\
pd ~ .
— @'a‘// . _Flbra_
2 %{ dietaria
cruda & 2,7
?E:,/ b’b}’ soluble
P ('_.\/b/
,/ 590,’
,/ v‘/
rd
< Fibra

Fibra no

fermentable
fermentable

(prebidtica)

/

Fermentacion

Figura 9.1. Clasificaciones y definiciones de la fibra y sus relaciones.

Propiedades fisicas y quimicas

Como fue mencionado anteriormente, la quimica de las sustancias que componen la fibra es

un criterio que no resulta demasiado adecuado para clasificarlas. Sin embargo, es y ha sido
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sumamente necesaria para establecer y comprender los otros criterios de clasificacion que se
usan actualmente.

En la Tabla 9.1 se describen, en forma resumida, algunas de las propiedades quimicas mas
elementales de los distintos tipos de fibra. Otras caracteristicas que influyen en gran medida en
estas propiedades y deben ser tenidas en cuenta para una comprension mas exhaustiva son,
por ejemplo, su tamano de particula, sus propiedades superficiales y su capacidad para unirse a
otros componentes. Muchas de estas caracteristicas, ademas de determinar sus efectos en la
digestion y en la salud, influyen fuertemente en las propiedades tecnoldgicas y organolépticas
de los alimentos, como su textura, estabilidad, humedad, color, sabor, vida util, etc. Se hara
hincapié principalmente en dos de estas caracteristicas: su solubilidad y su fermentabilidad,

teniendo en cuenta otras de las variables cuando resulte pertinente.

Solubilidad, fermentabilidad y sus efectos

La fibra dietaria otorga ciertos beneficios generales en la dieta que son independientes de sus
propiedades, como producir un efecto de saciedad y disminuir el apetito. Esto se debe
principalmente a que aportan volumen no calérico a los alimentos. Sin embargo, muchas otras
propiedades de importancia si dependen del tipo de fibra y sus caracteristicas. En particular, la
propiedad de la fibra de ligar agua y/o formar soluciones acuosas viscosas se relaciona
estrechamente con su potencial para ser fermentada por la microbiota intestinal, y con otros
beneficios fisioldgicos distintivos. A su vez, la solubilidad en agua de la fibra dietaria impacta en
las caracteristicas y la calidad tecnoldgica de los alimentos. Por estas razones, resulta util realizar
una caracterizacion de sus distintas fracciones en funcién de estos criterios para asi predecir sus

efectos, ya sean tecnoldgicos y/o nutricionales, a la hora de evaluar o formular un alimento.

Celulosa, lignina y hemicelulosas: fibra insoluble y poco fermentable

La fibra insoluble se asocia principalmente a la celulosa, la lignina y ciertas hemicelulosas
(Tabla 9.1). Este tipo de fibra es capaz de absorber muy poca agua, no forma soluciones
viscosas, y carece de capacidad gelificante. En particular, en el caso de la celulosa, la ausencia
de enzimas enddgenas capaces de hidrolizar sus enlaces glicosidicos 3 (1—4) permite que ésta
pueda alcanzar el intestino grueso practicamente intacta. AUn mas, su estructura tridimensional
fuertemente estabilizada por puentes de hidrogeno hace que sus moléculas permanezcan en un
arreglo tridimensional cristalino y compacto, impidiendo que la microbiota coldnica pueda
fermentarla. La lignina, por su parte, es practicamente refractaria a cualquier tratamiento quimico
0 enzimatico que pueda ocurrir a nivel fisiolégico.

Sin embargo, por su incapacidad de ligar agua y aumentar la viscosidad del contenido
intestinal, |a fibra insoluble aumenta la velocidad del transito intestinal. Esto trae aparejado ciertos
beneficios. Por un lado, puede contribuir a aliviar malestares y riesgos asociados a la

constipacion. Por otro lado, la reduccion del tiempo de permanencia de las heces en el intestino
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grueso puede ayudar a reducir el riesgo de enfermedades graves como el cancer colorrectal, ya
que disminuye el tiempo que las células epiteliales del intestino quedan expuestas a sustancias
potencialmente mutagénicas, cancerigenas o toxicas que puedan estar presentes en las heces.

A nivel tecnoldgico, la fibra insoluble tiene efectos relativos dependiendo el alimento en el que
se desee incorporar. En general, al no absorber agua, no compite por ella con otros componentes
de los alimentos. Sin embargo, sus efectos en una matriz alimentaria son altamente dependientes
de la cantidad en la que se presente y de su tamafio de particula, ya que puede interferir
fisicamente y obstaculizar interacciones entre los distintos componentes de los alimentos,
alterando su estructura. Adicionalmente, la incorporacién de fibra insoluble a formulaciones
alimentarias puede generar modificaciones indeseadas en el perfil organoléptico del producto
(textura, sabor, color, etc.), por lo que continuamente se realizan esfuerzos por encontrar y
desarrollar fuentes de fibra que no impacten negativamente en los alimentos, como los almidones

resistentes o las celulosas modificadas.

Pectinas, gomas, mucilagos y hemicelulosas: fibra soluble y fermentable

La fibra soluble es aquella capaz de absorber cantidades significativas de agua y formar
soluciones viscosas, con mayor o menor capacidad gelificante. Es en esta interaccion con las
moléculas de agua que estos componentes se despliegan, dejando expuestos aquellos sitios a
los cuales pueden unirse las enzimas de la microbiota intestinal, permitiendo su fermentacion.
Entre estos compuestos se encuentran principalmente las pectinas, gomas y mucilagos (Tabla
9.1), pero también algunos tipos de almidon y dextrinas resistentes, celulosas modificadas,
ciertas fracciones de hemicelulosa, entre otras.

En general, los componentes de la fibra soluble que consisten en polimeros de cadena muy
larga (como la goma guar y la goma tragacanto) generan viscosidades mas elevadas, mientras
que aquellos polimeros que son muy solubles, y ademéas son méas ramificados o de cadena mas
corta (como la goma arabiga), producen viscosidades menores. De todas formas, debe tenerse
en cuenta que la viscosidad producida por estos componentes puede depender de otros factores,
como la temperatura, el pH, la fuerza i6nica del medio, el tamafio de particula, la presencia de
otros componentes y los procesamientos a los que hayan sido sometidos (secado, molienda,
extrusion, etc).

La capacidad de estas sustancias de generar soluciones viscosas tiene un efecto retardante
en el transito intestinal. Esto hace que el quimo (la mezcla del alimento disgregado, bilis, moco y
enzimas digestivas que avanza por el intestino delgado) permanezca mas tiempo en el intestino.
Por otro lado, el incremento de la viscosidad del contenido intestinal también disminuye la
difusividad de las enzimas digestivas y otros componentes, lo que puede llevar a reducir en cierta
medida la digestiéon de los alimentos y la absorcion de los nutrientes. Esto cobra particular
importancia en la digestion de carbohidratos, donde una digestion y absorcion lenta contribuye a
reducir el riesgo de enfermedades del metabolismo como diabetes mellitus tipo Il, obesidad y

sindrome metabdlico.
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Tabla 9.1. Caracteristicas de las fracciones de fibra mas comunes.

(fenilpropano). Soluble solo en
alcalis fuertes concentrados.

Fraccion Descripcion Caracteristica | Fuentes
Homopolisacarido no ramificado
de glucosa en union glicosidica 3 Vegetales, algas y
Celulosa (1-4). Principal componente algunas bacterias
estructural de las paredes excretoras (celulosa
Insoluble en .
celulares de vegetales. Soluble aqua bacteriana)
solo en &cidos concentrados. P?)co
Heteropolimero no polisacarido,
. e fermentable
complejo y altamente ramificado, o
I . Principalmente en
Lignina de compuestos fendlicos

vegetales lefiosos

Hemicelulosa

Heteropolisacarido ramificado de
xilosa, glucosa, manosa,
galactosa, arabinosa, entre otros,
y algunas de sus formas acidas

Solubilidad y
fermentabilidad
relativas a su

Cereales (pentosanos o
arabinoxilanos), maderas,
plantas forrajeras y

para evitar la deshidratacién de
sus semillas.

(acidos glucurénico y composicion algunas algas verdes
galacturénico).
Heteropolimeros de acido
galacturoénico y sus metilésteres Semillas y cascaras de
. en unién a (1-4). Se clasifican en frutas (manzanas,
Pectinas . e
funcién del grado de damascos, citricos),
esterificacion. Capacidad vegetales, legumbres
gelificante.
Variedad de polisacaridos
altamente ramificados excretados . -
L Acacia (goma arabiga),
por distintos vegetales en Soluble en .
- o Cyamopsis tetragonoloba
respuesta a un dano. También agua. .
. X (goma guar), Ceratonia
producidas por algas y Mas . .
Gomas . : siliqua (goma garrofin),
microorganismos. Se componen |fermentable
algas (carragenanos,
de pentosas, hexosas y sus . .
L - . alginatos), bacterias
acidos uronicos, en diversa (goma xAntica)
proporcion dependiendo de su 9
origen.
Polimeros compuestos de Semillas de chia, cactus,
pentosas, hexosas y acidos suculentas, vegetales,
Mucilagos urénicos. Producidos por plantas algas y cianobacterias

(goma acacia, goma
tragacanto, goma karaya)

Por otra parte, las caracteristicas de la fibra soluble le permiten ser facilmente fermentadas
por la microbiota. En este proceso se generan &cidos grasos de cadena corta (aquellos de menos
de 6 4tomos de carbono, como el acido butirico), capaces de regular el pH intestinal, promover
el crecimiento de la microbiota beneficiosa (efecto prebidtico), proveer de energia a las células
del epitelio intestinal y estimular su crecimiento, mejorar la respuesta inmune, facilitar la
absorciéon de agua y proveer efecto antiinflamatorio y antioxidante, ayudando a aliviar

enfermedades inflamatorias en el intestino. Adicionalmente, aquellos componentes de la fibra
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con alto contenido de compuestos fendlicos y acidos urénicos han demostrado ser capaces de
secuestrar e incluso unirse a sales biliares, lo cual proporciona un efecto hipocolesterolémico
que contribuye a disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares.

A nivel tecnoldgico, las propiedades relacionadas a la hidratacion de la fibra son determinantes
para los atributos del alimento en el que estan presentes o son incorporadas. Las gomas vy
mucilagos son usualmente empleados como aditivos en la formulaciéon de bebidas, postres,
untables, panificados y otros alimentos para que ejerzan efectos estabilizantes, espesantes,
gelificantes, entre otros. Es también el caso de las celulosas modificadas, cuyos tratamientos
quimicos le introducen grupos funcionales como carboximetilo, hidroxipropilo y metilo a los
residuos de glucosa, modificando su estructura tridimensional, otorgandole solubilidad,

capacidad viscosante y gelificante.

Métodos analiticos

La fibra en los alimentos no es detectada por los métodos tradicionales para cuantificar
carbohidratos, debido a su heterogeneidad y resistencia a la hidrélisis quimica empleada en tales
meétodos (ver Capitulo 6). Por esta razén, se han desarrollado métodos especificos para su
cuantificacion mediante la separacion y/o eliminacién del resto de los componentes del alimento,

por vias quimicas o enzimaticas.

Fibra cruda

Por definicién, la fibra cruda es la pérdida por ignicién del residuo seco obtenido después
de la digestion de la muestra con soluciones de H2SO04 1,25% p/v y NaOH 1,25% p/v bajo
condiciones estandarizadas (AOAC 978.10). Esta clasificacion responde a una definiciéon
metodoldgica y comprende a todas las fracciones del alimento que se eliminan mediante este
proceso. La metodologia fue desarrollada de tal manera que, durante la digestion secuencial en
caliente con &cido y base de una muestra desgrasada, se obtenga un residuo libre de proteinas,
carbohidratos y otros componentes. El método se sirve de dos etapas de filtracion y lavado entre
los tratamientos quimicos, y emplea asbestos para facilitar el proceso. Posteriormente, este
residuo es calcinado hasta obtener sélo las sales y minerales asociados a él. Asi, habiéndose
separado lipidos, eliminado proteinas y carbohidratos, y descontando minerales, la materia
restante (es decir, la que se perdié durante la calcinacién) corresponde a la fibra cruda. Puede

observarse un esquema simplificado de este procedimiento en la Figura 9.2.
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Muestra desgrasada (o blanco)
(2 g, finamente dividida)

+ asbestos pre-tratados y
agente antiespumante

3
Digestion con H,5S0, 1,25% p/v

(30 minutos en hervor)

Filtrado y lavado con
agua caliente

'y
Digestion con NaOH 1,25% p/v

(30 minutos en hervor)

| Filtrado y lavado con H,50,,

1 .
1 agua caliente y etanol
e e e e =

A

Secado del residuo
(2ha130°C)

Calcinacion del residuo seco
(30 min a 600 °C)

A

Calculo de Fibra Cruda
mi{i—m,—m
%Fibra Cruda = ————2 0141 o 4100

mmuestra

Figura 9.2. Protocolo experimental para la determinacién de fibra cruda.

Esta metodologia, basada en tratamientos puramente fisicos y quimicos, no logra reproducir
exactamente lo que ocurre tras la ingestion de un alimento. Al contrario, bajo estas condiciones
de digestion, fuertemente acidas y basicas, gran parte de los componentes que definimos como
parte de la fibra son hidrolizados y, por lo tanto, eliminados. Ya que sélo la celulosa, parte de las
hemicelulosas y la lignina presentan un comportamiento quimico capaz de resistir estas
condiciones, el contenido de fibra por este método produce, para la mayoria de las muestras, un
gran error por defecto respecto a lo que ocurriria con un alimento cuando es ingerido. Esto es
particularmente importante en alimentos ricos en fibra soluble. Por esta razoén, en la actualidad
esta técnica ha ido quedando en desuso, empleandose casi exclusivamente para la

caracterizacion de piensos para alimentacion animal. Nuevas metodologias, basadas en
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tratamientos enzimaticos, permiten simular con mayor fidelidad lo que ocurre con un alimento

ingerido por el organismo humano y, por lo tanto, logran resultados mas cercanos a la realidad.

Fibra dietaria total

El método de fibra dietaria total (TDF por sus siglas en inglés) desarrollado por Prosky y col.
(1985; 1988; 1992), a diferencia del de fibra cruda, incorpora enzimas digestivas a la
determinacion. Actualmente, es un método enzimatico-gravimétrico oficial de la AOAC
(985.29) y la AACC (32-05.01). Dado que esta técnica se basa en simular las condiciones
gastrointestinales de la digestion humana, da un resultado mas fidedigno, incluye a las diferentes
fracciones de la fibra y da informacién mas confiable respecto al contenido de fibra en alimentos
para consumo humano.

Para la determinacién, se pesa por duplicado 1,0000 g de muestra (Mmn1 y Mm2 en la Figura
9.3) desgrasada (si contiene mas de 10% de materia grasa) y suficientemente seca como para
permitir una molienda fina (0,3 — 0,5 mm) en sendos vasos de precipitados de cuello alto
(Berzelius) de 500 ml. Sobre las muestras, se adiciona 50 ml de buffer fosfato a pH 6, y se cubre
con film de aluminio. Para la determinacién de un uUnico valor de fibra dietaria total en una
muestra, debe tenerse en cuenta que este procedimiento debe realizarse indefectiblemente con
dos replicados pesados independientemente con una diferencia menor a 20 mg entre ellos.

Una vez preparadas las muestras, el procedimiento siguiente puede dividirse en 3 etapas
principales: digestién enzimatica, precipitacion-filtracion y correcciones finales.

La digestion enzimatica se realiza en 3 subetapas secuenciales: digestién a 100 °C por 30
min con a-amilasa termoestable a pH 6 en buffer fosfato, con agitacién; digestion a 60 °C por 30
min con proteasa a pH 7,5, con agitacién; y digestion a 60 °C por 30 min con amiloglucosidasa
a pH 4,5, con agitacion.

Una vez obtenidos los digeridos, se procede con la precipitacion de la fibra soluble. Para esto,
se adicionan 4 volimenes de alcohol 95% v/v precalentado a 60 °C a cada digerido, y se dejan
reposar durante 60 min a temperatura ambiente.

Luego del reposo, cada precipitado formado se filtra sobre sendos crisoles con vidrio fritado
de poros de 40 — 60 ym, conteniendo 1 g de celite (6xidos de silicio) a modo de lecho filtrante y
previamente secados en estufa a 130 °C por 2 h y pesados (My y My). Para esto, puede
emplearse una bomba de vacio con un kitasato, o una unidad de filtracion como la presentada
en la Figura 9.4. Durante la filtracion, los residuos sélidos retenidos en cada filtro deben ser
lavados sucesivamente con etanol 78%, etanol 95% y acetona. El residuo sélido retenido en cada
filtro y lavado contendra la suma de la fibra insoluble y la fibra soluble precipitada, junto con

humedad y restos de proteinas y minerales asociados.
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Muestra desgrasada (o blanco) Digestion
(1 g, finamente dividida)
I Mml I I Mm2 I
+ 50 ml buffer fosfato pH 6 |
+ 50 pl a-amilasa termoestable i
e e e e e e e e e ==
Digestion con a-amilasa
(30 min, 98 — 100 °C, agitacién)
i > pH7,5(NaOH 0,275 N) Filtrado
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e e e e e e e e e e e = = =
Digestidn con proteasa | ______________ -
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Precipitacion I (precisién0,0001g)
(60 min, T ambiente, reposo) bt Rt -
I [N IIM 1
R e 1Yz
. 1 -
:_filt_rﬁ‘ii?f]_:( ------------ —— - - - - b '
Y
Filtracion y lavado
(lavados: 3 etanol 78%, 2 etanol 95% y 2 acetona)
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Figura 9.4. Unidad de filtracion y detalle de filtros para la determinacion de fibra dietaria total.

Para realizar el calculo del contenido de fibra dietaria total, es necesario eliminar la humedad
de los residuos y conocer qué cantidad de proteinas y minerales quedaron retenidos para poder
descontarlos del valor final, ya que de no hacerlo se cometeria un error por exceso por el aporte
que hacen estos componentes al peso del residuo. En primer lugar, cada filtro conteniendo su
residuo se seca hasta peso constante en estufa a 105 °C, registrandose su peso seco total (M,
y M>). Una vez secos, se destinara un residuo a la correccion de minerales (método por
calcinacion en mufla a 525 °C, 5 h) y el otro a la correccion de proteinas (método Kjeldahl, factor
6,25) (ver Capitulos 5 y 7, respectivamente). Los blancos se determinardn mediante el mismo
procedimiento, en paralelo, sin agregado de muestras (My1 y Ms2). Una vez determinados estos

valores, se realizan los calculos finales y se obtiene el valor de fibra dietaria total.

Determinacion de las fracciones soluble e insoluble

Al método para determinar fibra dietaria total, basado en los métodos 985.29 (AOAC) y 32-
05.01 (AACC) explicados en el apartado anterior, se le han incorporado modificaciones que
permiten discriminar entre las fracciones solubles (método AOAC 993.19) e insolubles (método
AOAC 991.42) de la fibra. Estos nuevos métodos siguen los mismos pasos que el método de
fibra dietaria total en lo que respecta a la etapa de digestién enzimatica. A partir de este punto,
lo que ocurre es una modificacion en las etapas de precipitacion y filtracion, como se detalla a
continuacion (Figura 9.5).

Una vez digeridas las muestras, las mismas se filtran mediante vacio sobre los filtros
preparados para tal fin como fue detallado para la determinacion de fibra dietaria total. Tanto los
recipientes que contenian los digeridos como los residuos retenidos en el filtro se lavan con 2
alicuotas de agua destilada precalentada a 60 °C. En este punto, los volumenes de filtrado y el

agua de lavado se recolectaran en recipientes adecuados para su analisis posterior, ya que en
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ellos se encuentran los componentes solubles de la fibra. Por otra parte, en los residuos sélidos

retenidos por los filtros se encuentran sus componentes insolubles.

Muestras digeridas (o blancos)
(segun método para fibra dietaria total)

M

mi2 Mmsl

Filtros: Filtracién y lavados
(lavados: 2 agua destilada a 60 °C)
1 ]

I Residuos solidos I
Y Y

Lavados adicionales
(2 de etanol 95% y 2 de acetona)

1
1
1
'LMﬁI y Mg, 0 Mg,;; Yy Mg,

e - T
I Solucion filtrada I

Y ¥

Recoleccion
(para fibra dietaria soluble)

_____________

1
L+ 4 vol. etanol

_________

| Secado a 105 °C
1

0 1
1 1
(M0 Mis| 1 peso constante | [1Miz 0 Mz } Loswasorc |
. - Precipitacion
Correcciones finales (60 min, T ambiente, reposa)
A 4
, . A4
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Figura 9.5. Esquema experimental para la determinacion de fibra soluble e insoluble.

Continuando con el tratamiento de los residuos (fibra insoluble), luego del lavado con agua,
los residuos contenidos en cada filtro se lavaran nuevamente pero ahora con 2 alicuotas de 10

ml de etanol 95% y otras 2 alicuotas de 10 ml de acetona, empleando una bomba de vacio o
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unidad de filtracion. Estos nuevos volumenes de lavado no se recolectan ni deben mezclarse con
los anteriores. Una vez lavados, los filtros conteniendo los residuos se secan en estufa a 103 °C
hasta peso constante. Una vez secos y enfriados, los filtros con su residuo son pesados y, por
diferencia con los pesos de los filtros antes del filtrado, se obtiene la masa de cada residuo.
Luego, un residuo de cada uno de los dos filtros se destinara a un analisis de proteinas por el
método Kjeldahl para la correccion de su peso por contenido proteico, y la otra a una calcinacion
en mufla por 5 h a 525 °C para la correccion por contenido de sales y minerales. Asi, para el
calculo de la fibra dietaria insoluble, puede emplearse la férmula que se muestra en la Figura 9.5.

Por el otro lado, para determinar el contenido de fibra soluble se deberan analizar los liquidos
recolectados durante la filtracion. Para esto, en primer lugar, se deberan lavar con etanol 95%
los vasos que contenian el digerido inicial, juntando este volumen de alcohol con los liquidos
recolectados. Conociendo el volumen o peso de cada solucién recolectada (o tomando una
alicuota de volumen conocido de las mismas), se le agregaran 4 volumenes de etanol 95%
precalentado a 60 °C. Como ocurre en el método de fibra dietaria total, este paso inducira la
precipitacion de la fibra soluble contenida en la solucion. Asi, la muestra se deja reposar durante
1 h a temperatura ambiente.

Una vez terminado el reposo, las muestras se filtran cuantitativamente, de igual forma que las
anteriores, en nuevos filtros previamente preparados con celite, secados y pesados. El residuo
y el vaso se lavaran, en primer lugar, con 2 alicuotas de 15 ml de etanol 78%, 2 alicuotas de 15
ml de etanol 95%, y finalmente con 2 alicuotas de 15 ml de acetona. Finalmente, los filtros se
secaran en estufa a 103 °C hasta peso constante, se pesaran, y nuevamente se destinara un
residuo a la determinacion de proteinas por método Kjeldahl y otro a la calcinacién en mufla por
5 h a 525 °C para para corregir su peso por proteinas y minerales, respectivamente. Empleando
también los valores de los blancos, los calculos finales se realizan segun se muestra en la Figura
9.5.

Fuentes de fibra

La mayor parte de la fibra dietaria proviene de alimentos vegetales, ya sea el caso de frutas,
verduras, legumbres, frutos secos y granos, siendo estos ultimos los que proveen la mayor
concentracion de fibra debido a su bajo contenido de agua. Sin embargo, como fuera tratado a
lo largo de este capitulo, la fibra no es exclusiva del reino vegetal, sino que puede encontrarse
también en el reino fungi (hongos comestibles), en el reino animal (varios grupos de
invertebrados como los artrépodos), y en bacterias.

En general, lo alimentos con alto contenido de fibra presentan menor densidad calérica, ya
que ésta no aporta cantidades significativas de calorias. Esta situacién cambia ligeramente en el
caso de la fibra prebiética que, al ser fermentada por la microbiota intestinal, es transformada en
metabolitos (acidos grasos de cadena corta) capaces de ser absorbidos y metabolizados por los

enterocitos a nivel del intestino grueso, aportando cierto valor energético de forma indirecta.
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Por otro lado, muchos alimentos ricos en fibra son también ricos en micronutrientes asociados
a ella. Este es el caso de los granos integrales y los frutos con cascara, cuya fibra se encuentra
generalmente asociada a minerales, vitaminas y antioxidantes. Adicionalmente, estos alimentos
generan mayor sensacién de saciedad y se ingieren mas lentamente debido a que requieren una
mayor masticacion. La Tabla 9.2 muestra, a modo de resumen, los contenidos tipicos de fibra en

una variedad de alimentos sin procesar o minimamente procesados.

Tabla 9.2. Contenido de fibra de diversos alimentos minimamente procesados.

Fuente Fibra dietaria* | Fuente Fibra dietaria*
Trigo (grano entero) 12,6 Brécoli (crudo) 3,3
Maiz 13,4 Zanahoria (cruda) 2,5
Arroz (cocido) 0,7 Manzana (con cascara) 20
Avena 10,3 Frutilla 2,2
Arvejas 3,5 Naranja 1,8
Soja 15,0 Pera 3,0
Papas (sin piel) 1,3 Banana 1,7
Espinaca (cruda) 2,6 Mani (seco, tostado) 8,0
Remolacha 7,8 Almendras 11,2
Berenjena 6,6 Semillas de sésamo 7,8
* g/100 g de porcién comestible

Nota. Adaptada de Dietary fibre content of various food sources, de Dhingra y col., 2012, Journal

of Food Science and Technology

Ingesta diaria recomendada y rotulado nutricional

Los organismos internacionales de salud, como la OMS, recomiendan una ingesta diaria de
entre 20 y 35 g de fibra, una cantidad que puede ser faciimente provista por una dieta que incluya
granos enteros, que pueden aportar entre 10 y 35 g de fibra por cada 100 g de materia seca
dependiendo su origen. Sin embargo, actualmente este valor se encuentra bastante alejado del
consumo real en las dietas occidentales, el cual ronda los 16 g diarios, y esto se debe
principalmente al elevado consumo de alimentos industrializados formulados a base de harinas
refinadas y otros ingredientes con alto grado de procesamiento.

Para ayudar a revertir esta situacion, una estrategia ha sido la incorporacion obligatoria del
contenido de fibra en los rétulos alimentarios (ver Capitulo 1), siempre que esta supere el valor
de 0,5 g por porciéon comestible, asi como su contribucién al valor diario de referencia (VDR) que,
en este caso y para una dieta de 2000 kcal, es de 25 g de fibra.

Asimismo, se ha implementado el uso de la informacion nutricional complementaria (INC),
sobre la cual es posible destacar el contenido de fibra de un alimento como “fuente de fibra”, “con
fibra” o “contiene fibra”, cuando el mismo presenta, en términos de contenido absoluto, al
menos 3 g de fibra cada 100 g (o ml) en platos preparados o 2,5 g por porcidén, segun

corresponda. De igual forma, se permite también destacar como alimento con “alto contenido de
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fibra”, “rico en fibra”, o con “alto tenor de fibra” cuando este contenga al menos 6 g de fibra cada
100 g (o ml) en platos preparados o 5 g por porcion, segun corresponda.

Por su parte, en términos de contenido comparativo, es posible declarar al alimento como
“aumentado en fibra” cuando el mismo sea formulado de tal manera que contenga, al menos, un
25% mas de fibra respecto al alimento de referencia, teniendo este ultimo que cumplir
previamente con el requisito “fuente de fibra”.

En este punto, es importante destacar que estas declaraciones nutricionales solo estan
permitidas para la fibra en forma general, y no para fracciones o componentes particulares de la

misma.
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CAPITULO 10
Aditivos alimentarios

Ricardo Martin Torrez Irigoyen

Introduccion

La seleccion de un alimento por parte de un consumidor depende por lo general de diferentes
factores como, por ejemplo, el color, el aroma, el sabor, la textura, el precio, el valor nutricional,
la facilidad de preparacion y su tiempo de vida util. Si bien cada ingrediente del alimento
contribuye en cierta medida en alguna de estas caracteristicas, en ocasiones las mismas deben
de reforzarse con el fin de mejorar los resultados y obtener productos mas atractivos para los
consumidores. En este aspecto, la industria alimentaria cuenta con sustancias denominadas
aditivos que pueden contribuir a alcanzar dichos objetivos, en este capitulo se realizara una

descripcion de los mismos y sus principales usos en alimentos.
Concepto de aditivo alimentario

El Cédigo Alimentario Argentino (CAA), en su capitulo XVIII, define como aditivo alimentario
cualquier sustancia o mezcla de sustancias que directa o indirectamente modifiquen las
caracteristicas fisicas, quimicas o bioldgicas de un alimento, a los efectos de su mejoramiento,
preservacion o estabilizacién, siempre y cuando se cumplan los siguientes principios:

Deben ser inocuos por si mismos o mediante su accion como aditivos en las condiciones en
las cuales son utilizados.

Su empleo debe justificarse por razones tecnoldgicas, sanitarias, nutricionales o sensoriales.

Tienen que responder a las exigencias de designacion y pureza que establezca el cédigo o
la legislacion vigente.

No obstante, para poder comprender en detalle este y otros aspectos vinculados a los aditivos
alimentarios deben de tenerse presentes algunas otras definiciones. En nuestra region el Grupo
Mercado Comun, perteneciente al MERCOSUR, aprobé las definiciones de ingrediente, aditivo
alimentario, coadyuvante de elaboracién y contaminante con el propésito de fijar la naturaleza
de cada uno y las diferencias entre los mismos.

a) Ingrediente: cualquier sustancia, incluidos los aditivos alimentarios, que se utilice en la
elaboracién o preparacion de un alimento y se encuentre en el producto final sea en su forma
original o modificada.
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b) Aditivo alimentario: cualquier ingrediente incorporado a los alimentos de forma
intencional, sin el propésito de nutrir, con el objeto de modificar las caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas o sensoriales, durante el procesado, preparacion, tratamiento, envasado,
acondicionado, almacenado, transporte 0 manipulacion de un alimento; podra resultar que el
aditivo o sus derivados se conviertan en un componente de dicho alimento. En esta definicion no
se incluyen a los contaminantes o a las sustancias nutritivas que se incorporan a un alimento
para mantener o mejorar sus propiedades nutricionales.

c) Coadyuvante de tecnologia: toda sustancia, que no se consume por si sola como
ingrediente alimenticio y que se emplea intencionalmente en la elaboracion de materias primas,
alimentos o sus ingredientes, para alcanzar una finalidad tecnoldgica durante el tratamiento o
elaboracién. Después del proceso, debera eliminarse del alimento o ser inactivado, pudiendo
admitirse la presencia de trazas de la sustancia, o sus derivados, en el producto final. Por
ejemplo: fermentadores (cultivos de microorganismos); blanqueadores (albimina),
antiespumante (aceite de parafina), entre otros.

d) Contaminante: cualquier sustancia indeseable presente en el alimento en el momento de
su consumo, proveniente de las operaciones efectuadas en el cultivo de vegetales, cria de
animales, tratamiento zoo o fitosanitario, 0 como resultado de la contaminacion ambiental, o de

los equipos de elaboracién y/o conservacion.

Lista general de aditivos MERCOSUR

En la Fig. 10.1 puede apreciarse de manera sintética algunos de los aditivos mas

comuUnmente utilizados en alimentos.

Leudantes
quimicos
Resaltador Glaseantes
de sabor
Antiespumante Espesante Gelificante
Anti- .
humectante Antioxidante Estabilizantes
e e Aromatizante
Emulsificante Aditivos ;
saborizante
Secuestrante Conservador Colorante Endurecedor
Estabilizante Edulcorante Acidulante
Regulador de Humectante
acidez
Mejoradores
de
harina

Figura 10.1 Aditivos alimentarios utilizados en la industria alimentaria.
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En la Tabla 10.1 se mencionan los principales aditivos, la funcién que cumplen en los alimentos

y algunos ejemplos de ellos.

Tabla 10.1. Principales aditivos utilizados en la industria alimentaria.

Nombre

Funcién

Ejemplos

Antiespumante

Prevenir o reducir la formacion de espuma

Acido estearico,
alginato de calcio

Antihumectante/
antiaglutinante

Reducir la higroscopicidad de los alimentos y disminuir la
adherencia entre particulas individuales

Dioxido de silicio,
silicato de calcio

Retardar la aparicién de alteraciones oxidativas en alimentos

Acido ascorbico,

Antioxidante .
Propil galato
Conferir, intensificar o restaurar el color de un alimento Cdrcuma, Luteina
Colorante
Impedir o retardar la alteracién de los alimentos provocada por | Sorbato de sodio,
Conservador

microorganismos o enzimas

acido sorbico

Aportar sabor dulce a los alimentos Aspartamo,
Edulcorante
sucralosa
Aumentar la viscosidad de un alimento Carragenina,
Espesante .
goma arabiga
e Dar textura a través de la formacion de un gel Goma gellan,
Gelificante .
pectina

Estabilizante

Mantenimiento de una dispersién uniforme de dos o mas
sustancias inmiscibles

Alg. de potasio,
goma xantan

Aromatizante/ Dar o reforzar el aroma, el sabor o ambos, de los alimentos Acetaldehido,
saborizante acido butirico

Evitar la pérdida de humedad de un alimento o facilitar la | Maltitol, fosfato
Humectante . L . . .

disolucién de un polvo en un medio acuoso dicalcico
Regulador de Alterar o controlar la acidez o alcalinidad de los alimentos Acido fosfoérico,
acidez potasio acetato

. Aumentar la acidez y/o dar un sabor acido a los alimentos Acido tartarico,

Acidulante

acido fosfoérico

Emulsificante/
Emulsionante

Permitir la formacion o mantenimiento de una mezcla de dos o
mas fases inmiscibles en el alimento

Polifosfato de
potasio, lecitinas

Mejoradores de
la harina

Mejorar la calidad tecnoldgica de las harinas

Enzimas, acido
ascorbico

Resaltador del
sabor

Resaltar el sabor y/o aroma de un alimento

Potasio sulfatos,
calcio fosfatos

Leudantes Liberar gas para aumentar el volumen de la masa Acido tartarico,
quimicos bicarb. de sodio

Aplicadas en la superficie externa de un alimento imparten una | Aceite mineral,
Glaseantes

apariencia brillante o proveen un revestimiento protector

cera microcrist.

Ag.de firmeza/
Endu./ Textu.

Mantener los tejidos firmes o crocantes; interactuar con agentes
gelificantes para producir/fortalecer un gel

Calcio citrato,
cloruro de calcio

Secuestrante

Formar complejos quimicos con los iones metalicos

Tartrato disodico,
bitartrato potasico

Estabilizantes
de color

Estabilizar, retener o intensificar el color de un alimento

Carbo. de mag.,
sulfato de sodio

Espumantes

Favorecer la formacion o el mantenimiento de una dispersion
uniforme de una fase gaseosa en un alimento liquido o sélido

Quilaya extracto,
metiletilcelulosa

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

UNLP

160




NUTRICION Y BROMATOLOGIA — C. FERRERO — P.A. SOBRAL — R.M. TORREZ IRIGOYEN (COORDINADORES)

La lista de aditivos del MERCOSUR, identifica a cada uno de los aditivos permitidos en la
region y el numero de orden en el que se encuentran agrupados en el Codex Alimentarius, es
decir el Sistema Internacional de Numeracion — INS (Codex Alimentarius FAO/OMS, 2023). Es
importante mencionar que dicha lista se encuentra abierta permanentemente para altas o bajas
que se puedan originar a futuro. En el rétulo de los alimentos existe la obligacion de declarar los
aditivos al final de la lista de ingredientes, la misma puede realizarse por 1) la funcién principal o

fundamental del aditivo en el alimento o 2) su nombre completo o su nimero INS.

Roétulo alimentario

En este punto es importante abordar el tema del rotulado o etiquetado nutricional del alimento,
dado que es alli donde los aditivos deben mencionarse. Con este fin, definimos al rotulo como
toda inscripcion, leyenda o imagen adherida al envase de un alimento (ver Figura 10.2). Su
funcion es brindar al consumidor informacién sobre las caracteristicas particulares de los
alimentos. Esta prohibida toda informacion o mensaje que aparezca en las etiquetas de los
alimentos que no sea adecuada y veraz, o que induzca a engafo o error al consumidor (Guia de

rotulado en alimentos envasados, 2016).

Informacidn nutricional La informacion nutricional se expresara por porcion, indicando su
(Porcién 30 g (6 Galletitas) cantidad en gramos o ml. y su equivalencia en unidades o una medida
casera.
Cantidad por porcion % VD (%)

—> EI Valor Diario es la ingesta recomendada de un nutriente para
Valor energético 121 kecal = 508kJ 6 mantener una alimentacion saludable. El valor expresado como % VD
—~— es el porcentaje de ingesta diaria recomendad de un nutriente que se

Carbohidratos 199 \ cubre con una porcion del alimento.

Proteinas 32g 4 ™ Esn energia que aporta el alimento por porcion.
Grasas totales 3.8¢g 7
Nutrientes que deben ser declarados en forma obligatoria.
Grasas saturadas || 0.3 g 1
Grasas trans 04g | -
Fibra alimentaria 169 6
Sodio 228 mg 10

(*) Valores diarios con base a una dieta de 2000 kcal u 8400 kJ,
Sus valores diarios pueden ser mayores o menores dependiendo
de sus necesidades energéticas.

Ingredientes: dependiendo de sus cantidad, los mismos se
ordenan de mayor a menor, deben incluirse en esta seccion
todos los aditivos utilizados en su elaboracién.

Figura 10.2. Rétulo alimentario

Los rétulos de los alimentos que se ofrecen al consumidor deberan contener obligatoriamente
la siguiente informacion:

1. Denominacion de venta del alimento: es el nombre especifico que indica las caracteristicas
del alimento. Debera aparecer en la cara principal del envase del alimento, junto con la marca o
logo del producto.
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2. Lista de ingredientes: se declaran de mayor a menor, segun la cantidad presente en el
alimento. Los aditivos alimentarios deberan declararse a continuacion de los ingredientes.

3. Contenido neto: la cantidad de alimento contenida en el envase.

4. |dentificacién del origen: 1) Nombre o razén social del elaborador, fabricante, productor,
fraccionador, titular (propietario) de la marca, 2)- Domicilio de la razén social, 3) Pais de origen
y localidad, 4) Numero de registro o cddigo de identificacion del establecimiento elaborador ante
el organismo competente y 5) Para identificar el origen debera utilizarse una de las siguientes

"« "«

expresiones: “fabricado en...”, “producto ...”, “industria...

5. Nombre o razoén social y direccion del |mportador (para alimentos importados).

6. Identificacion del lote.

7. Fecha de duracion o fecha de vencimiento: es el lapso de tiempo durante el cual el alimento
es apto para el consumo.

8. Preparacion e instrucciones de uso del alimento, cuando corresponda.

9. Informacién nutricional: permite al consumidor conocer con mas detalle las caracteristicas
nutricionales de cada alimento. Esta informacion se refiere a una porcion determinada,
expresada en una medida casera de consumo habitual, por lo que resultara de suma utilidad a
la hora de comparar los alimentos.

A modo de ejemplo, en la Figura 10.3 se presenta el rotulado nutricional de una variedad de

pan integral.

nacion Nutricional
i_' \ -

|ty S

conervadores:
INS 282, INS 200, INS 202, INS 281, acidulantes: INS 270, INS 330, mejoradores e harina:
INS 341iedulcorante: stevia. )

Figura 10.3. Rotulado o Etiquetado nutricional de un producto panificado tipo integral.
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Nomenclatura de los aditivos alimentarios

Hoy en dia, es habitual encontrar en la lista de ingredientes de los alimentos el tipo de aditivo
y una serie de letras y numeros que responden al Sistema Internacional de Numeracion (INS)
del Codex Alimentarius FAO/OMS. La lista es amplia y su aplicacion depende del tipo de alimento
y el objetivo que se desee, en la Figura 10.4 se representa a modo de ejemplo algunos alimentos

y los aditivos mas utilizados mencionados por su respectivo codigo INS.

ACI 330

INS 223 INS 900 ANT:BHT ANT 300
COL150d  |Ns481i

ACl 338

INS 471

i

Aceite

Galletas

Figura 10.4. Aditivos en alimentos representados mediante sus respectivos codigos de

Gaseosa ‘

identificacion: COL 150 d (colorante caramelo 1V); ACI 338 (regulador de acidez, acido
fosférico); INS 223 (conservante: metabisulfito de sodio); INS 481i (emulsficante: sodio
estearoil lactato); INS 900 (antihumectante: dimetilsilicona); ANT: BHT (antioxidante:
butilhidroxitolueno); INS 476 (emulsificante: Poliglicerol polirricinoleato); ACI 330 (acidulante:
acido citrico); ANT 300 (antioxidante: acido ascorbico); INS 471 (estabilizantes: esteres de
mono y miglicéridos de ac. grasos); INS 472e (emulsificante: Esteres de mono y diglicéridos de

acidos grasos con acido diacetil-tartarico).

En el anexo del Capitulo XVIII de Aditivos Alimentarios de nuestro Codigo Alimentario, se
explican de forma detalla el nimero de identificacion, el nombre y funciéon de todos los aditivos
permitidos. En la Tabla 10.2 se presenta una adaptacién de lo que se puede encontrar en el

anexo mencionado.

Tabla 10.2. Ejemplos de nomenclatura de aditivos permitidos por el Cédigo Alimentario

Argentino.
N° INS Codex | Nombre del Aditivo Funciones
100 Curcuma, curcumina COL
202 Potasio sorbato CON/ ANT/ EST
321 Butilhidroxitolueno, BHT, hidroxitolueno butilado | ANT
955 Sucralosa EDU

Nota: Adaptacién del Anexo del Capitulo XVII del CAA.

En la Tabla 10.2 puede apreciarse en la primera columna el codigo INS, en la segunda el
nombre del aditivo, es importante mencionar que el CAA tiene los nombres de los aditivos en
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espanol y portugués, esto ultimo se omitid en este capitulo por cuestiones de espacio.
Finalmente, en la ultima columna nos encontramos con la funcién escrita de forma abreviada
para cada aditivo, en este caso: COL para colorantes; CON/ANT/EST significa conservante,
antioxidante y estabilizante; ANT antioxidante y EDU para edulcorante (Cddigo Alimentario
Argentino, Capitulo XVIII).

Limites maximos o ingesta diaria admitida (IDA)

Hasta el momento, solo hemos discutido acerca de las definiciones vinculadas a los aditivos
y sus funciones, su forma de incluirse en los rétulos alimentarios y la nomenclatura utilizada para
identificarlos. No obstante, un hecho de gran importancia es la cantidad maxima permitida, es
decir, hasta que cantidad pueden agregarse en un alimento o de acuerdo a la definicion la Ingesta
Diaria Aceptable (IDA) de cada uno.

El concepto de IDA proviene de las recomendaciones sugeridas por la FAO y la OMS
establecidas en el Codex Alimentarius y representa la cantidad o dosis de un compuesto que
puede consumir una persona, sin que signifique un riesgo para la salud. Esta cantidad se expresa
con respecto al peso corporal, en mg de compuesto/ kg de peso/dia. Para determinar dichos
valores, suele recurrirse a la rama de la ciencia de los alimentos denominada Toxicologia
experimental, en la cual se realizan diferentes tipos de ensayos usualmente in vivo que permiten
determinar el tipo y/o grado de toxicidad aguda o crénica (investigando posibles efectos
mutagénicos, teratégenos y cancerigenos) de una sustancia en base a protocolos
estandarizados (Camean y Repeto, 2006). En base a estos resultados usualmente los aditivos
pueden clasificarse también en tres categorias, A, B y C; siendo A para los mas inocuos y C los
que tienen limitaciones para su utilizacién (Salinas, 2000; Badui Dergal, 2006).

En el CAA, en su capitulo XVII citado anteriormente, existe una tabla en la cual se detallan
dichos limites; parte de la misma se presenta a modo de ejemplo en la Tabla 10.3, en este caso

para una harina de trigo acondicionada.

Tabla 10.3. Aditivos nomenclatura, funcion y limite maximo permitido.

INS Nombre de aditivo Funcion Limite maximo (g/100 g o
100 ml)
Harina de trigo acondicionada (harina de trigo con adicién de aditivos)
170 i Calcio carbonato EST/ ACREG/ EMU 1,0 (como calcio)
262 i Sodio acetato ACREG 0,6
270 Acido lactico (L-, D- y DL-) ACl/ ACREG qg.s.

Notas: Adaptacion del Anexo del Capitulo XVII del CAA., g.s., quantum satis hace referencia a
la cantidad suficiente para alcanzar el objetivo deseado, EST: estabilizante; ACREG: regulador

de la acidez; EMU: emulsificante; ACI: acidificante.
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Otro aspecto que despierta el interés en los consumidores es conocer si los aditivos son
naturales o artificiales. Los primeros son aquellos que se extraen de la naturaleza, de diferentes
tipos de productos, con tecnologia de extraccion y purificacion, mientras que los segundos se
obtienen mediante procesos quimicos de relativa complejidad como la fermentacién u otro tipo
de reacciones quimicas. Lo importante en este tema es remarcar que sean de origen natural o
artificial todos los aditivos autorizados por el CAA estan sujetos a estrictas normas de seguridad

internacional.

Declaracién de alérgenos en alimentos

Un tema que ha sido foco de atenciéon desde hace varios afios es el de las alergias
alimentarias, un problema creciente a nivel mundial. Este tipo de alergias surgen como una
respuesta del sistema inmunoldgico en personas sensibles a determinados componentes de los
alimentos. La ingesta de un alérgeno, aun en pequefas cantidades, puede provocar reacciones
cuya gravedad puede varias desde algo leve hasta ocasionar un shock anafilactico, lo cual puede
terminar en la muerte. Dado que hasta el momento no existe una cura para este tipo de alergias,
la manera mas efectiva de prevenirlas es eliminar la presencia de los alérgenos de la dieta de
las personas sensibles. Por tanto, es necesario contar con una normativa adecuada para que en
los rétulos de los alimentos se disponga de la informacién relacionada sobre su presencia
(CONAL, 2017). Antes de continuar, podemos mencionar de forma breve algunas definiciones
que pueden ayudarnos a entender un poco este tema:

Alérgeno: sustancias, principalmente proteinas, capaces de provocar una reaccién alérgica.

Alergias alimentarias: reacciones adversas generadas por mecanismos inmunolégicos
especificos que ocurren en individuos sensibles luego del consumo de ciertos alimentos.

Intolerancias: reacciones adversas a determinados alimentos en personas con sensibilidad
alimentaria, referidas a ciertos agentes quimicos como los sulfitos, las cuales tienen diferentes
mecanismos a la alergia.

Contaminacién accidental: la presencia de cualquier alérgeno que no sea anadido de
manera intencional al alimento. Este tipo de contaminacion entraria dentro de la categoria de
contaminacion cruzada. Es importante tener presente que dicha contaminacion puede producirse
durante cualquiera de las etapas u operaciones desde el cultivo, transporte hasta su
procesamiento, envasado y distribucion hasta las gondolas o puntos de venta.

En el Codigo Alimentario Argentino, en su Capitulo V de rotulado alimentario, se incluye un
articulo (235 séptimo) donde se identifican las sustancias capaces de provocar dichas reacciones
alérgicas y se establecen las normativas para su declaracién en los alimentos. Si bien, es posible
encontrar un gran numero de compuestos con potencial alergénico, en la industria alimentaria se
conocen ocho alimentos como los principales responsables (= 90%) de las reacciones alérgicas

(CAA, Cap. V). Estos alimentos se presentan la Tabla 10.4.
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Tabla 10.4. Alérgenos y sustancias capaces de producir reacciones adversas que deben
declararse a continuacién de la lista de ingredientes del rétulo.

Grupo

Alimentos alergénicos

Derivados de alimentos alergénicos

Trigo, Avena, Cebada, Centeno

Harina de trigo, almidén de trigo, salvado de trigo,
proteina vegetal hidrolizada, extracto de mailta,
etc

CONTIENE TRIGO, AVENA,
CEBADA, CENTENO

CONTIENE DERIVADOS DE TRIGO, AVENA,
CEBADA, CENTENO

Langostinos, camarones,

Quitosano o chitosan (clarificante de cerveza)

2 centolla, langosta, etc.
CONTIENE CRUSTACEOS CONTIENE DERIVADOS DE CRUSTACEO
Huevo entero, fresco, en polvo | Yema, clara, ovoalbumina, lisozima, lecitina de
3 deshidratado, pasteurizado huevo
CONTIENE HUEVO CONTIENE DERIVADOS DE HUEVO
Pescado fresco, curado, Gelatina de pescado, proteina de pescado, etc.
4 ahumado, enlatado, en
conservas.
CONTIENE PESCADO CONTIENE DERIVADOS DE PESCADO
Mani entero, partido, salado, Aceite de mani, harina de mani, etc.
frito, tostado, manteca de mani,
5 pasta de mani, etc.
CONTIENE MANI CONTIENE DERIVADOS DE MANI
Porotos enteros de soja, Harina de soja, proteina de soja, tofu,
brotes, etc. concentrados, aislados y texturizados de soja,
6 lecitina de soja, etc.
CONTIENE SOJA CONTIENE DERIVADOS DE SOJA
Leche fluida, en polvo, entera, Lactosuero, proteinas lacteas (caseina,
descremada, deslactosada, caseinato, lactoglobulina, lactoalbumina), lactosa,
7 etc. etc.
CONTIENE LECHE CONTIENE DERIVADOS DE LECHE
Almendra, avellana, castafa de | Harina de almendra, nuez (u otras frutas secas),
caju y de nuez, nuez, pecan, aceite de almendra, de nuez, etc.
pistacho.
8

CONTIENE (INDICAR LA
FRUTA SECA QUE
CORRESPONDA)

CONTIENE DERIVADOS DE (INDICAR LA
FRUTA SECA QUE CORRESPONDA)

Nota: Adaptado de Plataforma de Alérgenos en Alimentos.
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De acuerdo a los datos presentados en la Tabla, en el Grupo 1 encontramos al trigo, avena,
cebada y centeno; Grupo 2 para crustaceos y derivados; Grupo 3 corresponde al huevo y
derivados; Grupo 4 incluye al pescado y derivados; Grupo 5 para el mani y sus derivados; Grupo
6 para la soja y subproductos; Grupo 7 corresponde a lacteos y derivados y el Grupo 7 para los
frutos secos. En la misma para cada grupo se aclara en letra mayuscula la forma en la que dicho
alimento debe mencionarse en el rétulo alimentario.

Un caso particular lo representan los sulfitos, compuestos que suelen emplearse en ciertos
alimentos como conservantes, antifungicos, antimicrobianos y antioxidantes. Esta familia de
compuestos suele encontrarse en diferentes tipos de aditivos como, por ejemplo: INS 220
(dioxido de azufre), INS 221 (sulfito de sodio), INS 222 (bisulfito de sodio), INS 223 (metabisulfito
de sodio), INS 224 (metabisulfito de potasio), INS 226 (sulfito de calcio), INS 227 (bisulfito de
calcio), INS 228 (bisulfito de potasio). Siempre que la concentracion de dichos compuestos sea
mayor o igual a 10 ppm (10 mg/Kg o 10 mg/L) debe declararse en el rétulo como: CONTIENE
SULFITOS (CAA, Cap. V). La particularidad en este caso se vincula con las reacciones que se
producen cuando se consumen este tipo de compuestos, las mismas son variadas, y pueden ser
asociadas tanto a casos de alergia como de intolerancia, dado que aun el mecanismo por el cual
estos compuestos actian en el organismo no estd completamente dilucidado (Plataforma

Alérgenos en alimentos, 2013).

Métodos de cuantificacion de aditivos alimentarios.

En este capitulo se ha realizado un breve recorrido por los aspectos mas importantes de los
aditivos en la industria alimentaria, definiciones, funciones e identificaciéon y forma de declararlos
en los rotulos como asi también aquellas sustancias que revisten importancia por las implicancias
en la salud que representan para un determinado grupo de personas. Por tanto, es relevante
contar con metodologias apropiadas para identificarlos o cuantificarlos. Hoy en dia, existen
numerosas técnicas las cuales, con el avance de la tecnologia, son cada vez mas precisas. En
la Tabla 10.5 se mencionan algunos aditivos y las técnicas empleadas para su determinacion, la
lista de metodologias es amplia y muy diversa dependiendo del tipo de aditivo y el alimento en

el cual se quiera determinarlo.
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Tabla 10.5. Metodologias para la cuantificaciéon/determinacion de algunos aditivos en alimentos.

Cod. INS | Aditivo Funcién | Método de determinacion Referencia
coL Cromatografia liquida de alta Brazeu, J.,
140ii Clorofilina performance (2018)
. o Cromatografia liquida de alta
320 Butilhidroxianisol ANT performance Wood y col.,
(BHA) (2004)

Cromatografia de gases

Método de Monier-Williams

220228 | Sulfitos ANT | optimizado Wood y col,
I C (2004)
(Destilacién/valoracion)
Cromatografia liquida de alta
_ performance Wood y col.,
954 Sacarina EDU | sublimacion (2004)
Polarografia
202 Sorbato de potasio Cromatografia liquida de alta Fuentes Lopez
CON
211 Benzoato de sodio performance y col., (2015)

Nota: COL: colorante; ANT: antioxidante; EDU: edulcorante; CON: conservante.
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CAPITULO 11
Estudio de casos representativos: Pan, un
alimento rico en almidén

Carlos Gabriel Arp y Cristina Ferrero

Un alimento ancestral

El pan es un alimento que forma parte de la dieta humana desde tiempos remotos. Segun el
CAA (Art. 725):

Con la denominacién genérica de Pan, se entiende el producto obtenido por la coccion en
hornos y a temperatura conveniente de una masa fermentada o no, hecha con harina y
agua potable, con o sin el agregado de levadura, con o sin la adicién de sal con o sin la
adicion de otras substancias permitidas para esta clase de productos alimenticios. (CAA,
2024)

El ingrediente que se ha utilizado tradicionalmente para panificar es el trigo ( Triticum spp.),
cereal que pertenece a la familia de las gramineas y que es el Unico cuyo grano convertido en
harina puede formar una masa eléstica y extensible a la vez. La planta de trigo fructifica en forma
de espiga, estructura que agrupa los granos, siendo el grano de trigo el fruto seco e indehiscente
que contiene la semilla. La molienda de dicho grano es un proceso complejo que permite separar
las cubiertas, el germen y obtener la harina (que fundamentalmente proviene del endosperma de
la semilla), la que sera utilizada para la obtencion del pan. Actualmente se utilizan diversos tipos
de harinas, incluyendo harinas integrales, y mezclas con harinas de legumbres y de otros
cereales para obtener panes de mayor valor nutricional y funcional. Por otro lado, existe una
parte significativa de la poblacién que es intolerante a las proteinas de gluten y que debe
mantener una dieta libre de trigo, y también de avena, cebada y centeno, por lo que se han
desarrollado panificados sin T.A.C.C.

El trigo es originario de Medio Oriente y de alli se extendié por todo el Mediterraneo. Hay
registro de que los egipcios preparaban pan (a partir de un tipo de trigo, el farro), ya que se han
encontrado representaciones en frisos y restos de hogazas en las tumbas, conservados por las
condiciones climaticas del desierto. Los romanos usaban molinos de piedra para obtener harina,
y hornos muy similares a los que se ven en la actualidad en algunas pizzerias (Figura 11.1).

Durante le Edad Media el pan fue un alimento popular, reservandose las harinas refinadas
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para uso de la nobleza. El trigo fue traido a América por los espanoles. En lo que hoy es territorio
argentino, la primera siembra se realizé en el fuerte de Sancti Spiritu, a orillas del rio Carcarafia,
provincia de Santa Fe, tras la llegada al Rio de la Plata de Sebastian Gaboto en 1527. Si bien el
fuerte fue abandonado, la siembra continué en parcelas limitadas. A medida que la colonizacién
avanzaba hacia el sur, el cultivo de trigo se fue extendiendo a la regiéon pampeana. A comienzos
del siglo XX comienza el mejoramiento de los trigos a partir del trabajo pionero de los Ingenieros
Agrénomos Klein y Buck, y del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) (Miralles y
Gonzalez, 2010). El trigo es hoy el tercer cultivo a nivel nacional por volumen y superficie
cultivada. La Argentina ocupa un lugar destacado entre los productores mundiales de este cereal,
habiéndose producido en la campana 2023/2024, 13,5 millones de toneladas (Mt). Anualmente,
se industrializan alrededor de 6 Mt de trigo en nuestro pais, de las cuales la mayor parte se
utilizan para la elaboracion de productos de consumo habitual en nuestro medio: pan, facturas,

pastas, pizzas, milanesas, entre otros (D’Angelo y col., 2023).

Figura 11.1. Molinos y horno en las ruinas de Pompeya. Fotografia: propia.
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Composicion del grano y molienda

En el Capitulo 3 se ha descripto la estructura del grano de trigo (Figura 3.3). Existen dos tipos

de trigo, el que permite obtener masas aptas para levar durante la fermentacion (trigo-pan) y el

que es apto para masas no levadas (trigo-fideo). Estos dos tipos de trigo difieren en varias

caracteristicas como se muestra en la Tabla 11.1.

Tabla 11.1. Caracteristicas de distintos trigos

Caracteristicas

Triticum vulgare

Triticum durum (%)

valor panadero

muy bueno

no apto para panificar

forma del grano

eliptico redondeado

eliptico alargado

color rojizo-amarillento, grisaceo | ambar claro
aspecto opaco translucido

fractura almidonosa, no quebradizo | quebradizo

gluten hiumedo elastico y extensible corto y duro
Peso de 1000 granos 3040 g 50-60 g

Nota: Adaptado de CAA. (*) variedades Candeal y Taganrock

La composicion tipica del grano de trigo es: almidén, 63-71%; humedad, 8-17%; proteina, 8-

15%; azucares, 2-3%, fibra, 2-2,5%; lipidos, 1,5-2%; minerales, 1,5-2%. Estos componentes y

otros, como las vitaminas, no se encuentran distribuidos uniformemente en el grano. En la Figura

11.2 se muestra como se distribuye porcentualmente cada componente en el grano considerando

tres partes: endosperma, germen y salvado (tegumentos + aleurona).
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Figura 11.2. Distribucioén porcentual de distintos componentes (minerales expresados como

cenizas) en las principales partes del grano

Como se puede observar en los diagramas, en las cubiertas es donde se concentran
principalmente los minerales, vitaminas y fibra. Mientras que el endosperma contiene todo el
almiddén del grano y las proteinas formadoras de gluten (gliadinas y gluteninas). Durante la
molienda, se separaran las cubiertas y el germen. En la medida en que esto ocurre, la harina
obtenida tendra, comparada con el grano del cual proviene, una menor cantidad de proteinas, y

una sustancialmente menor cantidad de minerales, fibra y lipidos.
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Se define el grado de extraccion (o rendimiento de molienda) como:

3 g harina
Grado de extraccion (%) = 100 g grano

Una harina correspondiente a un menor porcentaje de extraccion (por ejemplo, 70%) sera
mas refinada que una que corresponde a un mayor grado de extraccion (por ejemplo, 90%). Esta
ultima tendra mas minerales, fibra, vitaminas, lipidos y proteinas, y rendira panes con menor
calidad tecnoldgica por hallarse en menor proporcion las proteinas formadoras de gluten. Una
harina de menor grado de extraccion (mas refinada) tiene, en proporcién, una mayor cantidad de
gliadinas y gluteninas, y dara panes de mejor volumen y textura. Las harinas se tipifican con
numero de ceros: a menor rendimiento y mayor refinamiento de la harina, mayor nimero de
ceros (000, 0000). A las harinas menos refinadas les corresponde un menor nimero de ceros
(1/2 0, 0, 00). La harina integral es la que se obtiene a partir de todo el grano.

En la Figura 11.3 se muestra un esquema muy simplificado de la molienda. Esta se divide
basicamente en dos etapas: la molturacion, que implica la rotura del grano que se efectia con
rodillos acanalados, y la reduccion del tamafo de particulas, que ocurre una vez separadas las
cubiertas (salvado) y el germen.

Previo al proceso y tras llegar al molino, los granos se limpian de distintas impurezas (semillas
extrafias, trozos de madera, metal, etc.) y se almacenan en silos en condiciones controladas, a
baja humedad. Antes de proceder a la molienda se debe humectar el grano (hasta un 17% de
humedad) para poder separar mas facilmente las cubiertas. La molturaciéon es una etapa
necesaria en el procesamiento de este cereal, ya que el grano de trigo presenta un surco que lo
recorre longitudinalmente y que dificulta la separaciéon de las cubiertas. La rotura se realiza
haciendo pasar los granos entre pares de cilindros acanalados que giran a distintas velocidades,
uno en sentido contrario al otro. Luego, hay un proceso de separacién por densidad y tamario de
las distintas particulas obtenidas, utilizando grandes tamices accionados por motores. El salvado,
mas liviano, es separado en esta etapa y almacenado aparte ya que tiene valor como ingrediente
alimentario por ser fuente de fibra. Las particulas mas gruesas son vueltas a molturar (reciclado),
y las mas finas pasan a una etapa de reduccion de tamafio que consiste en atravesar varios
pares de cilindros de superficie lisa (en el grafico se ejemplifica con 4 pares de cilindros, pero
suelen ser mas). Se obtienen asi los productos finales: harinas y sémolas. Antes de salir al
mercado, la harina es enriquecida en el molino con sulfato ferroso y vitaminas, entre ellas, el
acido félico (Ley 25630). Este enriquecimiento tiene como objeto vehiculizar, a través de este
producto de consumo masivo, nutrientes necesarios para evitar enfermedades como la anemia

y malformaciones del tubo neural.
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LIMPIEZA DE LOS GRANOS
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Figura 11.3. Esquema simplificado de molienda. El nimero de pares de cilindros puede ser

mayor al ilustrado
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El gluten

Las proteinas vegetales se han clasificado tradicionalmente por su solubilidad (Osborne,

1908) en:

e Albuminas: solubles en agua a pH = 6,6.

¢ Globulinas: solubles en soluciones salinas, pH = 7, insolubles en agua.

e Prolaminas: solubles en alcohol 70-90% v/v.

¢ Glutelinas: insolubles en agua, soluciones salinas o alcohol, solubles en

acidos (pH = 2) o en alcalis (pH = 12).

En el trigo, las prolaminas se denominan gliadinas y las glutelinas se denominan gluteninas.

Estas proteinas pueden formar una red tridimensional hidratada cuando se mezcla harina con

agua y se amasa (trabajo mecanico), y son las responsables de las propiedades reoldgicas

Unicas de la masa, la elasticidad y la extensibilidad. La elasticidad esta vinculada a las gluteninas

y la extensibilidad a las gliadinas. En la Tabla 11.2 se resumen algunas caracteristicas de las

fracciones proteicas del trigo, con especial foco en las gliadinas y gluteninas.

Tabla 11.2. Caracteristicas principales de las proteinas de trigo.

prolina y glicina, bajo contenido de lisina,

De bajo PM (LMW-G):

PM = 10-70 KD

60% de las gluteninas totales

ricas en glutamina y prolina, pobres en lisina,
HMW-G y LMW-G forman uniones S-S intra e
intermoleculares > polimeros de 150-3000 KD

FRACCION PROTEICA CARACTERISTICAS FUNCION
Albuminas PM < 30 KD coagulan durante
9% globulares coccién
Globulinas ricas en lisina
6%
Gliadinas PM = 30-75 KD intercambios S-S
47-51% Bajo contenido de aminoacidos idnicos (histidina, |durante la
arginina, lisina, acido aspartico y glutdmico). Los |maduracion (*) de
acidos aspartico y glutdmico se encuentran casi |la harinay el
totalmente amidados. amasado;
Forman uniones S-S intramoleculares > extensibilidad de la
monoméricas masa
Gluteninas De alto PM (HMW-G): intercambios S-S
34-38% PM = 60-90 KD durante la
40% de las gluteninas totales maduracion de la
muy ricas en acido glutamico (mayormente harina y el
amidado, como glutamina), alto contenido de amasado;

elasticidad de la
masa

Nota: Basado parcialmente en Gianivelli y col., 2001. (*) cambios quimicos, bioquimicos y
enzimaticos que ocurren en el periodo transcurrido entre la molienda y el uso de la harina
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Una clasificacion mas reciente de las proteinas basada en su origen genético y caracteristicas
estructurales es la que se resume en la Figura 11.4. En esta clasificacion, las gliadinas a, By v,
y las subunidades de glutenina LMW-G, se clasifican como prolaminas ricas en S, las w-gliadinas
como prolaminas pobres en azufre y las subunidades de glutenina HMW-G como prolaminas de
alto PM.

prolaminas

l

Gliadinas (monoméricas) Gluteninas (poliméricas)
o gliadinas a Gliadinas y gliadinas LMW-G HMW-G
B Gliadinas
bajo PM alto PM
I N ]
pobresen S |
ricasen S

Figura 11.4. Clasificacion actual de las proteinas formadoras de gluten. LMW-G: Low molecular

weight glutenin; HMW-G: high molecular weight glutenin

En la Figura 11.5 se representa un modelo de la red de gluten basado en evidencias reunidas
por un proyecto multilateral europeo (Shewry y col., 2001). Las gluteninas pueden formar puentes
disulfuro intra (dentro de) e inter (entre) moleculares, por lo que pueden unirse entre si y por ese
motivo se dice que son poliméricas. Las subunidades de glutenina de alto PM (HMW-G) forman
el esqueleto de la red de gluten a través de uniones covalentes (puentes disulfuro) cabeza-cola,
formando un macropolimero. Las subunidades de glutenina de bajo PM (LMW-G) también se
unen por uniones puente disulfuro a las HMW-G, formando ramificaciones de una o dos
unidades. Las subunidades HMW-G estan relacionadas con la elasticidad de la red y presentan
caracteristicas estructurales particulares a las que se puede atribuir esta propiedad: poseen
secuencias repetitivas que forman giros  organizados en forma de una estructura espiralada
regular (espiral ). Los dominios N-terminales de las subunidades HMW-G tienen un nimero
variable de residuos (entre 81 y 104 de acuerdo al tipo de HMW-G), y adoptan una conformacion
globular con una o mas estructuras de a-hélice. Los dominios C-terminales comprenden 42
residuos y adoptan también una conformacién globular con una estructura a-hélice (Shewry y
col., 2002). Por otro lado, las gliadinas solo pueden formar puentes disulfuro intramoleculares, y
por eso se dice que son monomeéricas. Se unen de manera no covalente al resto de la red. Este
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tipo de interacciones, de menor energia, les da la posibilidad de deslocalizarse y asi darle fluidez

a la red, por lo que las gliadinas se asocian a la extensibilidad de la masa.

LMW [ w- gliadina |
] w- gliadina
]
s( B- gliadina |[ - gliadina ]s Py
5" 5 5

S ESESEY® SEEEESEEEEEEL®  vw
SIS ®

LMw

S
S

-]
S
LMW LMW L LT LT

Figura 11.5. Modelo de red de gluten segun Shewry y col. (2000). LMW: glutenina de bajo

peso molecular; HMW: glutenina de alto peso molecular. En rojo: puentes disulfuro

El almidén

La sintesis de almidon es una de las formas en la que los vegetales pueden almacenar
energia. Este componente se presenta en forma de granulos, que son estructuras semicristalinas
constituidas por dos polisacaridos: amilosa (polimero lineal de glucosas unidas por enlaces a-
1,4) y amilopectina (polimero ramificado de glucosas unidas por enlaces a-1,4 y enlaces a-1,6
en los puntos de ramificacion). Estas moléculas estan orientadas radialmente dentro del granulo,
alternandose zonas no cristalinas (amorfas, en estado vitreo) y zonas cristalinas. En el Capitulo
4 se muestran granulos de almiddn vistos con microscopio 6ptico (Figura 4.1). Los granulos de
diferentes especies vegetales presentan distinto tamafo, morfologia, contenido de amilosa y
amilopectina, entre otras caracteristicas. En su forma nativa, el almidén presenta birrefringencia
bajo luz polarizada y exhibe una cruz de Malta que lo divide en cuatro secciones.

Cuando los granulos de almiddn son sometidos a calentamiento en presencia de agua en
cantidad suficiente, se produce una transicion térmica. La estructura se hidrata, aumentando
varias veces su volumen, pierde su cristalinidad y parte de las moléculas (particularmente, de
amilosa) son lixiviadas. Este proceso se llama gelatinizacién y es lo que permite que el almidén
sea digerible, ya que en esta forma es susceptible a la accién de las amilasas. Al enfriarse, se
genera un gel donde las moléculas de amilosa forman una red estabilizada por puentes de
hidrogeno, y los granulos o fragmentos de granulos hidratados “rellenan” dicha red, dandole
mayor rigidez al gel. Este proceso, que comienza con el enfriamiento, se denomina gelificacion
o gelacion. Finalmente, con el paso del tiempo el gel se rigidiza, contrae y pierde agua, proceso

que se denomina retrogradacion. El fendmeno de retrogradacién es causado por la formacién
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de una mayor cantidad de uniones entre las cadenas de amilosa o entre las zonas lineales de
las ramificaciones de amilopectina. La retrogradacion de amilosa ocurre en un lapso breve, horas,
mientras que la de amilopectina puede tardar varios dias. El fendmeno de retrogradaciéon se
considera una alteracion fisica (es una cristalizacion) que ocasiona pérdida de calidad. En el
caso de los panificados, la retrogradacién es lo que subyace, junto con la deshidratacion, en el
envejecimiento del pan.

En la masa de harina de trigo y agua, los granulos se encuentran en estado nativo y, al
formarse la red de gluten, junto con las estructuras fibrilares de la red se forman peliculas de
gluten recubriendo los granulos como se aprecia en la fotografia obtenida con microscopia

electrénica de barrido ambiental (ESEM) en la Figura 11.6.

— "] 1LL1

Figura 11.6. Micrografia de una masa de harina de trigo obtenida por ESEM (2000x). Se
observan granulos de almidén (A), filamentos de la red de gluten (B) y fragmentos de peliculas

de gluten (C) que cubren parte de los granulos. Fotografia: propia.

Calidad de molienda, de harina y panadera

Calidad de molienda

La tipificacion de harinas, como se vio anteriormente, se realiza mediante el nUmero de ceros,
y esto se relaciona con el rendimiento de molienda. El criterio utilizado para esta clasificacion es
en base a la cantidad de cenizas obtenidas para una harina dada, ya que el contenido mineral
en el grano de trigo es méas concentrado en las cascaras (tegumentos). Asi, este parametro se
relaciona en forma directamente proporcional con el rendimiento molinero (mayor contenido de

cenizas — mayor rendimiento) e inversamente proporcional con el grado de refinamiento de la
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harina (mayor contenido de cenizas — menor refinamiento). La determinacién de cenizas, por su
parte, se realiza por calcinaciéon de una muestra de harina a 600 °C durante 2 h (método AACC
08-01).

Tabla 11.3. Tipificacién de harinas segtn el CAA

N° Ceros %Cenizas maximo*
0000 0,492
000 0,65
00 0,678
0 0,873
7% 0 1,350
* porcentaje en base seca

Otra caracteristica relacionada con la molienda es el color, debido a que los pigmentos se
encuentran también mas concentrados en las cubiertas del grano. Las harinas integrales son,
por lo tanto, mas oscuras. El color de una harina se puede determinar empleando un colorimetro

de superficie.

Calidad de harina

Estos ensayos estan relacionados con la conservacion de la harina, el proceso de molienda

y su estado sanitario. No reflejan la aptitud para rendir un pan de buen volumen y textura.

Contenido de humedad

El contenido de humedad es un parametro relevante para la conservacion de la harina en
condiciones que eviten el desarrollo de mohos, y también es un dato necesario para realizar otros
analisis, como los ensayos alveograficos y farinogréficos. La humedad se determina por el
método 44-19 de la AACC (2000) por secado en estufa a 135 °C durante 2 h, sobre una muestra
de 2,0000 * 0,0005 g de harina.

Almidén daiado

El almidon dafado es aquel que ha sido parcialmente fragmentado durante la molienda. Un
cierto porcentaje de almidén dafado (8-10%) es conveniente para el proceso de panificacion
porque el dafio en la estructura del granulo hace que sea susceptible al ataque de amilasas,
permitiendo que libere azlcares fermentables que sirven de sustrato a las levaduras. También
es conveniente porque absorbe mas agua, favoreciendo el rendimiento panadero. Finalmente, la
presencia de azUcares favorece la reaccion de Maillard en la corteza. Por el contrario, un exceso
de almiddén dafiado conduce a un aumento de la tenacidad de las masas, la exudacion de agua
durante la fermentacion y la generacion de roturas y fisuras en galletitas (Ezquerra, 2024). El

porcentaje de almidon dafiado se puede determinar en forma directa tifendo los granulos
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dafados con Rojo Congo (los no dafiados no se tifien) y cuantificandolos a través de observacion
microscépica. Por otro lado, existen métodos enzimaticos basados en la incubacion de la harina
con amilasas (a-amilasa de malta en el método de Farrand, o B-amilasa de soja en el método de
Stewart). Sélo los granulos dafados son susceptibles al ataque enzimatico y pueden generar
azucares reductores para su cuantificacion. El resultado se relaciona con la cantidad de almidoén

dafnado mediante tablas.

Analisis del tamaio de particula

La distribucion de tamarios de particula de las harinas se puede realizar por cernido. Se
emplea una torre de cribas que van de mayor a menor tamafio de poro. Estas se encuentran
unidas a un eje accionado por un motor que ejerce un movimiento vibratorio. En cada criba
quedara retenida una parte de la harina que se pesara al final del ensayo. Como alternativa, es

posible la utilizacion de una metodologia basada en la dispersion de la luz (Light Scattering).

Filth Test (prueba de materia extrana)
Las particulas de materia extrafia (insectos o fragmentos de ellos, pelos de roedores,
fragmentos plasticos, entre otros) son aisladas y reconocidas mediante microscopia. La

presencia de estas impurezas es una medida de la higiene del proceso productivo.

Calidad panadera

Los ensayos de calidad panadera permiten evaluar el desempefio de distintas harinas al
momento de emplearlas en panificacién. Estan destinados a cuantificar de forma objetiva
distintos parametros que permiten, en mayor o menor medida, predecir la calidad de los

productos y ajustar variables del proceso para cada propésito.

Volumen de pan

Uno de los parametros que se puede evaluar es el volumen de pan. Para esto, se realiza una
panificaciéon en condiciones estandarizadas para evaluar las caracteristicas de la pieza obtenida.
Se puede realizar con una probeta graduada, donde se colocan semillas (de nabo o colza), se
lee el volumen ocupado por las mismas (V1) y, luego de retirarlas, se coloca la pieza de pan y se
vuelven a incorporar las semillas leyendo el nuevo volumen (Vz). El volumen desplazado
corresponde a la pieza de pan. Se puede calcular el volumen especifico dividiendo el volumen

de la pieza por su peso:

V.=V

Volumen especifico = ———
g pvieza
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Una forma mas precisa de realizar esta determinaciéon es empleando un pan-volumenémetro,

como el que se muestra en la Figura 11.7.

camara con

o tubo graduado de
; e,
tapa rebatible Py seccién circular
donde se sujeta : conocida para la lectura
la pieza de pan sin y con la pieza de pan

soporte metalico que permite
la rotacidn del equipo
semillas de

nabo o colza /

base

Figura 11.7. Pan-volumendémetro. Fotografia: CIDCA

Consta de dos camaras unidas por un tubo con una escala graduada. Una de esas camaras
tiene una tapa que permite su apertura. Se realizan primero varias lecturas en el tubo graduado
sin la pieza de pan, obteniéndose un promedio. Se coloca luego la pieza a evaluar sujeta a la
tapa de una de las camaras. Se invierte el dispositivo y se realiza una mediciéon ahora con la
pieza, repitiéndose el procedimiento para obtener un promedio. La diferencia de lecturas (que
corresponde a una diferencia de altura) se multiplica entonces por la seccién circular del tubo,
obteniéndose el volumen desplazado que corresponde al de la pieza de pan.

Determinacion de proteina total y gluten

Se determina proteina total por método de Kjeldahl (descripto en los métodos oficiales de la
AACC, método 46-10) o de Udy (ver Capitulo 8). Ademéas de la proteina total, interesa la
cuantificacion del gluten, humedo y seco, asi como el indice de gluten (Gl) (AACC, método 38-
12). Actualmente, para determinar gluten se utiliza un equipo Glutomatic (Figura 11.8) que consta
de dos amasadoras (el ensayo se realiza por duplicado) donde se introducen 10 g de harina y
una cantidad estandarizada de agua para que, cuando se ejerza trabajo mecanico, se forme una
masa. Luego, la masa es lavada con solucion salina, quedando retenido en el compartimento de
cada amasadora un residuo viscoelastico de color grisaceo, que es el gluten (que aun contiene

un poco de almiddn). Este residuo se retira de la amasadora y se centrifuga, colocando la pieza
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de gluten en un dispositivo con fondo cribado que, al centrifugarse, permite el paso de una parte
del gluten. Al finalizar la centrifugacién se pesa la parte del gluten que no atravesé el tamiz
(fraccion A en la Figura 11.8), el total (A + B en la Figura 11.8), que correspondera al valor de
gluten humedo, y luego se seca y se pesa para obtener el valor de gluten seco.

El indice de gluten (GlI, gluten index) es el porcentaje de gluten humedo que no ha atravesado
el tamiz después de centrifugar. Se calcula a partir de la relacion de pesos entre A y la
suma (A + B). El valor determina la calidad del gluten de esa harina, siendo fuerte para valores

de Gl alto, o débil para valores de Gl bajo.

L1
GLUT!IMA‘EII:{; e‘h

P N

- malla

Figura 11.8. Equipo Glutomatic y esquema de la centrifuga y criba para determinacién de GlI.
Fotografia: CIDCA.

Falling Number (nimero de caida)

Este ensayo determina la actividad a-amilasica endégena de la harina (AACC, método 56-
81). Se prepara una dispersion de harina (7 g) en agua (25 ml) en un tubo que es colocado en
un bafo termostatico (100 °C) para que el almidén gelatinice y pueda ser sustrato de la enzima.
Se realiza una agitacion vertical con una varilla por 60 segundos, luego de los cuales la varilla se
suelta desde su posicién mas elevada, y se mide el tiempo que tarda en caer hasta el fondo. El
tiempo transcurrido se suma a los 60 s de agitacidon previos para obtener el resultado final, en
segundos. Este tiempo se relaciona con la actividad enzimatica, ya que si ésta es alta (cosa que
ocurre cuando hay germinacién prematura de los granos, antes de la cosecha, por factores
climaticos) se producira la degradacién del almidén y la pérdida de viscosidad de la suspension.
Por esta razén y en estas circunstancias, el tiempo de caida sera corto. Por el contrario, una baja

actividad enzimatica permite mantener la viscosidad, resultando en nimeros de caida altos.
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Ensayo de Zeleny (test de sedimentacién)
Este método (AACC, 56-61) se basa en la capacidad de las proteinas del gluten de hidratarse
en presencia de acido lactico. Mide la fuerza relativa del gluten. Los volumenes de sedimentacién

reflejan tanto la cantidad como calidad de proteina.

Farinograma

Es un ensayo reolégico (AACC, método 54-21) que se realiza en un farinégrafo (originalmente
fabricado por Brabender), que consta de una amasadora termostatizada que puede tener
capacidad para 10, 50, 100 o 300 g de harina, y a la que se puede agregar agua desde una
bureta. En un pre-ensayo, se coloca la harina en el médulo de amasado y, con el equipo en
funcionamiento, se agrega agua por goteo hasta que el registro alcanza las 500 UF (unidades
farinograficas). Con el volumen de agua registrado se obtiene el parametro A, que determina la
absorcién farinografica de la harina y se expresa como porcentaje, en ml H20/100 g harina.
Esta proporcidon de agua es la que permitira, a esa harina en particular, desarrollar una red de
gluten de buena calidad. Con este valor de A, se realizan entonces los ensayos propiamente
dichos, donde el volumen de agua se agrega de una vez, dando lugar al farinograma completo

(Figura 11.9), del que se obtienen distintos parametros:

e Tiempo de desarrollo (min): tiempo que tarda el centro de la banda en llegar al maximo.

e Estabilidad (min): tiempo transcurrido entre que el borde superior de la banda toca por
primera vez las 500 UF y vuelve a hacerlo cuando desciende.

e Decaimiento o grado de ablandamiento (UF): distancia entre el centro de la banda y
las 500 UF 12 minutos después del maximo.

¢ Ancho de banda (UF): es la distancia entre la banda superior y la inferior en el maximo.
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Figura 11.9 Farinograma y principales parametros. Fuente: Cortesia de Facundo Bigne

Alveograma

Este ensayo (AACC, método 54-30) se realiza en el alvedgrafo de Chopin. En el alvéografo,
se amasa una cantidad de harina (250 g) con la correspondiente cantidad de agua (solucién
salina), que se obtiene de tablas conociendo la humedad de la harina. La masa se corta en discos
(5) que se dejan reposar. Luego, se fijan sobre una platina, donde se les insufla aire desde la
parte inferior con un compresor, mientras se registra la presiéon generada con un manémetro. La
masa se inflara, reteniendo el aire. En una primera etapa, la presion dentro del globo de masa
aumenta alcanzando un maximo. Luego, decae en la medida que la masa se hace mas delgada
y ofrece menor resistencia a la expansion. Finalmente, el registro caerd abruptamente cuando
se rompa la masa en algun punto.

El tipo de graficos obtenidos se ilustra en la Figura 11.10. El ensayo se hace con 5 replicados,
y el software del equipo calcula la altura (P) y el ancho de la base (L) de la curva obtenida, que
se relacionan respectivamente con la elasticidad y la extensibilidad de la masa. El cociente entre
P y L resulta importante para determinar el uso que se le dara a la harina. Una harina adecuada
para pan tendra una relacion P/L = 1 mientras que una harina para galletas se caracteriza por un
P/L < 1 y una harina apta para pastas por un P/L > 1. El area bajo la curva se relaciona con el

trabajo de deformacién alveografico. Si es pequefio, indica una pobre aptitud panadera.
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Figura 11.10. Alveograma y parametros alveograficos P y L.

Fuente: Cortesia de Facundo Bigne

Extensograma

Este ensayo se realiza con un extensografo o extensigrafo (AACC, método 54-10),
originalmente disefiado por Brabender para ser utilizado en secuencia con un farinégrafo. Se
prepara una masa segun su absorcion y tiempo de desarrollo farinogréficos. La masa es
moldeada en forma de cilindro, se deja reposar 45 minutos y se sostiene por los extremos
mediante unas pinzas que dejan una zona central libre. Luego, el equipo emplea un gancho que
se mueve en forma vertical para estirar la masa hacia abajo en esa zona central, hasta que se
rompe, mientras registra las UF en funcién de la distancia. La masa se vuelve a amasar, se deja
otros 45 minutos en reposo y se vuelve a repetir el procedimiento. Luego de un total de 3 medidas
sobre la misma masa, se obtiene una curva (Figura 11.11), donde la altura maxima del registro
es la Resistencia maxima, asociada a la tenacidad o elasticidad de la masa, y el ancho de la
base es la Extensibilidad. Este ensayo proporciona valiosa informacién sobre el
comportamiento de una masa en aquellos procesos en que es sometida a periodos alternados

de esfuerzo mecanico y reposo.
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Figura 11.11. Esquema de un extensograma y parametros

Amilograma

Este ensayo da informacién sobre el comportamiento del almidén en suspensiéon acuosa
cuando es sometido a un proceso de calentamiento y enfriamiento. El ensayo se realiza en un
amilégrafo bajo un programa de calentamiento, mantenimiento de la temperatura y enfriamiento
con agitacion constante. El almidon nativo gelatinizara, y durante el enfriamiento gelificara. En la
Figura 11.12 se esquematizan los cambios que ocurren y como se relacionan con la viscosidad
de la pasta, que es la variable medida durante el ensayo.

La temperatura en la que comienza el aumento de viscosidad se denomina temperatura de
empastado. La viscosidad de pico o viscosidad maxima coincide con un maximo
hinchamiento de los granulos y lixiviacién de amilosa. A medida que prosigue el calentamiento y
la agitacion, hay mas desintegracion granular y la viscosidad disminuye hasta un minimo que
coincide con el comienzo del enfriamiento. La diferencia entre la viscosidad de pico y el minimo
es un parametro importante, que se denomina “inestabilidad” (breakdown en inglés), e indica
cuan resistente es la pasta de almidén frente al proceso combinado de calentamiento con
agitacion. La viscosidad final permite estimar la tendencia a retrogradar del almidén evaluado:
cuanto mayor sea esa viscosidad final, mayor tendencia a retrogradar. Esta tendencia se puede
analizar mejor a través del valor de asentamiento, que es la diferencia entre viscosidad final y

minima (setback).
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Figura 11.12. Esquema de los cambios que ocurren durante el amilograma

Este tipo de ensayo permite seleccionar el almidon mas adecuado para una formulacion
alimentaria. Si se incluira como ingrediente para alimentos que van a ser refrigerados, se tratara
de elegir un almidon que tenga poca propension a retrogradar (bajo setback, baja viscosidad
final). Si se lo usara como espesante en un producto que debe resistir altos cizallamientos y
temperaturas (por ejemplo, ser bombeado en caliente), se buscara tener la menor inestabilidad

posible.

Panificacion

En la Tabla 11.4 se resumen los principales procesos fisicos, quimicos y bioquimicos que

ocurren durante el proceso de elaboracion del pan, en la corteza y en la miga.

Composicion y valor nutricional del pan

Existen muy diferentes tipos de panes por lo que su composicion sera variable. El pan es un
producto versatil, que admite la incorporacion de ingredientes que mejoren su perfil nutricional.
La composicion tipica de un pan blanco comun, de produccion artesanal, de acuerdo a datos de
la Fundacién Espafiola de Nutricion (2024) es: 58% de carbohidratos (mayoritariamente
almidén), 7,8% de proteinas, 2,2% de fibra, 1% lipidos, 31% de humedad. En cambio, un pan
integral puede, de acuerdo a la misma fuente, tener 49% de carbohidratos totales, 8% de
proteinas, 8,5% de fibra, 1,4% lipidos, 33,1% de humedad y un mayor contenido mineral. El
aporte caldrico es mayor en el caso del pan blanco (277 kcal/100g vs 258 kcal/100g). Desde el
punto de vista nutricional, un pan obtenido a partir de harina refinada tiene menos nutrientes que

uno integral y su principal aporte es energético. No obstante, la tendencia actual es al consumo
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de productos panificados donde se han incorporado otros nutrientes o bioactivos, por ejemplo,
panes con aporte incrementado de fibra (panes con salvado u otras fuentes de fibra) o con acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) o con harinas de leguminosas. Estas ultimas tienen una
composicién aminoacidica complementaria a la de la proteina de trigo: las proteinas de
leguminosas pueden aportar lisina (que es deficiente en el trigo y cereales en general) y los
cereales aportan aminoéacidos azufrados (metionina+cisteina) que son deficitarios en las
leguminosas. La mezcla de harinas conduce asi a una mezcla proteica de mejor peffil

aminoacidico.

Tabla 11.4. Etapas de la panificacion.

Etapa Fenémenos
tamizado de la harina eliminacion de particulas extrafas
mezclado de los ingredientes y absorcién de agua
amasado desarrollo de elasticidad y extensibilidad del gluten
10-20 minutos —SH + HS— <> -S-S—-

interaccion proteinas-glicolipidos-almidon

corte y moldeado

fermentacion dilatacién de la masa
T=23-28 °C evaporacion de agua
2-3h dilatacién del aire atrapado en la masa
humedad relativa controlada generacion de CO, por accién de levaduras o leudantes
(=75%) quimicos
coccién en horno en corteza:
T externa = 230 °C deshidratacion
T interna <100 °C pardeamiento no enzimatico (reacciones de Maillard)
T superficie ~ 195 °C formacion de maltol (flavor)
en miga:

gelatinizacion parcial del almidén

pérdida de vitamina B;

muerte de levaduras

inactivacion de amilasas

coagulacion de proteinas (albuminas y globulinas)
pérdida de agua (contenido final = 45%)

enfriamiento T =21 °C evitar cambios de textura por migracion de agua
humedad relativa controlada (80%) |evitar pérdida de peso
envejecimiento del pan retrogradacion de amilosa y amilopectina

pérdida de humedad
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CAPITULO 12
Estudio de casos representativos: Leche, un
alimento con proteina de muy alta calidad

Eugenia Alejandra Orosco Condori

Introduccion

En una dieta balanceada de un individuo adulto, el 15 % de las calorias totales diarias
consumidas corresponden a la ingesta de proteinas. Dentro de los alimentos ricos en proteinas
de origen animal se incluyen la leche junto con las carnes y el huevo. En este capitulo se realizara
una breve introduccién de aspectos de la produccion, composicion y legislacion correspondiente
a la leche. Ademas, se plantearan los protocolos para el analisis de los distintos componentes y
se evaluara el valor nutricional y funcional de este alimento.

En el Capitulo VIII del Cédigo Alimentario Argentino (CAA) se define:

Articulo 554 - Con la denominacion de Leche sin calificativo alguno, se entiende el
producto obtenido por el ordefio total e ininterrumpido, en condiciones de higiene, de
la vaca lechera en buen estado de salud y alimentacion, proveniente de tambos
inscriptos y habilitados por la Autoridad Sanitaria Bromatolégica Jurisdiccional y sin
aditivos de ninguna especie. La leche proveniente de otros animales debera
denominarse con el nombre de la especie productora. (CAA, 2024)

Ademas de esta definicion legal que establece el CAA también es posible definir a este
sistema alimentario desde otros puntos de vista. Desde el punto de vista bioldgico, la leche es
una sustancia segregada por la hembra de los mamiferos con la finalidad de nutrir a sus crias.
Desde el punto de vista legal es el producto del ordefio de un mamifero sano y que no representa
un peligro para el consumo humano. Finalmente, desde el punto de vista técnico o fisicoquimico
la leche es un sistema en equilibrio constituido por tres sistemas dispersos: emulsidn
correspondiente a los gldbulos grasos, suspensién de las micelas de caseina junto a minerales

en estado coloidal y solucién de lactosa y minerales.
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Biosintesis de la leche

La leche es el producto de la glandula mamaria. En los animales bovinos este érgano es
altamente productivo para la biosintesis alcanzando rendimientos promedio entre 17 y 24 litros
de leche por dia para vacas en ordefio en tambos argentinos (OCLA, 2023). La leche se origina
en los alvéolos que son las unidades productoras. Estos contienen el tejido secretor y un lumen
donde se almacena el producto sintetizado. A su vez se encuentran conectados a una red de
conductos que van aumentando de calibre hasta la cisterna, para desembocar en el pezén del
animal. A las células epiteliales de secrecién que son altamente orientadas, con su nucleo cerca
de la membrana basal, y que estan en contacto con la sangre y la linfa, llegan los componentes
simples para realizar la sintesis de proteinas, lipidos y lactosa.

Dentro de estas células secretoras se sintetizan las proteinas propias de la leche: caseinas,
B-lactoglobulina y a-lactoalbumina, mientras que la albumina sérica y las inmunoglobulinas
provienen directamente desde la sangre y se transportan a través de la célula epitelial mediante
receptores especificos. La sintesis de proteinas comienza en los ribosomas citoplasmaticos que
luego pueden asociarse al reticulo endoplasmico para continuar la sintesis. Cuando la sintesis
finaliza, los ribosomas se separan del reticulo endoplasmico. A continuacion, en el aparato de
Golgi ocurren las modificaciones postraduccionales como la fosforilacion y glicosilacion de
ciertos residuos de las proteinas. Aqui dentro es donde se produce el ensamblaje de las caseinas
para dar lugar a las micelas y se produce la sintesis de la lactosa. Desde el aparato de Golgi se
forman las vesiculas que contienen los productos de la sintesis que se dirigen hacia la membrana
apical para luego fusionarse con esta y volcar su contenido al lumen alveolar para su
almacenamiento (Swaisgood, 2019).

La grasa también se sintetiza en el reticulo endoplasmico formando gotas lipidicas que se
encuentran cubiertas por lipidos polares y proteinas. Estas gotas se trasladan hacia la membrana
apical de la célula epitelial, donde son transportadas al lumen alveolar por pinocitosis, es decir,
rodeadas por membrana plasmatica formando el denominado glébulo graso (Argov y cols.,
2008). La asociacion entre la materia grasa y la membrana plasmatica tendra impacto durante el
procesamiento de la leche en la etapa de homogeneizacién, asi como también en los
procedimientos utilizados para la determinacion cuantitativa de este macrocomponente como se
mencionara mas adelante.

Los electrolitos de la leche se transportan desde la sangre a través de bombas y canales
ubicados en la membrana basolateral de las células epiteliales. La concentracién de iones sodio
y calcio resulta ser menor que en el plasma sanguineo dado que la leche es isoosmoética con el
plasma y la presencia de lactosa aporta a la osmolaridad.

Finalmente, en el momento del ordefio se produce la liberacion de la hormona oxitocina al
torrente sanguineo. Esta hormona se une a las células mioepiteliales que rodean al alvéolo
produciendo que éste se contraiga, expulsando la leche almacenada en el lumen que recorre

todo el sistema de conductos hasta su salida por el pezon.
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Componentes de la leche

La composicion de la leche puede variar por diversas causas entre las que se incluyen la
especie y raza del animal, la alimentacién, los cambios estacionales, entre otros. La leche es un
alimento adaptado a las necesidades de cada cria en particular, segun su especie. En la Tabla

12.1 se muestra la composicion de la leche de vaca, bufala y humana.

Tabla 12.1. Composicién quimica de la leche de diferentes especies (por cada 100 g).

Nutriente Vaca Bufala Humana
Agua (g) 88,0 84,0 87,5
Energia (kcal) 61,0 97,0 70,0
Proteina (g) 3,2 3,7 1,0
Grasa (g9) 3,4 6,9 4,4
Lactosa (g) 4,7 52 6,9
Minerales (g) 0,72 0,79 0,20

Nota. Adaptado de Composicién de la leche y valor nutritivo. Infocarne.com.

Microestructura de la leche

Como se menciond anteriormente desde el punto de vista fisicoquimico los componentes de
la leche estan formando sistemas dispersos: la materia grasa formando parte de una emulsién,
las proteinas conformando una dispersion o en solucion.

En el caso de las proteinas hay dos fracciones presentes. Por un lado, la fraccion caseinica
que esta presente como dispersion y las proteinas del suero que son proteinas solubles. Las
diferentes caseinas representan alrededor del 80 % del contenido total de proteinas, mientras
que las proteinas del suero representan el 20 % restante. En la Tabla 12.2 se detallan las
caracteristicas de las proteinas de la leche.

Las caseinas se caracterizan por tener fésforo que se incorpora a grupos laterales del
aminodcido serina como grupos fosfato, en distintas proporciones (Tabla 12.2). La as1-caseina
y as2-caseina son las que mas fosforo contienen, seguidas por la p-caseina, mientras que x-
caseina y y-caseina tienen muy poco fésforo. Esta diferencia en el contenido de fésforo afecta a
la susceptibilidad frente al calcio para precipitar. Las caseinas no son proteinas globulares por
lo que necesitan agruparse entre si para formar una dispersion estable; estos agregados se
denominan micelas. Las proteinas del suero son proteinas globulares solubles por lo que forman

una solucion verdadera en la leche.
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Tabla 12.2. Caracteristicas de las proteinas de la leche de vaca.

Fraccion Participacion (%) | Punto isoiénico Cf(:’)r;tfe;r:)d(c; A,C;e
Caseina 80

as1-caseina 34 4,92-5,35 1,1
as2-caseina 8 - 1,4
k-caseina 9 5,77-6,07 0,2
B-caseina 25 5,20-5,85 0,6
y-caseina 4 5,8-6,0 0,1
Proteinas del suero 20

B-lactoglobulina 9 5,35-5,41

o-lactoalbumina 4 4,2-4,5

Seroalbumina 1 5,13

Inmunoglobulinas 2

Proteosa-peptona 4 3,3-3,7

Nota. Adaptado de Bovine milk proteins, Belitz y cols., 2004, Food Chemistry.

La estructura de la micela de caseina se puede explicar por diversos modelos que fueron
evolucionando a lo largo del tiempo sobre la base del desarrollo de nuevas técnicas analiticas
que aportan nuevas evidencias experimentales (Ferrandini y col., 2006). La estructura de las
caseinas se puede analizar considerando la carga neta en diferentes partes de la cadena
polipeptidica y registrando la hidrofobicidad de las distintas porciones de la cadena. De esta
forma se puede estimar qué porcion de cada caseina se orientara hacia el suero por tener carga
neta debida a fosforilaciones o glicosilaciones como en la k-caseina, y cuales dominios se
orientan hacia el interior de las micelas. El primer nivel de organizacién de la micela corresponde
a la formacion de submicelas.

Actualmente el modelo aceptado indica que primero ocurre la formaciéon de submicelas que
es el primer nivel de organizacién. Las submicelas tienen una composicion variable dependiendo
de la ubicacion dentro de la micela, ya que se observa que las submicelas mas externas en
contacto con el suero son mas ricas en k-caseina lo que favorece la estabilizaciéon global de la
micela. Las submicelas se unen entre si mediante puentes quimicos de fosfato de calcio
formando una estructura que no es compacta sino porosa.

En el modelo de Walstra (1984) ya se menciona la presencia de submicelas mas ricas en «-
caseina orientadas hacia el exterior de la micela ademas de incorporar la orientacién de las colas
glicosiladas hacia el suero contribuyendo a la estabilizacién de la micela. Segun este modelo las
submicelas se unen entre si mediante puentes quimicos de fosfato o carboxilato de calcio.

Los modelos mas actuales de estructura interna (Holt, 1992) y de enlace dual (Horne, 1998)

tienen en cuenta la interaccion entre dominios hidrofébicos entre si.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 194



NUTRICION Y BROMATOLOGIA — C. FERRERO — P.A. SOBRAL — R.M. TORREZ IRIGOYEN (COORDINADORES)

La materia grasa de la leche se encuentra como glébulos grasos que estan formados por
triglicéridos que, ademas de contener acidos grasos de cadena larga, tienen cantidades
significativas de acidos grasos saturados de cadena corta de 4, 6, 8, 10 y 12 atomos de carbono.
Los acidos grasos mayoritarios son 14:0, 16:0, 18:0 y 18:1. Ademas, en la leche hay lipasas que
es necesario inactivar durante la pasteurizacion para evitar reacciones de lipdlisis.

Un criterio de genuinidad correspondiente a la grasa lactea se establece en el articulo 555
bis del CAA que indica el cumplimiento de ciertas relaciones de acidos grasos determinados por

cromatografia gaseosa de los ésteres metilicos de los acidos grasos.

14:0/18:1=>0,30
12:0/10:0=(0,95-1,3)
14:0/12:0=(3,0-4,1)
10:0/8:0=(1,85-2,3)

Respecto del contenido mineral de la leche, en el caso del calcio y del fésforo, una parte se
encuentra en fase soluble y otra parte en fase coloidal asociada a las micelas de caseina. En el
caso del calcio, el 33 % se encuentra en fase soluble y el 67 % restante en fase coloidal. Para el
caso del fosforo, el 45 % se encuentra en fase soluble y el 55 % en fase coloidal.

La lactosa se encuentra completamente en la fase soluble.

Procesamiento de la leche

En el tambo se realiza el ordefie de los animales en condiciones higiénico - sanitarias que
aseguren la minima contaminacion del producto. Posteriormente la leche se trasporta hasta la
usina lactea en camiones refrigerados en donde se realizan los procesos de pasteurizacion,

normatizacion y homogeneizacion.

Pasteurizacion

El tratamiento de pasteurizacién consiste en realizar un tratamiento térmico a la leche para
prolongar su vida util. En este proceso se realiza un calentamiento para inactivar enzimas y
eliminar microorganismos patégenos. Este tratamiento no elimina microorganismos alteradores
por lo que la leche debe ser enfriada inmediatamente después del tratamiento térmico, a una
temperatura no superior a 5°C.

El tratamiento térmico se realiza en dos momentos durante el procesamiento. El primer
tratamiento térmico se realiza en un intercambiador de placas que permite la inactivacion de
enzimas. Posteriormente la leche ingresa a un sistema de refrigeracion para continuar con el

proceso de normatizacién. Finalmente hay un segundo tratamiento térmico, usualmente en
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intercambiador de placas, a continuacion del proceso de homogeneizacion. En este paso se

realiza la inactivacion de microorganismos patégenos para obtener la leche pasteurizada.

Normatizacion

A continuacion de la pasteurizacién se realiza la separacion de crema mediante una centrifuga
continua que permite la separacion de la crema o nata, obteniéndose asi la leche descremada.
Esto permite que se puedan volver a mezclar la crema y la leche descremada en determinadas
proporciones segun lo que establece el CAA. Esto ultimo, permite clasificarla segun su contenido
de materia grasa en:

e Leche entera, con un minimo de 3,0 % p/v.

e Leche semidescremada o parcialmente descremada, entre 0,6 a 2,9 % p/v.

e Leche descremada, con un maximo de 0,5 % p/v.
La leche entera que ha pasado por este proceso y se ajusta su contenido de materia grasa a un
3 % se denomina leche normatizada.

El remanente de crema extraido se utiliza para la elaboracion de otros productos como crema,

manteca, quesos o dulce de leche entre otros.

Homogeneizacion

En la leche la materia grasa se encuentra bajo la forma de glébulos grasos que tienen un
tamafio que varia entre menos de 1 um hasta 15 pm. Estos forman una emulsién que
dependiendo del tamario de los glébulos puede presentar una estabilidad variable ya que con el
paso del tiempo pueden ocurrir los fendmenos de agregacion o floculacién de la materia grasa,
que cambian la apariencia de la leche. Para evitar estos fendmenos y aumentar la estabilidad de
del sistema la leche se realiza un proceso de homogeneizacién. Este proceso consiste en hacer
pasar la leche a través de una valvula en donde las gotas de grasa se rompen y convierten en
particulas de menor tamafio haciendo que el producto sea mas estable. Al romper los glébulos
grasos también se rompe la membrana plasmatica que los rodea, aumentando la superficie
expuesta de la materia grasa, que entra en contacto con micelas de caseina que se agregan

sobre la superficie (Huppertz y col., 2020).

Analisis de leche y productos lacteos

El analisis de la leche nos da informacién acerca de las condiciones higiénico-sanitarias, su

procesamiento y también pueden arrojar indicios de una posible adulteracion. Segun el articulo
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555 del CAA la leche destinada a consumo o a la elaboracién de productos lacteos debe presentar

las caracteristicas fisicoquimicas que se detallan en la Tabla 12.3.

Tabla 12.3. Caracteristicas fisicas y quimicas que debe presentar la leche destinada a ser

consumida como tal y la destinada a elaborar productos lacteos.

Requisito Valores aceptados
Densidad a 15° C (g/ml) 1,028 — 1,034
Materia Grasa (g/100 cm3) Min. 3,0
Extracto Seco No Graso (ESNG) (g/100 g) Min. 8,2
Acidez Dornic (g acido lactico/100 cm3) 0,14 -0,18
Descenso crioscopico Max. -0,512 °C
Proteinas totales (N x 6,38) (g/100 g) Min. 2,9

Nota. Adaptado del Cédigo Alimentario Argentino, art. 555.

Preparacion de la muestra

La muestra de leche se debe llevar a 15 °C y mezclar por trasvase entre recipientes limpios
para asegurar su homogeneidad. En caso de que la muestra presente grumos de crema o nata
que persisten luego del mezclado, se debe entibiar la leche en un bafo de agua a 37 °C y mezclar
hasta homogeneidad. Luego se vuelve a enfriar hasta 15 °C para continuar con las

determinaciones.

Evaluacién de caracteres organolépticos

Se puede describir la leche fresca obtenida en circunstancias normales, de color blanco
intenso, completamente opaca, de olor débil y sabor suave, pastoso y débilmente azucarado.
Desde el momento que la muestra ingresa al laboratorio, si bien se trata de un alimento, no se
debe probar (comer o beber) por lo que el analisis se realizara prescindiendo del sentido del
gusto. En este caso la evaluacién de caracteres organolépticos se realiza utilizando el resto de
los sentidos para describir los atributos asociados a la apariencia, aroma y consistencia (IDF-ISO,
2023).

En cuanto al olor de la leche, hay descriptores correspondientes a aromas esperados y aromas

no deseados segun se muestra en la Tabla 12.4.
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Tabla 12.4. Descriptores correspondientes a distintos aromas en una muestra de leche.

Aromas esperados Aromas no deseados
Acido
Caramelo A quemado
Fermentado
A crema
) A moho
A hierba .
o Rancio
Lactico .
) Butirico
A cocido .
A animal
Metalico

Dentro del andlisis visual también hay descriptores asociados al color y a la apariencia; estos
se presentan en la Tabla 12.5.

Tabla 12.5. Descriptores asociados al color y apariencia de una muestra de leche

Color Apariencia
Granulosa
Con capas o grumos de crema
Blanquecino Cuajada
Tostado Presencia de cuerpos extrafios
Beige Sedimentacion
Amarillento Separacion de fases
Opaco o brillante Grasa libre
Proteina libre
Presencia de hongos

Finalmente, sobre los atributos de consistencia se puede decir si la leche es lisa o0 espesa.
Una vez que se definen los descriptores es posible cuantificarlos mediante una escala
graduada para indicar la intensidad de cada parametro.

Analisis fisicoquimico

Densidad

La densidad de la leche se puede determinar mediante el uso de un picndmetro o un
lactodensimetro, informando el resultado a 15 °C segun se establece en la normativa.

La determinacion utilizando un picnédmetro consiste en medir el peso de la leche que se
introduce dentro de un picnédmetro de volumen conocido.

Otra forma de medir la densidad es utilizando un lactodensimetro que es un instrumento de
vidrio calibrado para medir la densidad en muestras de leche y en algunos casos también tiene
incorporado un termémetro para medir en simultaneo la temperatura de la muestra (Figura 12.1).

El procedimiento consiste en colocar un volumen de leche dentro de una probeta. A continuacion,
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se suelta el lactodensimetro con un giro suave sin que toque las paredes de la probeta. Una vez
estabilizado se leen las escalas de temperatura y densidad. Si la lectura de densidad se realiza
a temperaturas distintas de 15 °C, en el intervalo £ 5 °C, se debe realizar una correccion para

informar el valor correspondiente a 15 °C segun la siguiente expresion,

D'®=DT+ AT . 0,0002
Donde:
D' = densidad a 15 °C
DT = densidad a la temperatura T dentro del intervalo 15+ 5 °C

AT = diferencia de temperatura con el valor de referencia
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Figura 12.1. A. Lactodensimetro con escala para densidad y temperatura, B. Medida de la
densidad de una muestra de leche, C. Lectura de escala, T = 17 °C y densidad = 1,033 g/cm?.

Fuente: Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos.

Si la temperatura es mayor a 15 °C se aplica el signo + para el céalculo y si es menor se usa
el signo negativo. Para el ejemplo de la Figura 12.1 C, la temperatura medida es de 17 °C (escala
superior, en °C) y la densidad medida es de 1,033 g/cm? (escala inferior, que indica el valor del
segundo y tercer decimal). Aplicando la correccion por temperatura, la densidad a 15 °C resulta
igual a 1.0334 g/cm3.

Conocer la densidad de la leche nos permite realizar alguna inferencia acerca de la posible
adulteracién de la muestra cuando el valor encontrado se aleja del rango aceptado por el CAA
(Tabla 12.3). En caso de medir una densidad menor a 1,028 g/cm?® se puede sospechar la
adulteraciéon por el agregado de agua, denominada “aguado”. Para confirmar esta posible
adulteracién debe verificarse la dilucion de otros componentes de la muestra. Por el contrario, si
la densidad medida resulta ser mayor a 1,034 g/cm3, este aumento de densidad puede darse por
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el desgrasado, ya que, al tener la materia grasa una densidad menor a 1, una menor proporcion
de esta en la leche causa un incremento de la densidad. La otra razén para un aumento de la

densidad es el agregado de solutos.

Extracto seco total

El extracto seco total (EST) consiste en cuantificar los solidos totales presentes en la leche:
lactosa, proteinas, grasa y minerales. El procedimiento consiste en pesar en balanza analitica el
volumen correspondiente a 5 ml de muestra, medidos con pipeta de doble aforo, en una caja de
Petri (CP) cuyo diametro sea de al menos 5 cm. Es habitual preparar las cajas de Petri con arena
calcinada para favorecer la transferencia de calor y pérdida de agua durante el calentamiento
segun lo mencionado en el Capitulo 5.

A continuacion, la caja de Petri con la muestra se calienta en un bafio de vapor durante al
menos 15 minutos para producir una evaporacion lenta. Posteriormente la caja se lleva a estufa
a 100 °C para continuar con el secado hasta peso constante. Finalmente, la placa se retira de la
estufa y se deja enfriar en un desecador para su posterior pesada en balanza analitica. El valor

correspondiente al EST se calcula de la siguiente forma:

(peso CP con arena + muestra después de secado a 100 °C - peso CP con arena ). 100

EST= cantidad de leche (g o cm?)

Extracto seco no graso
El extracto seco no graso (ESNG) es un parametro calculado que resulta de la diferencia entre
el valor de extracto seco total y el contenido de materia grasa (MG) de la muestra, representando

al extracto sélido que no es materia grasa.

ESNG = EST - MG

El ESNG tiene un valor minimo segun el CAA igual a 8,2 g/100 cm3. Este parametro presenta
menos variacién que el EST ya que de todos los componentes sdlidos de la leche, la materia

grasa es el que presenta mas variacion.

Lactosa

Para la determinacién de lactosa en leche se puede utilizar el método de Fehling — Causse —
Bonnans (FCB) descripto en el Capitulo 6 de este libro, aplicando el protocolo para glucidos
solubles reductores. El procedimiento consiste en preparar una solucion a partir de la muestra de
leche que tenga una concentracion equivalente a 0,5 % p/v como glucosa, siguiendo los pasos
de defecacién, decantacidn y filtracién para obtener la soluciéon adecuada para valorar el reactivo
de FCB.
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La lactosa es un disacarido reductor que frente al reactivo de FCB reacciona manteniendo la

siguiente relacién de masas con la glucosa:

50 mg de glucosa ~ 66 mg de lactosa anhidra

Esta equivalencia habitualmente la denominamos factor empirico de la lactosa. Este factor se
utiliza para realizar el calculo del contenido de lactosa en la muestra cuando se utiliza como patréon

una solucion de glucosa al 0,5 % p/v.

Proteinas

Para la cuantificacion de proteinas en muestras de leche se puede realizar el método de
Kjeldahl que es uno de los métodos de referencia. También se puede utilizar el método de
Kofranyi o del nitrégeno alcali labil, o el método espectrofotométrico de Amido Black de
interaccion proteina — colorante. Todos estos métodos fueron introducidos en el capitulo 4 y

descriptos en detalle en el Capitulo 7.

Materia grasa por el método de Gerber

Recordando que la materia grasa de la leche tras ser sintetizada es rodeada por membrana
plasmatica y que durante el proceso de homogeneizaciéon también se produce la agregacion en
la superficie de micelas de caseina, esto representa una dificultad para utilizar los métodos de
determinacion de lipidos basados en la extraccion directa con solventes. Por esto, la
determinacion de materia grasa en muestras de leche requiere de métodos alternativos en los
que primeramente se rompa la interaccion lipido — proteina para luego realizar la separacion o
extraccion con solventes.

La materia grasa en la leche y productos lacteos se determina por el método de Gerber. En
esta metodologia se utiliza una solucién de acido sulfarico Gerber (concentraciéon 90 % p/p) para
producir la carbonizacion de las proteinas y otros componentes, y asi romper la interaccion con
los lipidos. Ademas, se utiliza un dispositivo de vidrio denominado butirdmetro, el cual tiene una
escala graduada para leer el contenido de grasa obtenido. Hay butirometros disponibles para
leche, crema, manteca, suero de leche y helado, que difieren en el rango numérico de la escala
graduada.

El procedimiento experimental consiste en colocar dentro del butirometro 10 ml de acido
sulfurico de concentracion 90% p/p, 11 ml de leche con pipeta aforada y 1 ml de alcohol amilico.
El alcohol amilico tiene por funcién proteger a los lipidos de la carbonizacion y favorecer la
separacion de fases para realizar la lectura de la materia grasa. Una vez que se colocan la
muestra y reactivos dentro del butirometro se tapa el dispositivo para realizar el mezclado
teniendo la precaucion del calentamiento por el calor liberado en la reaccion. A continuacién, se
lleva el butirometro a un bafio de agua a 65 — 70 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se realiza
la centrifugaciéon en equipos disefados especialmente para estos dispositivos (Figura 12.2 Ay

B), durante al menos 5 minutos a 2000 rpm para lograr la separacion de las fases acuosa y grasa.
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Al finalizar la centrifugacion, los butirdmetros se vuelven a llevar al bafio de agua para ajustar la
temperatura y realizar la lectura correspondiente a 65 °C (Figura 12.2 C). Para realizar la lectura
se ajusta el tapdn del butirbmetro de modo de hacer coincidir la interfase con el cero de la escala

del vastago graduado.

Figura 12.2. A. Centrifuga para butirometros manual, B. Centrifuga para butirometros eléctrica,
C. Butirbmetros que muestran la materia grasa separada para realizar la lectura. Fuente:

Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos.

Descenso crioscopico

Consiste en determinar el punto de congelacién de la leche, en un equipo denominado
criéscopo. El punto crioscépico debe estar dentro de los valores estipulados por el CAA. Si los
valores son mayores a los aceptados se sospecha la adicion de agua. Valores mas alejados de
cero que los aceptados indican que puede haber habido agregado de sustancias por ejemplo

para enmascarar la acidez producida por microorganismos.

Control del estado de conservacion

El estado higiénico — sanitario de la leche se puede verificar mediante determinaciones como
la medida de pH, el ensayo de azul de metileno o reductasimetria y la acidez Dornic. Estos
ensayos pueden dar cuenta de la contaminacién microbiana de la leche que puede producirse
por infeccién de la vaca, ya sea por via ascendente desde el pezdn o por el torrente sanguineo.

También puede ocurrir por contaminacién externa una vez que la leche ha sido ordefiada.
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Ensayo del azul de metileno o reductasimetria

Este ensayo determina la actividad reductora presente en la leche dada por las bacterias que
por un lado consumen el oxigeno disuelto en la leche reduciendo el potencial redox y también por
produccion de un sistema de reduccion propio de las bacterias. La actividad reductora depende
del numero de bacterias y de las especies presentes. Algunas especies como las coliformes son
muy activas y otras influyen poco en el potencial como las bacterias termorresistentes y las
esporuladas. En las leches fuertemente contaminadas el descenso de potencial es rapido.

Para esta determinacion se utiliza un indicador redox que cambia de color o se decolora
cuando el potencial alcanza un determinado valor minimo. Un ejemplo de este tipo de indicadores
es el azul de metileno, cuya forma oxidada presenta una coloracién azul y la forma reducida es
incolora. El procedimiento consiste en colocar dentro de un tubo de Nessler unos 40 ml de leche
a la que se agrega 1 ml de solucion del indicador azul de metileno. Los tubos se tapan con un
tapon de algodon y se homogenizan suavemente para evitar la incorporacion de oxigeno a la

leche. A continuacion, los tubos se ubican en estufa o bafio termostatico a 37 °C (Figura 12.3).

Figura 12.3. A. Estufa a 37 °C utilizada para la determinacién del tiempo de decoloracion del

azul de metileno, B. Interior de la estufa, C. Tubos de muestra con distintos niveles de

decoloracién. Fuente: Laboratorio del Area Bioquimica y Control de Alimentos.

En este ensayo se registra el tiempo en que el azul de metileno se decolora. A partir del tiempo
registrado se interpreta la calidad de la leche segun la clasificacion que se muestra en la Tabla
12.6 teniendo en cuenta que un aumento en la carga microbiana reduce el tiempo de

decoloracion.
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Tabla 12.6. Interpretaciéon de resultados y clasificacion de la leche segun el tiempo de

decoloracién del azul de metileno registrado.

Tiempo de decoloracion Clasificacion
Antes de los 20 min Muy mala
Entre 20 miny 2 h Mala
Entre2y5h Mediocre
Mas de 5 h Buena

Acidez Dornic

La medida de la acidez es una medida indirecta de la calidad sanitaria de la leche. La leche
fresca recién ordefiada carece de acido lactico. La acidez natural tiene varios aportes como la
presencia de caseinas, la debida a acidos organicos como el citrico y por reacciones asociadas
a los grupos fosfatos presentes en la leche. El acido lactico y otros acidos pueden aparecer por
degradacion microbiana de la lactosa generando un defecto higiénico — sanitario.

La acidez Dornic consiste en la determinacién de la acidez titulable con una solucién de
hidroxido de sodio de concentracion N/9 (equivalente a 0,111 N, también denominada Dornic)
utilizando fenolftaleina como indicador del punto final. El procedimiento experimental requiere de
10,00 ml de muestra que se diluyen con agua destilada libre de diéxido de carbono. Se agregan
unas gotas del indicador y se titula con la solucion de hidréxido de sodio hasta coloracion rosa
débil. A partir del volumen de solucion gastado se calcula el % p/v de acido lactico en la muestra,

segun las siguientes equivalencias,

0,1 ml NaOH Dornic = 1 °Dornic = 1 mg acido lactico/10 ml de leche

Otra unidad para expresar la acidez es el grado Dornic (°D), que tiene la equivalencia
mencionada anteriormente. Los valores aceptados segun el CAA corresponden a 14 — 18 °D.

Control del procesamiento

La fosfatasa alcalina (FAL) es una enzima con actividad hidrolasa presente naturalmente en
la leche cruda. Esta enzima es inactivada durante el tratamiento térmico que ocurre durante una
correcta pasteurizacién, por esto la ausencia de actividad enzimatica permite asegurar que el
proceso de pasteurizacién se realizé6 a una temperatura suficientemente alta para asegurar la
destruccion de los microorganismos patégenos que ocurren en este alimento. Si en cambio, se
detecta que la enzima FAL esta activa en la leche significa que esta no fue pasteurizada o que el
proceso no fue realizado correctamente.

La actividad de la FAL se determina utilizando un kit colorimétrico cualitativo que incluye un

sustrato sintético que al hidrolizarse da una coloracion a la muestra de leche. El ensayo consiste
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en incubar la muestra con un sustrato de la enzima en condiciones de temperatura y pH
adecuados para la reaccion enzimatica de hidroélisis. Debe realizarse un ensayo en blanco en las
mismas condiciones con la misma leche previamente hervida y enfriada. El desarrollo de color en

el tubo de muestra indica la presencia de la enzima.

Aspectos nutricionales de la leche

Valor nutricional

La leche contiene proteinas de alto valor biolégico y de buena digestibilidad como la caseina,
la a-lactoalbumina y la B-lactoglobulina. Los parametros bioldgicos para las proteinas lacteas
muestran una digestibilidad (D) de 1,00, un valor bioldgico (VB) de 91 y una utilizacion proteica
neta (UPN) de 82 (Hoffman y Falvo, 2004). Ademas, aporta las vitaminas liposolubles A y D junto
con las hidrosolubles C, tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (Bs) y acido félico (Be) (Alimentos
Argentinos, 2013). También es la principal fuente de calcio y de otros minerales como fésforo y

zinc.
Intolerancia a la lactosa

Los humanos consumen leche materna durante sus primeros meses de vida ya que aporta
los nutrientes fundamentales para su crecimiento y desarrollo. Posteriormente, se incorpora la
leche de vaca como alimento complementario durante la infancia junto con otros productos
lacteos. La incorporacion de la leche, y sus productos derivados, a la dieta humana requiere que
el organismo mantenga la sintesis de la enzima lactasa que es la encargada de hidrolizar a la
lactosa en sus monosacaridos para su correcta utilizacion como fuente de energia. Es comun
que parte de la poblacion pierda la actividad de esta enzima a medida que crece haciendo que
estas personas desarrollen una intolerancia a la lactosa que genera algunos malestares
gastrointestinales debido a que la lactosa no es hidrolizada en el duodeno y queda disponible
para la microbiota del intestino grueso. Este hecho ha derivado en el desarrollo de leches

deslactosadas que tienen un tratamiento enzimatico para hidrolizar la lactosa.

Productos lacteos. Quesos

Uno de los productos derivados de la leche son los quesos. Dada la amplia variedad, en el
CAA se los define:
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Articulo 605 - Se entiende por Queso el producto fresco o madurado que se obtiene
por separacion parcial del suero de la leche o leche reconstituida (entera, parcial o
totalmente descremada), o de sueros lacteos, coagulados por la accion fisica, del
cuajo, de enzimas especificas, de bacterias especificas, de acidos organicos, solos o
combinados, todos de calidad apta para uso alimentario; con o sin el agregado de
sustancias alimenticias y/o especias y/o condimentos, aditivos especificamente

indicados, sustancias aromatizantes y materiales colorantes. (CAA, 2024)

Asimismo, se define lo que se entiende por Queso Fresco que es aquel que esta listo para el
consumo poco después de su fabricacion. Y en contraposicion, se define al Queso Madurado
como aquel que ha experimentado los cambios bioquimicos y fisicos necesarios y caracteristicos
de la variedad de queso.

Se puede encontrar la clasificacion de quesos segun su contenido de materia grasa (Tabla
12.7) o segun su humedad (Tabla 12.8).

Tabla 12.7. Clasificacién de quesos segun su contenido de materia grasa.

Denominacién Contenido de materia grasa (% p/p)
Extra graso o doble crema No menos del 60 %
Grasos Entre 45,0 y 59,9 %
Semigrasos Entre 25,0 y 44,9 %
Magros Entre 10,0y 24,9 %
Descremados Menos de 10,0 %

Tabla 12.8. Clasificacion de quesos segun su contenido de agua o humedad.

Denominacién Contenido de agua (% p/p)
De baja humedad (pasta dura) Hasta 35,9 %
De mediana humedad (pasta semidura) Entre 36,0 y 45,9 %
De alta humedad (pasta blanda o macios) Entre 46,0 y 54,9 %
De muy alta humedad (pasta muy blanda o mole) No menor a 55,0 %

Hay dos formas de fabricar quesos, por via enzimatica o por via acida.

En la fabricacién de queso por via enzimatica se necesita la inoculacion de la leche con cuajo.
Otros indculos incluyen cultivos lacticos para acidificar, esporas de mohos o bacterias propiénicas
que generan CO: para desarrollar ojos en los quesos. El cuajo contiene la enzima renina que es
una proteasa que corta la k-caseina entre los residuos 105-106 separando el glicomacropéptido
soluble, que es el fragmento que contiene las glicosilaciones, de la para-k-caseina que queda

asociada a la micela. De esta forma la micela se desestabiliza y en presencia de calcio forma la
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cuajada o coagulo enzimatico. Luego de la etapa de coagulacion se realiza el corte de la cuajada
mediante el uso de liras para desuerar. El suero que se genera es rico en proteinas y se utiliza
como ingrediente alimentario. Sobre el producto desuerado con menor humedad se realizan las
operaciones de molienda y salado para su posterior moldeo y prensado para obtener las hormas
de queso. A continuacion, el queso de lleva a una etapa de maduracion, durante la cual ocurre
crecimiento microbiano en el caso de quesos inoculados, reacciones quimicas y cambios fisicos
como la deshidratacion. También ocurren diversas reacciones de maduracion sobre cada uno de
los macrocomponentes segun se muestra en la Figura 12. 4. Los productos que se generan como
acidos organicos, acidos grasos de cadena corta y péptidos son moléculas que contribuyen al

flavor de los quesos otorgando el perfil caracteristico de aroma y sabor.

bacterias l3cticas L L
lactosa —— 5  acidolactico

levaduras c . s - -
lactosa ———————— etanol, acetaldehido, gliceral, acidos arganicos, CO;

GLICOLISIS

. lipasas de la
LIFOLISIS triglicéridos ~ 'eche o fingicas  glicerol + dcidos grasoslibres
protessas
PROTEOLISIS ~ O=1-caseinas (277= s=aiens

microorganismos)

B-caseina aminoacidos y péptidos

Figura 12.4. Reacciones que ocurren durante la maduracién de quesos obtenidos por via

enzimatica.

En los quesos obtenidos por via enzimatica se forma un gel enzimatico que tiene ciertas
caracteristicas como ser flexible y elastico, ademas es compacto y tolera la accién mecénica es
decir que no se desgrana y es contractil. Ejemplos de estos quesos son el queso tipo Mar del
Plata, Gruyére, reggianito, sardo, quesos azules, Brie, etc.

Por otro lado, la fabricacion de quesos por coagulacién acida consiste en la acidificacion del
medio hasta alcanzar el punto isoeléctrico (pl) de las caseinas a un pH alrededor de 4,6, momento
en el que precipitan estas proteinas. La acidificacién del medio puede ser debido al crecimiento
microbiano o mediante el agregado de &cido citrico, jugo de limén o vinagre (Zimmermann-Stein
y Ruiz-Espinosa, 2010). Este gel acido tiene propiedades distintivas resultando ser firme, poroso
y poco contractil ya que se desgrana al comprimir. Ademas, es de dificil deshidratacion y no tolera
bien el procesamiento que puede provocar el desuerado. Un ejemplo tipico de este tipo de gel es

la ricota.
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Capitulo 13
Estudio de casos representativos: Margarina, un
alimento con alto contenido de lipidos

Pablo Antonio Sobral

Historia

Su origen se remonta a medidos del 1800 cuando el emperador Napoleén lll, ofrecié una

recompensa, a quién elaborara un sustituto satisfactorio a la mantequilla para las clases bajas y
las fuerzas armadas francesas. Hippolyte Mége-Mouriés consiguio el premio con la invencion de
la margarina. En ese momento los aceites y grasas eran productos a los cuales so6lo tenian
acceso las clases mas acomodadas. Se piensa que la receta original era en una mezcla de sebo
de vaca, agua y leche emulsionados con un agente alcalino dando un producto untable y de
consistencia parecida a la de la manteca. Este producto acabé extendiéndose por toda Europa
y Estados Unidos donde obtuvo una patente en el aio 1873. Posteriormente y con el desarrollo
de la hidrogenacién, que permitia el endurecimiento de los aceites vegetales, que eran mucho
mas econdmicos que las grasas animales, la margarina se hizo mas comun.
La hidrogenacioén, que revolucioné la industria de la margarina, presentaba el problema del
llamado “olor de hidrogenaciéon” que se soluciond con la adopcién de un proceso de
desodorizacion que consistia en hacer pasar una corriente de vapor a través de la grasa para
eliminar los malos olores y sabores (Jiménez Rubio, 2017).

El termino margarina se aplica hoy dia tanto al producto utilizado en el hogar para untar panes
o tostadas como asi también a la mezcla de grasas utilizadas en la industria repostera. La
margarina actual es un producto alimenticio a base de materia vegetal y excepcionalmente, grasa
animal, a la cual se le afiade una fase acuosa y que puede contener otros componentes.

En la margarina actual (Asagir, 2003) la fase acuosa contiene agua, sal, saborizante,
conservante y opcionalmente leche. En las margarinas tradicionales la fase grasa varia en el
rango entre 80 y 82%, mientras que las denominadas livianas o light tienen contenidos entre el
25 y 60% de materia grasa. En la Tabla 13.1 se compilan las formulaciones mas frecuentes.

Las margarinas pueden clasificarse en las destinadas para uso doméstico y las de uso
industrial. Entre las primeras estan las de mesa o untables, en las cuales se requiere un sabor
Optimo ya que se las consume directamente sobre pan, galletitas o tostadas calientes. Por ello
se utiliza mayoritariamente aceite de girasol por la delicadeza del sabor, el cual se lo utiliza

parcialmente hidrogenado.
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Entre las industriales podemos hallar las margarinas para distintos usos: masas y tortas,
hojaldre, cremas y batidos, tapas de empanadas y pascualinas. Aquellas destinadas a su empleo
en establecimientos, que preparan productos de reposteria tales como facturas, masas finas,
panes de molde, tortas, bizcochuelos, cremas, masa hojaldre o bizcochitos, la materia grasa que
se utiliza requiere condiciones especiales para lograr las caracteristicas que mas lo identifican
en el producto final.

Desde luego que, ademas de utilizar la margarina correcta, resulta importante respetar los
otros componentes de la receta, asi como la técnica que el maestro repostero utiliza para

trabajarla.

Tabla 13.1: Ejemplos de formulaciones clasicas de margarinas domésticas. Fuente: Asagir
(2003).

Formulaciones clasicas Margarinas domésticas
Untable Untable light Cocina

Fase oleosa 80-84 25-60 80-84
Aceite vegetal hidrogenado 40 40 55
Aceite de algoddn o de palma hidrogenado 10 10 15
Aceite de girasol liquido 50 50 35

Emulsionantes, antisalpicantes, para aplicacion

Fase acuosa (%) 16-20 40-75 16-20

Agua Max 16 22-37 Max 16

Sal 0,5-1,0 1,0-1,5 0,5-1,0

Sdlidos de leche 0-1 0-1 0-0,5

Acidulantes, saborizantes, estabilizantes, otros
en csp aplicacion

Legislacién

Segun el Art. 551 de Cdédigo Alimentario Argentino (CAA) la margarina, es una emulsion
plastica formada por una fase acuosa, mezclada intimamente con una fase grasa alimenticia.

La fase grasa podra estar constituida por aceites vegetales comestibles (enteros o
fraccionados), aceites y/o grasas comestibles hidrogenados.

Los aceites hidrogenados no podran conformar la totalidad de la fase grasa, debiéndose
incluir obligatoriamente aceites o grasas no hidrogenados. Se podran utilizar aceites y grasas
interesterificados y/o transesterificados, asi como la mezcla de las substancias grasas
mencionadas anteriormente.

La cantidad maxima de grasa de leche en una margarina no podra superar el 5,0% en peso,
pudiendo incluirse en su elaboracion: leche pasteurizada, leche en polvo (entera, parcial o
totalmente descremada) y/o crema de leche pasteurizada, edulcorantes nutritivos autorizados
(Max. 2% p/p), proteinas comestibles tales como suero, o componentes del suero en cantidades
minimas para lograr el efecto deseado.

Podra contener sal (Max. 3% p/p), colorantes vegetales de uso permitido o sus equivalentes
sintéticos, diacetilo (Max. 1 ppm), aromatizantes y antioxidantes sintéticos autorizados.
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Para aumentar su vida util, esta permitido la utilizacion de conservantes como el acido sérbico
y/o acido benzoico o sus sales en cantidades no mayores a 1 g/kg expresados como acidos; el
agregado de agentes emulsionantes (Art. 550) en las mismas proporciones y lecitina (Max. 0,2%
p/p). En las margarinas para untar se autoriza el agregado de vitaminas A y D y reguladores de
la acidez en las cantidades permitidas.

El Art. 551 reglamenta que la materia grasa no superara el 80,0% p/p, el agua no sera mayor
al 16% p/p, permitiéndose un punto de fusion para la fase grasa no mayor a 42 °C (margarinas
para untar) y 48 °C en las de uso culinario.

La margarina debera ser sélida, de textura lisa y homogénea y sin camaras de agua o aire a
20 °C y con una distribucién y tamafo razonablemente uniforme de los glébulos de agua (examen
microscopico entre porta y cubreobjetos).

Tendra que presentar un color amarillento uniforme, sin sabores y olores extrafios con un
contenido de metales no superior al indicado en el Art. 548.

La denominacién de venta sera “Margarina” la cual debera estar en caracteres de color rojo,
con buen tamafio y realce que le den visibilidad, indicando cuando corresponda si es para untar
o para reposteria. Debera contar con recipientes o envolturas impermeables (autorizados),
consignarse con caracteres visibles el mes y afo de elaboracion, y la leyenda conservar
refrigerado o similar.

En caso de utilizar papel impermeabilizado como envase de venta, la fecha debera ser bien
legible, ya sea que este impresa o perforada. En este ultimo caso la perforacién no debe exponer
el contenido al medio ambiente y en caso de agregarse vitamina A y/o D deberan ser claramente

declaradas en el rotulado junto a su concentracion.

Composicion e ingredientes

El principal ingrediente de la margarina es la materia grasa que es el resultado de la union
entre una molécula de glicerol con uno, dos o tres acidos grasos, dando lugar a los
monoglicéridos, di glicéridos y triglicéridos respectivamente. Estos ultimos representan
normalmente mas del 95% p/p de cualquier grasa o aceite refinados. La materia grasa utilizada
para la fabricacion de la margarina puede caracterizarse mediante una serie de indices: indice
de yodo, indice de saponificacion, indice de refraccion y otros parametros tales como el residuo
insaponificable, peso especifico y densidad detallados previamente en: Principales métodos para
el analisis de lipidos (capitulo 8).

De acuerdo a Jiménez Rubio (2017), el aporte de materia grasa vegetal en las margarinas
suele ir de la mano del agregado de aceites siendo los mas utilizados los de girasol, maiz, oliva,
coco, linaza y soja. Sin embargo, los aceites naturalmente liquidos no tienen la consistencia
semisolida que idealmente se requiere para la preparacion de una margarina. Para conseguir

que los aceites, adquieran esta consistencia, se modifican de modo de conseguir una reducciéon

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 211



NUTRICION Y BROMATOLOGIA — C. FERRERO — P.A. SOBRAL — R.M. TORREZ IRIGOYEN (COORDINADORES)

en el punto de solidificacion. Esto se logra mediante el proceso de hidrogenacion que consiste
en la adicion de hidrégeno a los dobles enlaces de las cadenas de los acidos grasos.

Este proceso persigue dos objetivos, por un lado, permite transformar los aceites liquidos en
grasas semisoélidas o plasticas a la vez que aumenta la estabilidad del aceite frente a la oxidacion.
La hidrogenacion puede realizarse mezclando el aceite con un catalizador adecuado (como el
niquel) y calentando entre 140 y 225 °C empleando presiones de hidrégeno de unos 450 kN/m?
en condiciones de agitacion. Estas condiciones facilitan la disolucién del hidrégeno y permiten
disipar el calor (Samodaran y col. 2010). La reaccién se optimiza si el aceite esta decolorado,
exento de agua y el hidrégeno esta seco. El catalizador debe ser selectivo en la hidrogenacion,
mantener su actividad durante largo tiempo y ser facil de eliminar mediante filtracion. El progreso
de la reaccion se sigue midiendo el indice de refraccion (relacionado con el grado de saturacién
de la grasa).

Para formular un producto con un amplio rango de temperaturas de fusién (5 a 40 °C), pueden
combinarse aceites liquidos, grasas semisélidas y la fraccion denominada hardstock. La funciéon
de esta ultima fraccién es formar una red de cristales de grasa que podra alojar las fases liquidas:
agua y grasa. El hardstock pese a ser la fraccion con la mayor temperatura de fusion tiene que
fundirse en la boca, caso contrario se obtendra una sensacion de arenosidad. Sin embargo, se
admite hasta un 2% sin fundir y esta fracciéon con alto punto de fusion de hecho, favorece el
proceso de cristalizacion de la parte solida y otorga buenas propiedades reoldgicas en un amplio
rango de temperaturas.

La seleccion de las materias grasas utilizadas en la formulacion final del producto se llevara
a cabo a partir de las materias primas (Tabla 13.2) mas adecuadas y econdémicamente
convenientes en el momento de formular el producto realizando ajustes en la formulaciéon basado
en datos experimentales que dan cuenta de los rangos de fusion para una amplia gama de

mezclas de materias primas.

Tabla 13.2. Materias primas sin hidrogenar utilizadas en la elaboracion de margarinas. MG:
materia grasa. AGS: Acidos grasos saturados. AGM: Acidos grasos mono insaturados. AGP:
Acidos grasos poliinsaturados.

Materia grasa Energia MG AGS AGM AGP Vit. E
(Kcal) (mg)*
(9) (9)* (9)* (9)*

Oliva 900 100 13,5 73,7 8,4 12,4
Girasol 899 99,9 11,9 20,2 63,3 48,7
Soja 899 99,9 14,1 20,5 60,5 10,1
Colza 900 100 7 58,9 29,6 20,95
Mani 899 99,9 18,8 47,8 28,5 17,2
Maiz 900 100 12,7 242 58,7 17,2
Algodoén 900 100 25,9 17,8 51,9 38,26
Palma 900 100 49,3 37 9,3 21,76
Sésamo 900 100 14,2 39,7 41,7 4,09
Germen de trigo 899 99,9 18,8 15,1 61,7 2154

Pepita de uva 899 99,9 12,2 15,6 66,7 32

Nota: adaptado de Jiménez Rubio (2017).
(*) cada 100 g
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Se suelen evitar materias grasas como el aceite de palma, que produce margarinas con una

textura dura, quebradiza y arenosa.

Volumen
especifico

™ T
IGS =100* (ab) / (ac) =100 * S/ (S+L) (°C)
Figura 13.1. Esquema dilatométrico de una materia grasa. Fuente: Propia. La curva continua

ascendente corresponde al cambio en el volumen especifico con la temperatura. IGS: indice de
grasa solida. S: Contenido de sdlido. L: Contenido de liquido.

Se puede conocer el porcentaje de sélidos de los triglicéridos mediante algunos ensayos tales
como la calorimetria diferencial de barrido (DSC) o la dilatometria.

En la dilatometria se determina y grafica el volumen especifico (que es la inversa de la
densidad) de una materia grasa en funcién de la temperatura. Con esto se pueden cuantificar los
cambios de fases debido a que, la dilatacién por fusion es varias veces mayor que la debida a la
expansion térmica. Cabe mencionar que existe una correspondencia entre los cambios de
volumen especifico (dilatacion, D) y en el contenido calorifico (H) ya que durante la fusion se
absorbe calor.

Inicialmente (Figura 13.1) y partiendo de una temperatura baja, (parte izquierda de la curva)
hasta el punto X (comienzo de la linea punteada correspondiente a la extensidn del estado sélido)
la materia grasa esta en su totalidad en estado sdlido. El leve aumento (escasa pendiente)
observado da cuenta del pequefio cambio de volumen debido a dilatacion de la grasa sélida por
el aumento de la temperatura.

Cuando comienza la fusion y coexisten las fases liquidas y sélidas la pendiente aumenta
drasticamente.

A partir de gréficos dilatométricos como los de la Figura 13.1 y con la ayuda de una linea
vertical trazada a la temperatura T1 y linea punteada X -extension del estado sdlido- y linea

punteada Y -extension del estado liquido-, puede calcularse un parametro denominado indice de
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Grasa Solida (IGS) que es la relacion porcentual entre el contenido de sélidos (S) y la suma del
contenido de sdlidos (S) y el contenido de liquido (L) a una dada temperatura.

Como en la practica puede considerarse que el IGS es una propiedad aditiva de las grasas
plasticas, conociendo el IGS de cada componente y la proporcion en la mezcla se puede conocer

el IGS para cada temperatura.

En los ensayos por DSC la muestra a analizar es colocada dentro de una capsula de aluminio
y sellada herméticamente para evitar cambios durante el analisis. Se utiliza como referencia una
segunda capsula generalmente vacia o llena con alguna substancia inerte en el rango de

temperaturas ensayado.

dQ A1 A2
dt |—

1 Endo.

T T(°C)
% solido =100 *A2 / (A1+A2)

Figura 13.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC). Fuente: Propia. Se representa el flujo de
calor (dQ/dt) en funcién de la temperatura (T °C). Los picos hacia abajo son endotérmicos. A1:
el érea rayada ubicada a la izquierda de T corresponde a la fraccion que ya se encuentra
fundida. A2: ubicada a la derecha corresponde a la fraccién que atin no se funde.

El estudio consiste en realizar un programa de calentamiento fijjando la velocidad de
calentamiento (tipicamente se usa 10°C/min) que se cumple para ambas capsulas, por eso es
un estudio diferencial. Lo que se mide es la diferencia en el flujo de calor dQ/dt necesario para
mantener la muestra y la referencia a la misma temperatura, graficandose respecto al tiempo o
temperatura (inter convertibles ya que la rampa de calentamiento es conocida). Esta técnica
permite determinar si el cambio que experimenta la muestra es exotérmico donde se libera calor
como en la cristalizacion, agregacion, glicosilacion o interacciones hidrofébicas o endotérmico
como la ruptura de puentes de hidrégeno, desnaturalizaciéon o fusién como en el caso de
introducir una materia grasa en estado sdlido.

Idealmente durante todo el estudio la diferencia de temperatura entre la muestra y la
referencia es cero. Cuando la muestra experimenta un cambio endo o exotérmico que tenderia
a crear una diferencia de T°C el equipo lo compensa y mide el calor entregado. El resultado de

este ensayo es un termograma (Figura 13.2).
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A partir de un termograma se puede saber si el proceso es exotérmico o endotérmico (una
flecha indica la direccion de uno u otro proceso), la temperatura a la que se produce el proceso
(esta asociado a la estabilidad), la entalpia o calor puesto en juego en el proceso analizado (se
relaciona con el area del pico) y el grado de cooperatividad del proceso relacionado con el ancho
a la mitad de la altura del pico.

En el caso de las materias grasas donde se funde es importante las Tonset ¥ 1a Tendset que dan
cuenta del inicio y finalizacién del proceso de fusion. La Thpico corresponde al maximo del pico, se
ubica entre ambas, dando cuenta de la temperatura a la que se formé una cantidad apreciable

de liquido. Algunos ejemplos de grasas comestibles se indican en la Tabla 13.3.

Tabla 13.3. Temperaturas caracteristicas obtenidas mediante DSC de diferentes materias grasas
comestibles.

Muestra Tonset (°C) Tpico (°C) Tendset (°C)
Grasa vacuna 26 51,5 60
Aceite vegetal hidrogenado 15 37,2 45
Aceite de soja hidrogenado 5 471 55
Aceite de maiz hidrogenado 8 40,4 53
Aceite de gallina -12 -0,6 47

Nota: adaptado de Grompone y col., 1999.

El segundo ingrediente mas importante en la elaboracién de la margarina es el agua. Con el
agua se agregan los componentes solubles, tales como la sal que exalta el sabor y evita la
proliferacion de bacterias. Se emplean sales de alta pureza con bajos contenidos de calcio,
magnesio y con un contenido de cobre menor a 1 ppm. Si bien la sal reduce las salpicaduras
cuando se frie con margarina, las cantidades utilizadas dependen de las preferencias del publico
que las consume. Mientras que EEUU prefieren margarinas con un contenido mayor de sal, en
Europa se inclinan por lo contrario.

Debido a la inmiscibilidad de las fases grasa y acuosa, se requiere de un agente
emulsionante. En la receta original de la margarina, patentada en Alemania en 1884, se utilizaba
yema de huevo como emulsificante. En la actualidad se utilizan agentes emulsionantes como
mono Yy diglicéridos, lecitinas o fosfolipidos. Estos ultimos reciben este nombre por poseer un
grupo fosfato en su composicion.

Los agentes emulsionantes por su caracter anfifilico (una parte de la molécula tiene afinidad
por la grasa y otra por el agua) tienen la capacidad de orientarse en la interfase entre el agua y
las sustancias no polares reduciendo la tension superficial entre ambas fases y minimizando la
superficie de contacto. Un ejemplo es el fosfoglicérido, donde el glicerol tiene esterificado los
carbonos 1y 2 con dos acidos grasos, mientras que el carbono 3 se une con acido fosférico.

Uno de los emulsionantes mas utilizados es la lecitina que es un subproducto de la refinacion
de aceites (soja, maiz o girasol) y es una mezcla de fosfolipidos, glicolipidos, azucares,
triglicéridos y acidos grasos. Disminuye la tension superficial entre las fases, posibilitando la
mezcla, evita las salpicaduras y previene la separacion de las fases cuando se la usa en

margarinas para freir. Como también tiene propiedades antioxidantes, mejora las propiedades
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durante el amasado retrasando el endurecimiento de los productos horneados. La lecitina se
agrega mezclada con aceite (1:1 v/v) para reducir la viscosidad. Las cantidades utilizadas pueden
ubicarse en el rango del 0,10 al 0,50 %.

Algunas margarinas incorporan fuentes proteicas que mejoran el aporte nutricional y pueden
conferir caracteristicas tecno-funcionales particulares. Las fuentes mas utilizadas son las
proteinas lacteas en polvo provenientes de leche descremada, suero o crema de leche. Las
proteinas tienen accion emulsionante y contribuyen a la liberacion del sabor de manera
significativa. Algunas margarinas incorporan gelatina en un rango del 3 al 15%, obtenida del
colageno con un 15% de nitrégeno (min.) y un 3,5% ceniza (max.) para aumentar la viscosidad
de la fase acuosa y estabilizarla.

Entre los colorantes podemos hallar a los carotenos obtenidos de la alfalfa, aceite de palma
o las zanahorias que le otorgan un color amarillo muy parecido al de la mantequilla. En ocasiones
se agrega annato, colorante natural extraido de la semilla de la planta Bixa Orellana. También
se obtiene el Bixin (C1s H2s O2) anaranjado y carotenoides amarillos. Y antioxidantes, naturales
o de origen quimico.

El agregado de acido citrico, se realiza para regular el pH y evitar el crecimiento de hongos y
bacterias, sobre todo en las margarinas con mayor contenido de agua. El conservante que se
utiliza con mayor frecuencia es el acido sérbico o sus sales que resultan muy eficaces contra
hongos y bacterias.

La margarina es una excelente fuente de vitaminas, ya que tiene las vitaminas propias de la
materia prima como las vitaminas A y E, a las cuales se le afiaden también vitaminas como la A,
D, E, B2, Bs 0 B12.

Elaboracién de la margarina

La elaboracién de la margarina puede ser dividida en 3 etapas (Figura 13.3), una primera
etapa donde las materias primas son acondicionadas y mezclada de acuerdo a su solubilidad,
una segunda etapa correspondiente a la formacion de la emulsion y la homogeneizacion y una
tercera etapa donde se forman los cristales obteniendo el producto que posteriormente se envasa

y comercializa.

Mezclado y acondicionamiento

Las materias grasas liquidas utilizadas son almacenadas en tanques equipados con sistemas
de control de temperatura y agitacion para garantizar la homogeneidad de esta materia prima y
prevenir la separacion. Al momento de ser utilizadas, son bombeadas a un tanque de pre mezcla
donde se agregan los componentes liposolubles tales como las grasas sdlidas, realizandose el
mezclado y un tratamiento térmico que garantice su total fusion. Luego se agregan los productos

minoritarios (colorantes, saborizantes, vitaminas y antioxidantes) en funcion de su solubilidad.
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En otro tanque con capacidad de calefaccion y agitacién, se mezclan los componentes
hidrosolubles: agua, solidos de leche, salmuera, proteinas comestibles, almidén (para
diferenciarla de la manteca) y conservantes como el &cido soérbico o benzoico y otros
componentes solubles en este medio. Se prefiere salmuera en vez de sal cristalina, porque esta
ultima puede cambiar el perfil de sabor del producto y afectar los tubos del intercambiador de

calor.

Emulsién y la homogeneizacion

Una vez preparadas ambas fases, la fase acuosa es bombeada al tanque conteniendo la
fase grasa formandose una emulsion semisdlida mediante agitacién y calor. Las cantidades
pueden ser dosificadas mediante el control del caudal o de pesada, siendo mas preciso este

ultimo donde el tanque esta sobre células de carga que pesan los ingredientes agregados.

Fase grasa: calentada

Antioxidantes Salmuera
iENGES Proteinas comestibles
Colorantes (vegetales/sintéticos) Solidos de leche
Aromas butirico, caproico, Almiddén
Diacetilo, lactonas Ac. Sérbico/benzoico
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Emulsion
homogeneizacion

Enfriamiento, cristalizacion
y amasado lento
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Cristalizacion
Amasado

Figura 13.3. Esquema de elaboracién de la margarina.

Cristalizacion y envasado
Debido a que, la forma cristalina adoptada determina en gran medida las caracteristicas del
producto, analizaremos los factores que determinan el modo en que las materias grasas pueden

cristalizar.
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Es bien sabido que los acidos grados que forman los triglicéridos son polimérficos
(Samodaran y col. 2010). Esto significa que, un mismo acido graso puede adoptar diferentes
formas cristalinas que al fundirlas dan fases liquidas idénticas. Cada forma polimérfica tiene
distancias reticulares, volumen especifico, punto de fusiéon y otros parametros que le son
caracteristicos.

Si bien se han identificado siete formas de empaquetamiento o arreglos cristalinos, los mas
comunes se denominan: hexagonal, triclinico y ortorrémbico y se designan como a, By B’.

Si una grasa es enfriada rapidamente, se forman cristales a en forma de plaquitas fragiles y
transparentes con un tamano de alrededor de 5 um. Estos cristales son inestables y se
transforman en cristales °, con una morfologia acicular y menor tamano (1um). Los cristales 3’
son los mas adecuados para la confeccién de shortenings plasticos y margarinas. A su vez,
dependiendo de la composicion y de la historia térmica, tienden a transformarse en la forma 8 de
hasta 50 pym o mas (Lawson, 1999). Un resumen de algunas caracteristicas de los
empaquetamientos mas comunes hallados en triglicéridos formados por un solo tipo de acido
graso se encuentra en la Tabla 13.4.

La forma polimérfica finalmente obtenida dependera de factores tales como la pureza,

temperatura, velocidad de enfriamiento, presencia de nucleos cristalinos y tipo de disolvente.

Tabla 13.4. Caracteristicas de las formas polimoérficas de los triacilgliceroles formados por un
solo acido graso.

Caracteristicas Forma a Forma ' Forma f3
Empaquetamiento Hexagonal Ortorrémbico Triclinico
Distancia reticular 4,15 42vy3,8 4.6; 3,9; 3,7

corta (A)
Espectro infrarrojo Una sola banda Banda doble Banda simple
a 720cm-" a727y719 cm’ a717 cm™!
Densidad Menos densa Intermedia Més densa
Punto de fusion Mas bajo Intermedio Mas alto

Nota: adaptado de Samodaran y col., (2010).

Como es de esperar, los triglicéridos son mas complejos y contienen acidos grasos diferentes.
De acuerdo a Badui Dergal (2006) si los triglicéridos estan formados por un solo tipo de acido
graso se forma un empaquetamiento muy compacto; por el contrario, en las grasas naturales el
empaquetamiento no sera tan homogéneo debido a que los acidos grasos son distintos, tienen
diferentes tamafios, poseen instauraciones e isomeria entre otras variables. Estos factores
interrumpen el orden obteniéndose varios tipos de cristales.

La creacion de los cristales es un proceso dinamico y los patrones cristalinos cambian hasta
llegar al estado termodinamicamente mas estable. Los cristales han sido estudiados por
difraccion de rayos X, espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear y por calorimetria

diferencial de barrido.
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Muchas de las materias grasas frecuentemente utilizadas en la elaboracién las margarinas
cristalizan en forma 3, entre ellos se encuentran los aceites de girasol, soja, mani, maiz, sésamo,
oliva, coco y cartamo, como asi también la manteca de cacao y la manteca de cerdo.

Por el contrario, los aceites de semilla de algoddén, palma, colza, grasa de leche, sebo y las
mantecas de cerdo modificadas tienden a producir cristales 8 persistentes.

De esta forma es posible introducir pequefas cantidades de este ultimo tipo de grasas durante
la elaboracion de las margarinas a fin de orientar la cristalizacion del resto de materia grasa y
obtener cristales 8.

Los cristales B° son preferidos no solo en las margarinas donde facilitan retencién de
triglicéridos y agua en estado liquido, sino que también son buscados en otros productos de
panaderia, debido a que facilitan la incorporacién de gran cantidad de aire en forma de pequenas
burbujas, lo que permite lograr productos con mejores propiedades reoldgicas y sensoriales.

Debe considerarse que, dado que las grasas naturales son mono trépicas es decir que, hay
formas mas estables que otras, seran posibles transformaciones entre formas polimorficas sin
necesidad de llegar a la fusién. La transformacion sera siempre hacia la forma estable.

Hay varias estrategias para lograr los cristales deseados. De acuerdo a Jiménez Rubio
(2017), hay disponibles varias tecnologias. El método tradicional de cristalizacion para las

margarinas consiste en un sistema abierto con un tambor de enfriamiento.

cobertura de acero

refrigerante /

intercambiador de calor

eje rotativo con
palas raspadoras

Figura 13.4: Esquema de un intercambiador de calor de superficie raspada. Adaptado de
Jiménez Rubio (2017).

Actualmente se utilizan sistemas continuos y cerrados denominados intercambiadores de
calor de superficie raspada (ICSR, Figura 13.4) que consta de un tornillo sin fin, una seccién
donde el producto puede reposar y el ICSR propiamente dicho donde se enfria y cristaliza la
emulsion.

El sistema es simple: 2 tubos de acero separados por un espacio de 5-10 mm donde se

introduce con bombas la mezcla con que se preparara la margarina. El tubo exterior se encuentra
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enfriado a -5 °C, en ocasiones por amoniaco liquido, y el interior gira a 500 rpm y tiene unas
palas que raspan los cristales del cilindro exterior.

Este sistema permite ir retirando de las paredes el producto ya cristalizado dejando paso a un
nuevo ciclo de enfriamiento y amasado. La elevada presion y fuerzas de cizalla favorecen una
rapida nucleacion durante el tiempo de residencia (5-10 s). Se emplea un tiempo de cristalizacién
proximo a los 6 min. Durante el rapido enfriamiento, la emulsién cristaliza en forma a que
rapidamente se transforma B'. La forma B' crea una red tridimensional que atrapa las pequefas
gotas de agua y aceite liquido, es asi como se forma un producto de naturaleza plastica
semisolida. Una vez formada la margarina con la red cristalina deseada, pasa a una segunda
maquina que la amasa y permite que los cristales crezcan para conseguir el producto con la

consistencia deseada.

GL

Figura 13.5. Esquema de la microestructura de una margarina A: gotas de agua, GL: matriz de
grasa liquida (color claro) y CG: cristales de grasa (barras mas oscuras) Adaptado de Arellano
y col (2015).

Son muy importantes las condiciones y tiempo de las etapas. Si la red cristalina resulta
prematura, el amasado posterior la destruird quedando un producto muy liquido. Por el contrario,
si los cristales crecen prematuramente dara un producto duro y quebradizo. La ultima etapa es
la de cristalizacién, donde la margarina pasa por una malla a un recipiente refrigerado y se lo
deja en reposo unas horas para que adquiera la rigidez necesaria para el envasado.

El envase debe ser una barrera contra la luz y el oxigeno del aire y ser impermeable para
evitar perder producto. Se suele usar papel antiadherente o combinado con aluminio para las
margarinas de mayor consistencia o en envases que la contienen para los productos de menor

consistencia.
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Caracteristicas fisicoquimicas y propiedades tecno-funcionales

Son varias las propiedades funcionales y los atributos sensoriales que son deseables en una
margarina. Una de las primeras cosas que observa el consumidor al abrir el envase es el color.
Si bien hay preferencias y variantes entre paises, es deseable un color amarillo similar al de la
manteca. En relacién a la textura, es deseable que la margarina presente una textura sin grumos,
de aspecto suave, cremoso y desde luego sin materia grasa separada (Jiménez Rubio, 2017).
También es deseable que, cuando el consumidor decida extender la margarina sobre un pedazo
de pan o una tostada, el producto sea lo suficientemente blando, como para no aplastar el pan o
romper la tostada; esto es lo que se conoce como untabilidad. Las propiedades reoldgicas de
este producto tipicamente se evaluan mediante una sonda que se introduce en la margarina en
condiciones controladas, registrando la fuerza que opone la margarina contra la sonda.

A partir de los graficos obtenidos, se pueden estimar parametros tales como la dureza o
untabilidad, parametros que dependen tanto de la viscosidad de los componentes liquidos como
del tipo y tamafio de los cristales de la fase grasa.

La fase grasa continua contiene a la fase acuosa, la cual esta dispersa en forma de pequefnas
gotas con un tamafo promedio entre 3-10 um. El tamafo de la gota es importante ya que los
microorganismos se encuentran en esta fase, y su multiplicacion puede ser inhibida si el tamafio
de la gota es suficientemente pequefio.

De la misma forma que como sucede con el color, hay variaciones en las preferencias de los
consumidores en torno al sabor. Mientras que en América Latina se desean sabores afrutados,
en Europa y muchas otras partes del mundo, se desea que el sabor sea lo mas parecido al de la
manteca fresca. Aunque inicialmente los sabores se conseguian mediante el uso de saborizantes
sintéticos, la tendencia actual es la investigacion y el empleo de los saborizantes naturales.

Finalmente, la “sensacion en boca’ da cuenta de todos los aspectos sensoriales
relacionados con el proceso de degustacién, y se relaciona con las modificaciones que el
producto experimenta al ser colocado en la boca. Las grasas de la margarina estan formadas
por una gran cantidad de ftriglicéridos, cada uno con sus caracteristicas particulares, que
interactuan entre si dando un producto que no tiene un punto de fusién definido, sino mas bien
un rango de temperatura donde se produce el ablandamiento.

Es deseable que la margarina se descomponga y funda entre los dientes mezclandose con
la saliva, disolviéndose por completo dando una sensacion de un producto de textura suave y
agradable. La manera en que se descompone y liberan los diferentes componentes de la
margarina al paladar condiciona la sensacion que percibe el consumidor. Para una correcta e
imparcial evaluacion se recurre a ensayos de evaluacion sensorial a cargo de paneles de
expertos entrenados en la cata de este producto. Una de las formas de cuantificar qué sucede
con la margarina en la boca, puede realizarse el denominado “test de liberacién de la sal”. En
este ensayo, se mide la conductividad en un medio acuoso mientras se incrementa la
temperatura. En la medida que la margarina se va fundiendo, se separan las fases, se libera la

sal de la fase acuosa, aumentando la conductividad. El rango de temperatura en que se

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 221



NUTRICION Y BROMATOLOGIA — C. FERRERO — P.A. SOBRAL — R.M. TORREZ IRIGOYEN (COORDINADORES)

incrementa la conductividad, se ubica entre 33 y 37 °C para una margarina convencional, que es

la temperatura de la boca. Un rango por encima de los 40 °C dara una sensacién arenosa.

Aspectos nutricionales

Los avances realizados a principios del siglo XX, tales con el desarrollo de la hidrogenacién
por el quimico aleman Wilhelm Norman, que permitia solidificar los aceites y grasas vegetales
liguidos modificaron el proceso de fabricacion de la margarina.

Hasta mediados del siglo XX, la industria alimentaria utilizaba a la grasa, como una simple
fuente de energia sin tener en cuenta que, el proceso de hidrogenacién, aumenta el contenido
de acidos grasos saturados y de acidos insaturados trans Jiménez Rubio (2017).

Posteriormente las investigaciones revelaron que algunos acidos grasos deben ser
incorporados en la dieta ya que no pueden ser sintetizados por el organismo. Dicho impedimento
en la sintesis endoégena se debe a que nuestro organismo simplemente no cuenta con las
enzimas necesarias para generar dobles enlaces en las posiciones 3 y 6 del acido graso, es
decir, los acidos grasos de la familia omega n-3 y omega n-6.

Ademas, comenzé a aparecer evidencia que puso de manifiesto el riesgo que supone para la
salud el consumo elevado de grasas saturadas y trans, que puede desembocar en enfermedades
cardiovasculares. Las grasas saturadas y las grasas trans incrementan los niveles del colesterol-
LDL, el cual en exceso puede depositarse en las arterias. Ademas, las grasas trans también
reducen el nivel de colesterol-HDL que transporta el colesterol hasta el higado, regulando los
niveles en sangre.

Tras estos descubrimientos, la industria opto por eliminar o reducir este tipo de grasas de las
margarinas; los rangos se redujeron del 1 al 17% a cifras en torno 1 al 2%.

Los Comités Internacionales de Nutricibn y Alimentacién convocados por la OMS
establecieron que, para las personas adultas las grasas en la dieta no deben aportar mas del
30% de las calorias totales consumidas, recomendando una distribucion equitativa entre los
aportes de acidos grasos saturados (AGS), acidos grasos mono insaturados (AGMI) y acidos

grasos poliinsaturados (AGPI).
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CAPITULO 14
Nutricién enteral y parenteral

Julia Maria Rodriguez Bugueiro

Nutricion enteral

La Nutricién enteral (NE) consiste en el suministro de nutrientes al tubo digestivo
habitualmente mediante accesos enterales (Figura 14.1) para cubrir total o parcialmente los
requerimientos nutricionales mediante un producto nutricional o férmula disefiada

especificamente para dicho fin, llamada “formula enteral”.

Figura 14.1. Aporte de nutricion enteral

Una Férmula enteral es un producto constituido por una mezcla definida de macro y
micronutrientes.

Estas férmulas deben estar inscritas en el registro sanitario de alimentos como “alimentos
para usos médicos especiales”. La nutricion enteral se utiliza cuando una persona no puede
cubrir sus requerimientos nutricionales con la ingesta de alimentos via oral y tiene el aparato

digestivo funcionante. Para poder infundir la misma se necesita una via de acceso.
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Vias de acceso para infundir la nutriciéon enteral

La nutricion se puede realizar a través de una sonda de alimentacién llamada sonda
nasoentérica. Estas sondas son de diferentes materiales: PVC, latex, silicona, etc. Y de
diferentes longitudes. La longitud dependera del lugar en el que se alojen.

Pueden ubicarse en estomago o en yeyuno; las sondas naso gastricas (llegan hasta el
estébmago) tendran una longitud menor que las sondas naso yeyunales, donde finaliza su trayecto
al intestino delgado. Siempre que sea posible, se preferira la sonda nasogastrica para que la
persona presente una digestion mayor y mas fisioldgica respecto de las nasoyeyunales.

Las sondas de alimentacién presentan diferentes diametros que se miden a través de los
french (1 french = 1 mm/3 o 0,33 mm). Para la poblacién adulta la sonda comunmente utilizada
es la sonda k108. Cuando se prolonga el tiempo de utilizacion de la sonda k108 por mas de 4-6
semanas (segun la bibliografia consultada), se recomienda la realizacion de una ostomia. Esto
fundamentalmente esta basado en que el excesivo tiempo de utilizacién de una sonda k108
puede producir infeccion o irritacion donde esta colocada la sonda, y presentar mayor riesgo de
desplazamiento de ésta. Aunque esto esta descripto en la bibliografia, en la practica clinica, el
tiempo de utilizacion de la sonda k108 suele ser mucho mayor a las 4-6 semanas.

La ostomia es una cirugia en la que se crea una abertura artificial en el cuerpo llamada
estoma, desde un area interior del cuerpo hacia el exterior. Las sondas utilizadas para la misma
son de una longitud mucho mas corta que las sondas y su diametro es casi el doble de una sonda
k108.

Clasificacion de formulas enterales

Hay muchas maneras de clasificar a las férmulas enterales, pero una forma sencilla y practica
es diferenciar aquellos productos “listos para usar” de los que deben reconstituirse para ser

administrados y cuya presentacion es en polvo.

Caracteristicas generales de los productos “listos para usar”

e Es un sistema cerrado que como su nombre lo indica, esta listo para ser administrado al
paciente a pie de cama.

e Laformulacién se presenta en un envase estéril, liquida, en envases de 500 o 1000cc

e Presentan una formulacion nutricional predeterminada, con macro y micronutrientes que
se encuentra detallada en el envase del producto.

e Existen una multiplicidad de férmulas disefiadas para diferentes poblaciones y/o
situaciones clinicas.

e Lagran mayoria de estas férmulas son para la poblacién adulta existiendo en Argentina

muy pocos “listos para usar” para poblacién pediatrica.
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Férmulas para reconstituir
e Sistema abierto.
e Su presentacion es en latas en polvo y deben mezclarse con agua para reconstituirse y
poder ser administrados.
e Presentan una formulacion nutricional predeterminada, con macro y micronutrientes que
se encuentra detallada en el envase del producto.
e Existen una multiplicidad de formulas disefiadas para diferentes poblaciones y/o

situaciones clinicas tanto para adultos como para poblacién pediatrica.

Desde el punto de vista microbiolégico, los productos listos para usar son mas seguros. Esto
se debe a que se encuentran en envases sellados herméticamente y estériles, lo que reduce
significativamente el riesgo de contaminacion. En cambio las féormulas en polvo, al requerir
manipulacion por parte de un operario esta expuesta a diferentes fuentes de contaminacion
durante el proceso de mezcla. No soélo eso, sino que tampoco se puede garantizar con exactitud
la composicion final de sus macro y micronutrientes ya que dependera de la reconstituciéon que
se utilice. En resumen, los productos listos para usar son de eleccion primaria como formula

nutricional a utilizar.

Modulos nutricionales

Los madulos nutricionales son preparados constituidos por un solo macronutriente (hidratos
de carbono, proteinas o grasas). En la practica clinica diaria, el médulo proteico sea tal vez el de
mayor utilizacion, pero en lineas generales no se utilizan tan frecuentemente reservandose para

casos muy puntuales.

Suplementos nutricionales orales

Son productos disefiados para complementar la alimentacién oral habitual cuando ésta es
insuficiente para cubrir las necesidades de la persona. No deben constituir una fuente exclusiva
de alimentacion (para ello deberian utilizarse formulas nutricionales listas para usar). Presentan

las siguientes caracteristicas:

e Presentacion en latas o botellitas de 200 a 300 cc o también pueden presentarse en
polvo para reconstituir.

e Presentan una composicion nutricional especifica que se encuentra detallada en el
envase del producto.

e  Aportan elevado valor de saciedad.

e Existen para patologias especificas: pacientes diabéticos, adultos mayores,

hiperproteicos, etc.

Antes de comenzar a desarrollar la nutricion parenteral y para terminar con la nutricién enteral

es importante conocer los beneficios que presenta ésta por sobre la nutricion parenteral
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Beneficios de la nutricion enteral

o Mas fisioldgica.

. Mantiene estructura y funcién gastrointestinal.

. Evita traslocacion bacteriana.

o Menor costo y vigilancia que una nutriciéon parenteral.

. Comblicaciones menos araves aue la nutriciéon parenteral.

Nutricion parenteral

La Nutricién parenteral (NP) es la provision de nutrientes directamente a la circulacion
sistémica, evitando el tracto gastrointestinal (Figura 14.2)

La palabra parenteral viene del prefijo griego para, que significa "junto a, a un lado, contra, al
margen de" y la palabra también griega énteron, "intestino", es decir, 'a un lado o cercano al

intestino, pero no en el intestino'.

B
‘9

Figura 14.2. Aporte de nutricion parenteral

Clasificacion

Existen muchas maneras diferentes de clasificar a la nutricion parenteral: segun la vena

utilizada para su administracion (via central o periférica), segun el aporte calérico-proteico que
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reciba (NP total o complementaria), segun el tipo de formulacion que sea (magistral o

industriales) etc. Las mismas no son excluyentes.

A los fines practicos se explicaran las clasificaciones mas habitualmente utilizadas en la

practica clinica.

v' Segun el tipo de vena utilizada

> NP central

e La NP se administra a una vena de gran calibre como puede ser la vena cava superior.

e En estas venas se pueden aportan todos los requerimientos nutricionales necesarios
por lo que podemos garantizar que el paciente cubra todas sus necesidades calérico-
proteicas, por eso también suele llamarse a este tipo de NP total.

e Recibe soluciones hiperosmolares de > 800 mosm/I

e Duracion mayor a 7-10 dias.

> NP periférica

e Se utilizan venas periféricas para su administracion. La principal limitante de este acceso
es que el sitio de venopuncién debe rotarse cada 72-96 horas.

e Tolera soluciones con una osmolaridad maxima de < 800-900 mosm/l, superada esta
osmolaridad, el riesgo de flebitis y extravasacion aumenta, pudiendo por ello perder el
acceso.

e La NP se prevé que sea de corta duracion < a 7-10 dias por lo que generalmente se
utilizan como complemento de la NE o via oral para alcanzar los requerimientos
nutricionales o bien pacientes desnutridos severos en el perioperatorio.

e Habitualmente en este tipo de formulaciones y por las caracteristicas mencionadas no

se cubren requerimientos nutricionales de los pacientes.

v' Segun el tipo de formulacion

» Férmulas industriales o de tres camaras o estandar

e Son bolsas envasadas en forma industrial con los macronutrientes separados en 2 o0 3
compartimentos o “camaras”. Y finalmente esterilizada.

e En el momento de usarlas se rompen los compartimentos manualmente y se mezclan.

e Tienen composicion definida de macronutrientes. No poseen vitaminas y minerales y sélo
presenta algunos oligoelementos, pero en cantidades inferiores a las recomendadas.

e Existen formulas para administrar por via central o via periférica

e Tienen como ventaja que se pueden almacenar durante largos periodos de tiempo (hasta
2 anos a temperatura ambiente).

¢ Una vez mezcladas duran colgadas a temperatura ambiente 24 horas.
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» Foérmulas magistrales

e Son formulaciones preparadas especificamente para un paciente individual, con una
formulacion especifica a cargo de un farmacéutico preparado para dicho fin. En dicha
formulacion se puede indicar la dosis exacta de macro y micronutrientes que se
consideren necesarios para la persona.

e Deben utilizarse en un periodo breve de tiempo. Si no se utilizan inmediatamente se
deben conservar en heladera a 4°C y pueden durar hasta 1 semana dependiendo el
laboratorio que lo fabrique y la presencia o no de lipidos de la bolsa.

e Son mucho mas costosas que las formulas de tres camaras.

e Una vez colgadas, al igual que las férmulas estandar, duran 24 horas.

Accesos Venosos

Para administrar la NP se necesita que el paciente cuente con un acceso venoso. Los
catéteres venosos son sondas que se introducen en los vasos con fines diagnosticos o

terapéuticos. Segun el tipo de vena utilizada se pueden dividir en:

> Accesos venosos periféricos (ACP): son catéteres de calibre fino y materiales
biocompatibles. Son cortos (2,5 cm) y estan indicados en tratamientos de hasta 7 dias

aproximadamente.

> Accesos venosos centrales (CVC): el acceso puede ser subclavio, yugular o femoral, pero
el extremo distal debe quedar alojado en una vena de gran didmetro y flujo, como puede ser vena
cava superior o inferior. Son los utilizados con mayor frecuencia para infundir NP a corta y

mediana duracién (15-30 dias). Existen de 1-4 limenes (Figura 14.3).

LUMENES

Figura 14. 3. Grafico de un catéter trilumen.
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Los catéteres para los accesos venosos centrales se pueden dividir en tres grandes grupos.

(Tabla 14.1). En cualquier tipo de acceso venoso central realizado debe ser confirmada su

correcta colocacion con rayos.

Tabla 14.1. Clasificacién de los catéteres para via central.

NO TUNELIZADOS

TUNELIZADOS

IMPLANTABLES

e Son catéteres de corto
plazo. (15 a 30 dias)

e Son los mas
frecuentemente usados
en las unidades de terapia
intensiva

e Se insertan por puncion
percutanea a pie de cama
y puede ser realizado por
el médico terapista

e Comparativamente mas
baratos que los otros,
faciles de retirar y
facilmente recambiables

o Catéteres de largo plazo
(mas de 3 meses)

e Deben colocarse en
quiréfano y realizado por
un cirujano vascular

¢ VVentajas: menor salida
accidental y de infeccion
del catéter

o Este tipo de catéteres
posibilitan realizar una NP
cronica domiciliaria (con
desconexion), permiten el
auto-cuidado, son de
duracion prolongada y se
pueden reparar en caso
de roturas accidentales

¢ Se implantan totalmente
bajo la piel y tiene un
reservorio que se compone
de una capsula de titanio o
poliuretano con una
membrana de silicona
conectada a un catéter de
silicona o poliuretano

¢ Son ideales para quienes
reciben tratamientos
endovenosos intermitentes
en forma crénica. Ejemplos:
quimioterapia (port a cath)

Composicion de la NP

Al igual que lo que sucede con los alimentos que comunmente se ingieren, la NP contiene

macro y micronutrientes: vitaminas, minerales y oligoelementos.

Se explicaran las generalidades de los macronutrientes.

v' Glucosa o dextrosa o también llamada glucosa monohidratada

e Es el principal componente energético de la NP.

e Aporta entre el 40 y el 60% de las calorias no proteicas, o alrededor del 50% del valor calérico

total (VCT).

e Adiferencia de los alimentos que se consumen en forma habitual donde un gramo de hidrato

de carbono aporta 4 kcal; 1 g de glucosa en la NP aporta 3,4 kcal. Ello se debe a que la

dextrosa se administra en forma de solucion acuosa al 70-80%. Esta concentracion implica
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una mayor cantidad de agua por gramo de dextrosa, lo que reduce su densidad caldrica a
3,4 kcal

e Para evitar gastar aminoacidos como sustratos para la gluconeogénesis y asi preservar las
proteinas corporales y la masa muscular se debe aportar un minimo de dextrosa por kg por
dia, siendo el mismo de 1,5 g/kg/dia o 120 -150 g/dia.

e Deigual manera, la glucosa en exceso se convierte en acidos grasos y se almacena en los
tejidos adiposos o en el higado, que luego deriva en la infiltracién de grasa en el higado lo
que inducen una resistencia a la insulina periférica. En consecuencia, una administracion
excesiva de la glucosa puede ser perjudicial. Por ello se debe respetar un aporte maximo
de glucosa/kg/dia.

e Aporte maximo 5 gramos/kg/dia.

e Bibliografia mas reciente sugiere que dicho punto de corte no deberia ser mayor a los 3,5
g/ kg/dia.

v" Aminoacidos

e Es el componente estructural y funcional de todos los tejidos del cuerpo.
¢ Representan del 15-20% del VCT.

e Son la fuente proteica de la NP.

e 1 gr de aminoacidos representan 4 kcal.

e Aporte diario recomendado: 1- 2 g /kg/dia.

Un aminodcido que cobro mucho interés en los ultimos afios es la glutamina. Es el aminoacido
mas abundante en el cuerpo humano y constituye aproximadamente el 60% de la reserva de
aminoacidos libres del cuerpo. Es un importante combustible metabdlico y precursor para la
sintesis de proteinas, nucleétidos y &cido nucleico. Al considerarse como un aminoacido
“condicionalmente esencial”, la glutamina debe proporcionarse con la NP. Sin embargo, las
preparaciones convencionales de aminoacidos no contienen glutamina debido a que la glutamina
libre es poco soluble e inestable. Como alternativa, se desarrollaron dipéptidos con glutamina,

por ejemplo, L-alanil-L-glutamina (AlaGIn), con uso exitoso en la rutina clinica.

v Emulsiones lipidicas

e Fuente de energia y de acidos grasos esenciales (AGE).

e Las emulsiones lipidicas contienen una determinada cantidad de glicerol (aporta 4,3
kcal/gr) para lograr isotonicidad y es la razén por la que un 1 gramo de grasa no aporta
9 kcal como lo es en la nutricién normal, sino que se puede resumir diciendo que 1 gr de
emulsion lipidica aportara 10 kcal.

e Se debe garantizar un aporte minimo de lipidos: 50-100 g/semana o para ser mas
especifico omega 6 de 0,1-0,25 gr/kg/dia y omega 3 de 0,02-0,05 g/kg/dia para aportar

los AGE que son fundamentales para un normal funcionamiento del cuerpo.
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e Aporte maximo 1-1,5 g/kg/dia. Se aconseja no superar dicho aporte, sobre todo en
pacientes con NP prolongadas por el riesgo de generar principalmente problemas

hepaticos, y biliares.

Evolucion de las emulsiones lipidicas

Alo largo de la historia de la NP, las emulsiones lipidicas son el macronutriente que mas ha
evolucionado. La primera emulsion que se utilizé en la NP era 100% de triglicéridos TAG (lipidos
de primera generacidn) lo que los hacia muy inestables al momento de utilizar esa férmula, por
lo que al poco tiempo y para mejorar dicho punto, la industria farmacéutica incorporé a los
triglicéridos de cadena media (TCM), siendo entonces 50% TAG y 50%TCM (lipidos de segunda
generacioén). Las emulsiones lipidicas de tercera generacion presentan un perfil lipidico mas
favorable ya que a menudo contienen una mezcla de lipidos que incluyen los acidos grasos de
cadena media (AGCM) junto a acidos grasos omega 3 y/o 9, considerados lipidos anti-
inflamatorios.

Estas mezclas son consideradas mas estables y menos propensas a causar complicaciones
como la toxicidad hepatica ademas de tener un rol en la modulacién inflamatoria por el tipo de

lipidos incorporados.

v Electrolitos, oligoelementos y vitaminas

e Las férmulas industriales o de tres camaras no cuentan con aporte de vitaminas y
oligoelementos. Dependiendo la marca de la misma, puede contener electrolitos, pero
en dosis mucho menores a las recomendadas.

e En el caso de las férmulas magistrales de NP, se pueden aportar las cantidades
necesarias de vitaminas, oligoelementos y electrolitos que requiera el paciente.

e Los requerimientos diarios van a ser variables dependiendo de la enfermedad de base
del paciente y de su condicion clinica, déficits o excesos previos, ionogramas, etc.

e Por lo generales existen valores basales, que pueden modificarse o no.

e Existen algunas particularidades con alguno de los oligoelementos.

e El manganeso se elimina principalmente en la bilis.

e La acumulacion de manganeso en pacientes con falla hepatica puede traer aparejados
problemas neuroldgicos. Al igual que el cobre, donde altas concentraciones pueden
causar dafio hepatico, si existe insuficiencia hepatica para eliminarlo, se restringe el
aporte de estos en la NP.

e Algo muy similar sucede respecto del selenio, cromo y molibdeno en la insuficiencia renal

ya que la capacidad para excretar estos oligoelementos se encuentra comprometida.
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Rol del farmacéutico en la nutricion parenteral

El farmacéutico cumple un rol fundamental dentro del equipo de soporte nutricional, siendo

clave en la elaboracion magistral de la NP.

O PACIENTE
Q Q_
"\

@%

i 5@5@@%

Figura 14.4. Esquema de abordaje interdisciplinario.

Las preparaciones de mezclas de nutrientes deben desarrollarse en un servicio de farmacia,
y es responsabilidad del farmacéutico garantizar la esterilidad, estabilidad y compatibilidad, asi
como, la composicion y dosis establecidas. Tomando como base el Consenso Espafiol sobre
Preparacion de Mezclas de Nutrientes Parenterales, se desarrollaran de manera sintética

algunas de las principales injerencias del farmacéutico.

Control de las causas de inestabilidad o incompatibilidad de la férmula

Estabilidad de la emulsion lipidica

Las emulsiones lipidicas intravenosas pueden desestabilizar la férmula por multiples causas.
Cuando las particulas de lipidos son mayores a 5 micras pueden generar consecuencias
adversas para el paciente por ejemplo un embolismo pulmonar. La floculacién de dichas
particulas se realiza por inspeccién visual ya que la misma se desplaza a la parte superior de la
bolsa formando un “creaming”.

Los factores que tienen mayor influencia son:

e Ladisminucion del PH
e La composicién de las soluciones de aminoacidos
e La concentracion de la glucosa

e Orden de adicion
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e Tipos de lipidos

Precipitacion calcio-fésforo

Es uno de los principales problemas de compatibilidad que se puede producir en una formula
de NP. Sus consecuencias pueden ser fatales ya que al igual que las particulas lipidicas, la
administracion IV de precipitados mayores de 5,6 micras, puede desencadenar embolia
pulmonar en el paciente. La precipitacion en solucién de NP sin lipidos puede visualizarse
facilmente, pero ante la presencia de lipidos no puede detectarse el precipitado por inspeccion
visual.

Los factores que tienen mayor influencia son:

e Mayor concentracién de calcio y fosforo

e Aumento del pH de la solucién

e Bajas concentraciones de glucosa y aminoacidos
e Aumento de la temperatura

e Tipo de calcio y de fosfato utilizado.

Degradacion de aminoacidos

Algunos aminoacidos son fotosensibles y se deterioran si se exponen a la luz por periodos de
tiempo prolongados. El aminoacido mas sensible es el triptéfano.

Cuando la glucosa y los aminoacidos se almacenan a T ambiente, puede tener lugar la
formacion de productos de la reaccién de Maillard. Esta reaccion da un color caracteristico,
marrén oscuro que se puede ver a simple vista. El aminoacido que participa en una reaccion
Maillard se pierde desde el punto de vista nutricional, con lo que disminuye la calidad nutricional
de la mezcla, por lo que es muy importante evitar que esto suceda por los efectos anti

nutricionales de la misma.

Degradacién de vitaminas

Las vitaminas son sustancias muy sensibles a diferentes factores como luz, temperatura,
presencia de oligoelementos y bisulfitos y tipo de material del envase utilizado.

El uso de bolsas multicapa formadas por tres 0 mas capas, siendo las dos internas de un
material quimicamente inerte y la externa de un polimero impermeable al oxigeno, al vapor de
agua y fotoprotector protege la oxidacion de vitaminas y emulsiones lipidicas.

Como este efecto no es completo, también se aconseja la utilizacién de bolsas fotoprotectoras
que retienen las radiaciones ultravioletas, evitando reacciones de degradacion como la

peroxidacion lipidica y la degradacién de vitaminas fotosensibles.

Procesos de peroxidacién
El aumento de éstos se ha relacionado con aumento de la mortalidad. La generacion de
peroxidos en solucion de NPT es el resultado de una reaccion entre el oxigeno y diferentes

donadores de electrones (AGPI, vitaminas) en presencia de la luz. La cantidad de peréxidos
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formados es proporcional a la cantidad de acidos grasos poliinsaturados. Las recomendaciones
para evitar esta alteracion son:

e Almacenar las bolsas de NP a 2-8°C.

o  Utilizar bolsas multicapas.

e  Utilizar lipidos con bajo contenido en acidos grasos polinsaturados (AGPI).

e Evitar en la medida de lo posible el contacto con el aire en la preparacion de la NP.

Orden de adicion
El orden de adicién de los distintos componentes a la mezcla final es un factor muy importante
a tener en cuenta para garantizar la estabilidad de la emulsién lipidica y evitar incompatibilidades

entre los otros componentes.

Aditivacion de farmacos

Existen farmacos que se pueden administrar conjuntamente con la mezcla de NP ya que hay
estudios de estabilidad que avalan esta practica. Hay farmacos incompatibles con NP y otros de
los que no existen estudios. Es importante que el farmacéutico tenga presente cada uno de los

casos mencionados.

Control de calidad

Por ultimo, y no menos importante, este consenso sefiala que: “El farmacéutico ha de
asegurar la calidad de las NP elaboradas o manipuladas en el Servicio de Farmacia. La Sociedad
Americana de Farmacéuticos de Hospitales (ASHP) y la Sociedad Americana de Nutricién
Parenteral y Enteral (ASPEN), en sus recomendaciones responsabilizan al farmacéutico de la
correcta preparacion de las mezclas de NP, asi como del control durante su procesado, y de su

producto final”
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Ejemplo de calculo para la preparacion de una férmula parenteral

Existen muchas formas de realizar una nutricion parenteral magistral. Aqui se explicara la

manera mas sencilla de hacer.

1) Estimar la meta caldrica del paciente.

2) Dividir las kcal totales entre sus macronutrientes, procurando, en la medida de lo
posible, que sea armodnico.

3) Comprobar que los gramos totales de cada macronutriente no superen el tope maximo

permitido, para lo cual se dividen los gramos totales por el peso del paciente.

Paciente con 80 kg en asistencia respiratoria mecanica (ARM) que necesita NP

Requerimiento caldrico final: 25 kcal/kg/dia = 25 kcal x 80 kg = 2000 kcal /dia

/
50% Dextrosa > 1000 KCAL > 19 = 3,4 kcal 2941 g
2000 Keal < 00, Aminodcidos & 400 KCAL 1g = 4 kcal 100 g
30% Lipidos & 600 KCAL 1g=10kcal | 60 g

g

Comprobacién:
294,1 g + 80 kg = 3,67 gramos de dextrosa (Aporte maximo: 5 g/kg/dia)
100 g + 80 kg = 1,25 gramos de aminoacidos

60 g + 80 kg = 0,75 gramos de lipidos (Aporte maximo 1,5 g/kg/dia)

= Se solicita una bolsa de NP magistral con 294,1 gr de dextrosa, 100 gramos de

aminoacidos y 60 gr de lipidos + vitaminas, minerales y oligoelementos
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