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Evaluacion de mezclas de harina de trigo integral con substituto de
grasas

Evaluation of whole-wheat flour blends with fat replacer

Patricia M. Scheuer'”, Bruna Mattioni?, Valéria M. Limberger-Bayers3,
Pihetra O. Tatsch?®, Martha Z. Miranda®, Alicia de Francisco?
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Embrapa Wheat, Grain Quality Laboratory, Rodovia BR 285, Km 294, 99001-970, Passo Fundo, RS, Brazil.

* E-mail: patriciamatosscheuer@gmail.com

Resumen

Una dieta rica en fibras alimenticias con bajo contenido de grasas, ayuda a prevenir enfermedades cronicas.
La utilizacion de harina de trigo integral y de substituto de grasa, agrega valor nutricional. Substitutos de grasa
acttian reduciendo el nivel cal6rico. El salvado afecta las propiedades reolégicas y la calidad del pan. Considerando
el desafio de agregar valor nutricional, manteniendo la estructura y la estabilidad de la miga, nuestro objetivo
fue evaluar las caracteristicas fisico-quimicas y reolégicas de mezclas de harina de trigo integral con substituto
de grasa para futura aplicacion en panes. Los valores de gluten de las mezclas de harinas indicaron que eran
tecnologicamente aceptables para panificacion. El efecto de la presencia del substituto de grasa fue observado
solamente en la alveografia y en el color de las muestras con mayor nivel de sustituto, pues a mayor nivel de
substituto, menores fueron los resultados de la tenacidad maxima de trabajo

Palabras clave: Almidon; Cereales; Propiedades fisico-quimicas; Reologia, Substituto de grasa.

Abstract

A diet rich in low-fat dietary fiber helps to prevent chronic diseases. The use of whole wheat flour and fat substitute,
adds nutritional value. Fat substitutes act by reducing the caloric level. The bran affects the rheological properties
and the quality of the bread. Considering the challenge of adding nutritional value, maintaining the structure and
stability of the crumb, our objective was to evaluate the physicochemical and rheological characteristics of whole
wheat flour blends with fat substitute for future application in breads. The gluten values of the flour blends indicated
that they were technologically acceptable for baking. The effect of the presence of the fat substitute was observed
only in the alveography and in the color of the samples with higher level of substitute, because at a higher substitute
level, the lower the results of the maximum tenacity of work.

Key words: Physicochemical properties; Rheology, Fat Substitute.

Introduction

Low fat and rich in dietary fiber diet have been shown
to decrease the risk of non-communicable diseases (7).
Bread is a common staple food around the world that can
be used to deliver ingredients for specific health purposes
(19).

Starch is a major component of bread, and plays an
important role in the texture and quality of the dough.
Undesirable properties of native starches can be minimized
using modified starches as quality improvers (16) and fat
replacers (14).

RECYT / Ao 19 / N° 28 / 2017

While whole-wheat flour helps maintain health, the
fiber affects bread quality, depending on composition and
particle size (18, 26). The presence of bran considerably
affects the rheological properties of dough and, subse-
quently, bread’s quality (26). The adverse effect of fibers
on bread volume is highly correlated with gluten yield,
since fiber interacts physically and chemically with gluten
influencing gluten aggregation negatively (18).

Therefore, adding nutritional value to bread while
maintaining the quality of crumb structure and stability
of the gas cells (18) is a major challenge. To study the
effect of adding a fat replacer to whole-wheat flour for
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baking: analysis of gluten content, dextrose equivalent,
farinography, alveography, viscosity, color and microscopy
were performed.

Material

This study used whole-wheat flour and white flour,
obtained from the same batch of wheat (2012 harvest), pro-
vided by Cooperativa Agraria Agroindustrial (Guarapuava,
Brazil). Samples were stored at -18 °C until the time of
analysis. Enzymatically modified corn starch (Selectamyx
C150, Dutch Starches International, Netherlands) was used
as the fat replacer.

Methods
Preparation of blends of flour and fat replacer

Blends with different proportions of whole-wheat flour
(WF) and white flour (refined flour, RF) were prepared and
encoded according to the percentage of WF and RF used:
95.35WF (95.35WF+4.65RF); 85WF (85WF+15RF);
60WF (60WF+40RF); 35WF (35WF+65RF); 24.64WF
(24.64WF+75.36RF), following the experimental design.
Blends were homogenized with the fat replacer, according
to the levels indicated in the experimental design.

Experimental design

A rotatable central composite design was used, with the
percentage of whole-wheat flour (% WF) and the percenta-
ge of fat replacer (%FR) as independent variables (Table
1) (24). Of the 14 types of blends with 6 replicates at the
central point, 12 types of blends with four center point
replicates were evaluated in this experiment, adopting an
orthogonal block design (6), which eliminates the effect
of heterogeneity present in the units for comparison of
experimental treatments.

Analysis of results

Analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test
(p<0.05) were used to determine the significance of the
data. Samples of the central treatment (9 to 12) are repre-
sented by the averaging them (9-12%) (Table 1).

Physical and chemical analysis
Gluten

Gluten analysis of blends of wheat flour was performed
according to method 38-12 (1) with modifications. The
first wash used a fine-mesh polyester sieve (opening 88
pm), while the second wash was performed using only the
receiving pan of the sieve set, thus enabling output of the

high-granulometry bran particles present in the flour and
leaving only gluten. Analysis of gluten index, wet gluten
and dry gluten was performed with a 2100 Glutomatic
system (Perten, USA). Samples were analyzed in duplicate.

Dextrose equivalent

The degree of hydrolysis of the FR was evaluated by
determination of its dextrose equivalent (DE). Determina-
tion of reducing sugars was performed by the 3,5-dinitro-
salicylic acid (DNS) method (15).

Color

The color of the blends was evaluated in triplicate using
a CIE L*a*b* system, with a CR 410 colorimeter (illumi-
nant D65, 10° angle) (Konica Minolta, Japan) coupled to
a DP-400 processor.

Scanning electron microscopy

FR samples were fixed on aluminum stubs with double-
sided carbon tape and coated with two 200A-thick layers
of gold, using a SCD 005 sputter coater (Baltec, EUA).
The samples were visualized and microphotographed in a
JSM-6390LV scanning electron microscope (JEOL, Japan),
at an accelerating voltage of 10 kV.

Rheological analysis
Farinography

The farinograph properties of the blends and FR were
evaluated in two determinations by method 54-21 (1) in
a Typ 820600 farinograph (Brabender, Germany), using
50 g of the sample (corrected to 14% moisture content),
at a mixing speed of 63 rev/min’' and consistency of 500
Farinograph Units.

Alveography

The viscoelastic properties of the blends and FR were
analyzed, in duplicate, in a Chopin Alveograph (Chopin
Technologies, France), in accordance with method 54-30A

(D).
Viscosity

Viscosity of the blends and FR was determined in
duplicate, with a Rapid Visco Analyzer (RVA) 3D (New-
Port Scientific- Perten, Sweden) using Thermocline for
Windows 3.1 software, according to method 76-21 (1)
was used.

RECyYT / Afo 19 / N° 28 / 2017
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Results and discussion
Physical-chemical evaluation
Gluten content

Table 1 shows the results of wet gluten, dry gluten, and
gluten index determination.

Table 1: Gluten content of the homogenized blends of wheat flour and
fat replacer.

independent
Blend variables
WF (%) | FR (%) WG (%) DG (%) Gl
1 35.00 0.60 25.20% £ 0.27 8.46° +0.04 93.00? + 0.00
2 35.00 2.60 27.022 £ 0.06 8.842+0.03 90.007 + 2.83
3 85.00 0.60 24.39% + 0.35 8.57%+0.08 94.50° + 0.71
4 85.00 2.60 22.73%® + 0.67 7.892+0.24 93.502 + 0.71
5 24.64 1.60 26.98*+2.32 8.522+0.61 88.007 + 4.24
6 95.35 1.60 21.65 £ 0.77 7.732+0.32 92.50° + 0.71
7 60.00 0.18 22.39% + 3.68 8.14% + 0.86 95.00% + 5.67
8 60.00 3.00 25.34% £ 0.16 8.78%+ 0.00 93.502 + 0.71
9 60.00 1.60 23.88% + 0.38 8.692+0.15 94.50° + 0.71
10 60.00 1.60 25.02% + 1.17 8.70° = 0.11 94.00° + 1.41
1 60.00 1.60 23.45% £ 0.66 8.07%+0.15 95.00° + 4.24
12 60.00 1.60 23.37% £ 0.16 8.972+0.07 93.50% + 3.53
9-12* 60.00 1.60 23.93% + 0.00 8.607 + 0.03 94.00? + 2.83
Mean values in the same column followed by different letters are significantly different
(p<0.05). Results expressed as mean of two determinations + standard deviation. *Average
of samples 9 to 12. WF: whole-wheat flour; FR: fat replacer; WG: wet gluten; DG: dry gluten;
Gl: gluten index.

Wet gluten values between 21.65 and 27.02% were ob-
tained, with a significant difference only between samples
2 (35WF+2.6FR) and 6 (95.35WF+1.6FR) and between
samples 5 (24.64WF+1.6FR) and 6 (95.35WF+1.6FR),
with lowest and highest whole-wheat flour levels, respec-
tively. As whole-wheat flour level decreases (fiber content),
the white flour level and the gluten value increases. Similar
results were reported by Oro (20) or white and WF blends
and Gonzalez et al. (8) in wheat flour.

Dry gluten values ranged from 7.73 to 8.84%, with no
significant difference among samples. Dry gluten values
correspond to slightly more than one-third of the wet glu-
ten value (30). Oro (20) obtained similar values for white
and WF blends; and by Gonzalez et al. (8) reported dry
gluten values from 6.5 to 12.7%.

Gluten index values from the tested blends were
88.00-95.00, with no significant differences. According
to Vazquez (30), these results characterize the blends as
strong flours, which is technologically recommendable for
bread baking.

Dextrose equivalent

DE corresponds to the degree of starch hydrolysis. The
FR used in this study had a DE of 6.60 mg glucose/ml and

RECYT / Ao 19 / N° 28 / 2017

a hydrolysis percentage of 46.89% at 90 °C for 15 minutes
in DNS solution. Hydrolyzed starch with DE from 8 to 5
is indicated for use as a FR (11). Enzymatic hydrolysis
of starch yields maltodextrin with low DE (< 6.0), which
according to Setser and Racette (25) is similar to native
starch resulting in low humectancy, making it appropriate
for use as FR because of moisture retention viscosity.

The hydrolysis efficiency found in this study was
similar to that reported by Uthumporn et al. (29) (52.6%
for 24 h of hydrolysis).

Color

The color properties of the blends are shown in Table 2.

Table 2: Color analysis of the homogenized blends of wheat flour and
fat replacer.

Blend | WF (%) | FR (%) L* a* b*
1 35.00 0.60 89.722 + 0.11 0.53+0.04 8.03% + 0.06
2 35.00 2.60 89.712+ 0.29 0.55%+ 0.06 7.86f+ 0.09
3 85.00 0.60 77.619 £ 1.09 4.072£0.43 10.75" + 0.20
4 85.00 2.60 80.00° + 0.86 3.23°+0.33 10.16¢ = 0.29
5 24.64 1.60 90.86% + 0.36 0.239+0.04 8.18%"+ 0.12
6 95.35 1.60 76.019 £ 1.48 4.30%+0.54 11.63% + 0.37
7 60.00 0.18 85.21° £ 0.36 1.78¢+£0.10 8.619+0.06
8 60.00 3.00 85.83" + 0.57 1.55¢+£0.17 8.41% +0.11
9 60.00 1.60 85.73°+0.31 1.64°+0.12 8.40%f + 0.08
10 60.00 1.60 85.51° + 0.66 1.71°+0.23 8.47%1 £ 0.12
" 60.00 1.60 85.42° £ 0.77 1.68¢ £ 0.25 8.35%+ 0.19
12 60.00 1.60 85.45 + 0.34 1.68¢+0.14 8.279%f + 0.08

9-12* | 60.00 1.60 85.51° + 0.31 1.68¢ £ 0.09 8.37% + 0.04

Mean values in the same column followed by different letters are significantly different (p<0.05).
Results expressed as mean of three determinations + standard deviation. * Average of samples 9
to 12. WF: whole-wheat flour; FR: fat replacer; L*: luminosity; a* and b*: chroma coordinates.

Samples 1 (35WF+0.6FR), 2 (35WF+2.6FR) and 5
(24.64WF+1.6FR), with lower WF content and different
FR contents, had significantly higher luminosity values (L*
tending to white) than the other samples, even with diffe-
rent FR levels, probably because of the white wheat flour
content (Table 2). In samples 7, 8 and 9-12*, even with
different levels of FR (0.18, 3.00 and 1.60%, respectively),
there was no significant difference in L*, as all samples
contained the same percentage (60%) of WEF.

However, when WF content increases to 85%, the
FR content showed an impact on L*. This was seen in
samples 3 (85SWF+0.6FR) and 4 (85WF+2.6FR), wherein
sample 4 had a higher FR content and higher L* than
sample 3 (p<0.05). Regarding the a* chromaticity pa-
rameter, the samples behaved similarly as for L* (Table
2). The lowest a* chromaticity levels were observed
in samples 1 (35WF+0.6FR), 2 (35WF+2.6FR) and 5
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(24.64WF+1.6FR), which contained lower WF levels and
different FR levels.

As arule, as WF content increases, so does a* chromati-
city. Among samples 7, 8 and 9-12*, which contained 60%
WF and different levels of FR, there was no significant di-
fference for the a* chromaticity parameter. However, when
WF content was increased to 85%, as in samples 3 and 4
(with 0.6 and 2.6% FR respectively), a* chromaticity was
significantly higher in the sample with lower FR content.

Regarding the b* chromaticity parameter, higher va-
lues were observed in samples with higher WF content:
11.63 for sample 6 (95.35WF+1.6FR), 10.75 for sample 3
(85WF+0.6FR) and 10.16 for sample 4 (85WF+2.6FR). All
samples with a WF content < 60 were statistically equal in
terms of b* chromaticity, regardless of FR content.

As the WF content increases, the samples become
darker, redder and yellower regardless of the FR levels.
This is consistent with the findings of Hidalgo et al. (9).
These authors suggest the effect of particle size on color
attributes of WF. According to Hidalgo and Brandolini (10)
flour color is determined by the combination of luminosity
(L*) and yellow color (b*) where luminosity is affected
by bran content and yellow chromaticity is dependent on
carotenoid content.

Scanning electron microscopy

Figure 1 presents images of the fat replacer.

LCME-UFSC

Figure 1: Scanning electron micrograph of the tested fat replacer.
Arrow (=) shows evidence of enzyme activity.

There were irregularities in size and shape of the granu-
lar structure of the modified starch, as well as the presence
of pores and crevices distributed randomly over the surface
of the granules, indicating that hydrolysis of the starch
granules did not occur evenly as confirmed by Uthumporn
et al. (29). Thus, the observed image shows that the starch
used as a FR in the present study probably underwent
enzymatic attack. Similar images were published by Chen
and Zhang (4) and Ma et al. (14).

Rheological evaluation

Farinography and alveography

The results are shown in Table 3.

Table 3: Farinography and alveography of the homogenized blends of
whole-wheat flour and fat replacer.

Farinography
Blend
WA (%) MT (min) ST (min) MTI (FU)
1 56.80" + 0.14 9.30"+0.14 10.00" + 0.07 17.50° £ 2.12
2 55.60'+ 0.21 10.009 £ 0.23 9.40"+ 0.28 18.00° + 1.41
3 62.30° + 0.42 20.40°+0.41 18.00° + 0.42 16.00% + 2.28
4 61.30°+ 0.28 16.20° + 0.21 17.60% + 0.03 7.004+0.71
5 56.00' + 0.07 9.20" + 0.07 8.60"+ 0.00 28.002 + 0.00
6 64.207 + 0.40 16.70°+0.23 | 21.80°+0.06 6.009 £ 0.43
7 58.90¢ + 0.26 12.50¢ + 0.17 14.60% + 0.21 11.00% + 1.41
8 56.60" + 0.21 12.35¢+0.11 12.60°+0.23 | 15.00> +2.83
9 57.709 + 0.14 11.70¢' £ 0.26 13.90% +0.13 9.00¢+ 0.25
10 58.10%' £ 0.17 15.00° + 0.42 17.60% + 0.62 11.00% £ 0.14
" 58.50% + 0.24 10.509 £ 0.57 14.00% + 0.49 7.004+0.17
12 57.409 + 0.04 11.20°+ 0.21 16.90% + 0.24 7.00¢+ 0.46
9-12* 57,90 + 0.21 12.10% £ 0.13 15.60% + 0.05 9.00¢ + 0.61
Blend Alveography
P (mm H,0) L (mm) P/L W (x 104))
1 104.0%¢ + 1.4 27.02+0.0 3.85¢+0.06 124.0°+1.4
2 113.0%¢ £ 2.81 26.0°+x14 4.35%+ 0.35 131.0°+£2.8
3 120.0%0 + 1.4 11.5% + 0.7 10.452 £ 0.52 61.0°+4.2
4 102.0+ 1.4 9.5+ 0.7 10.76% £ 0.65 40.0¢+ 0.0
5 103.5¢ + 0.7 2852+ 0.7 3.63¢+0.06 13152+ 35
6 126.52+7.8 13.0¢+ 1.4 9.75% + 0.46 69.5° + 10.6
7 104.0%4 + 2.8 22.0°+1.4 4.73+0.18 104.0°+ 7.1
8 113.5%0¢¢ + 2.1 16.5¢+ 0.7 7.33°+£0.47 76.5°+0.7
9 114.02¢ + 1.4 15.0°+ 0.0 7.60°+0.10 76.0°+ 0.0
10 118.0®° + 1.4 13.5%+ 0.7 8.75 + 0.56 69.5°+ 3.5
1" 116.0%%° + 4.2 14.5% + 0.7 8.00°+0.10 735°+7.8
12 114.02% + 5.6 14.50% + 0.7 7.88°+0.78 70.0°+2.8
9-12* 115.5%%° + 2.1 14.0% + 0.0 8.05°+0.29 72.0°+1.4
Mean values in the same column followed by different letters are significantly
different (p<0.05). Results expressed as mean of two determinations + standard
deviation. * Average of samples 9 to 12. WA: water absorption; MT: mixing time;
ST: stability; MTI: mixing tolerance index; FU: Farinograph Unit; P: tenacity; L:
extensibility; P/L: tenacity/extensibility ratio; W: deformation energy.

In the farinograph parameters, samples with the same
WF content and different levels of FR, showed that water
absorption decreased significantly and there was no signif-
icant difference in stability (Table 3).

Farinograph water absorption values ranged from 55.60
to 64.20% in the WF blends and 59.0% for the white flour.
Notice that the whole and white flours used here were ob-
tained from the same batch of grain. These values confirm
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that the blends are adequate for baking (30).

Increased WF content also increased water absorption
and sample retention in the 600 um sieve, indicating larger
particle size due to fragments from the bran. This same
statement was made by Seyer and Gélinas (26), Sudha et
al. (28), Oro (20) and Noort et al. (18). In the other hand,
FR can decrease water absorption (17).

The FR seems to acts as a lipid, plasticizing the dough
and coating the protein structure of the gluten and starch
granules, preventing them from absorbing water during the
mixing process (5).

According to Ortiz and Lafond (21), wheat bran has
high water absorption due hemicellulose, cellulose and
lignin content with a large number of hydroxyl groups ca-
pable of interacting with water through hydrogen bonding.
Increased bran particle size results in higher amounts of
water needed to hydrate the bread dough (21). However,
studies by Noort et al. (18) found that water absorption
decreased as the average size of the wheat bran particles
in the dough increased.

Dough mixing time ranged from 9.20 to 20.40 min (Ta-
ble 3). Increasing WF content, increased mixing time. This
is consistent with other studies, with increased contents of
different fibers, such as B-glucan (27); wheat bran, rice,
oats and barley (28). The effect of FR content on mixing
time, has not been reported.

The studied flour blends and fat replacement exhibited
stability values between 8.60 and 21.80 minutes (Table 3).
According to Cauvain (3), white flours technologically
indicated for bread making must have stability values of
10.0 to 16.0 min.

The higher the WF content, the higher the stability of
the resulting dough, which is consistent with the results of
Skendi et al. (27). Some studies (20, 26, 28) have reported
the opposite, i.e., increased stability with increasing white
wheat flour content. A study with superfine green tea pow-
der particles was demonstrated the impact of size particles
on the formation of the gluten network (13).

Mixing tolerance indices ranged from 6.00 to 28.00 FU
(Table 3). As the WF content increased, the MTI decreased.
This behavior is consistent with a previous study in which
content of different fibers, such as wheat bran, rice, oats
and barley, reduced the MTI (28).

Alveography showed, tenacity values (P) from 102.0
to 126.5 mm H,O (Table 3). These results showed a trend
toward increased tenacity values with increasing WF
content. There was no significant difference in tenacity
with the same WF content and different FR levels except
between samples 3 (85SWF+0.6FR) and 4 (85WF+2.6FR).
These results suggest that a greater amount of FR leads to
reduced resistance; which consistent with (31) where the
addition of inulin and carob to dough, increased tenacity,
thereby enabling it to support more fermentation. Similar
results for tenacity (P) were found with WF of uniform
particle size (20) and hydrocolloids (23).
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Dough extensibility (L), ranged from 9.5 to 28.5 mm.
The extensibility increased with lower WF content, in
accordance to (20).

Tenacity/extensibility (P/L) ratio ranged from 3.63 to
10.76 (Table 3). Among the samples, there was no signifi-
cant difference in extensibility between samples with the
same WF content and different amounts of FR. However,
increased WF content, resulted in greater tenacity and
lower extensibility, causing increase of tenacity/extensi-
bility ratio, probably due to presence of fibers that cause
dilution of the gluten network and increase its resistance to
extension. Similar results were found by Oro (20).

Gluten strength (W) values ranged from 40.0 x 10-*to
131.5 x 10T (Table 3). There was a significant difference
between samples 3 (85WF+0.6FR) and 4 (85WF+2.6FR)
probably because increasing FR decreased the deformation
energy required to inflate the bubble to the bursting point.
In short, the higher the WF content, the lower the gluten
strength value. Similar behavior was reported Wang et al.
(31) and Oro (20).

Viscosity

The results of the viscosity properties of flour blends
and FR are shown in Table 4 and illustrated in Figure 2.

Table 4: Pasting properties of the homogenized blends of wheat flour
and fat replacer

Blend Paste Temp (°C) Max Visc (cP) Min Visc (cP)
1 50.40°+ 0.28 1032.00° + 21.21 641.00° + 26.87
2 50.42% + 0.46 1207.50° + 50.20 805.00% + 38.18
3 50.222+ 0.11 361.50° + 24.75 315.00°'+ 18.38
4 50.42% + 0.46 386.00° + 19.80 344.50% + 17.68
5 50.45% + 0.42 1334.00% + 90.51 803.00% + 84.85
6 50.522+ 0.25 267.00° + 0.00 224507 + 3.53
7 50.25% + 0.00 669.00 +9.90 469.00% + 48,08
8 50.60% + 0.00 679.00% + 48.08 534.00% + 38.18
9 50.752+0.78 607.00¢ + 29.70 438.00% + 8.48
10 50.35%+ 0.35 578.00¢ + 63.64 434.00%% + 4.24
" 51.152+ 1.41 794.00° + 26.87 570.50% + 4.95
12 55.90% + 6.43 666.50 + 62.93 487.50°+43.13

9-12* 52,042 + 1,54 661,37 + 13,96 482,50% + 8,84

Blend BD (cP) Final Visc (cP) Retrog (cP)
1 391.00° £ 5.66 1599.0% + 16.97 985.00% + 9.90
2 402.50° + 12.02 1843.5% + 88.40 1038.50? + 50.20
3 46.50 + 6.36 1135.5% + 57.27 820.50%° + 38.89
4 41.50% + 2.12 1177.0% + 130.11 832.50%¢ + 112.43
5 531.00° + 5.66 1814.07 + 121.62 1011.00% + 36.77
6 42.50¢ + 3.53 846.5% + 34.65 622.00° + 31.11
7 200.00° + 57.98 1292.0° + 107.48 823.00%¢ + 59.40
8 145.50% + 9.90 1464.5° + 94.04 930.50% + 55.86
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9 169.00¢ + 38.18 1250.50% + 21.92 812.50 + 13.43
10 144.00% + 59.40 1249.50% + 56.57 815.00 + 52.32
1 223.50° + 21.92 1478.50° + 79.90 908.00% + 74.95
12 179.00¢ + 19.80 1352.50° + 118.09 865.00% + 74.95
9-12* 178,87¢ + 5,12 1332,60° + 29,87 850,12% + 21,04

Mean values in the same column followed by different letters are significantly
different (p<0.05). Results expressed as mean of two determinations + standard
deviation. * Average of samples 9 to 12. Paste Temp: pasting temperature; Max
Visc: maximum viscosity; Min Visc: minimum viscosity; BD: breakdown (maximum
viscosity minus minimum viscosity at constant temperature); Final Visc: final
viscosity; Retrog: retrogradation (final viscosity minus minimum viscosity at
constant temperature); cP: centipoise.

Viscosity(cP)
Temperature (2C)
-

time (min)

Figure 2: Pasting properties of the homogenized blends of flour and
fat replacer. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9 denote samples of flour blends;
sample 9 represents the average from sample 9 to 12.

At first, observing the behavior of the paste properties
of the samples, it is clear that paste viscosity values de-
creased as the WF content increased (Figure 2). However,
as shown in Table 4, the pasting temperatures ranged from
50.22 to 52.04%, with no significant differences, sugges-
ting that the samples possessed similar gelling properties
as confirmed by Leon et al. (12).

In paste properties parameters, samples with the same
WF content and different levels of FR, showed no signifi-
cant difference in paste viscosity, maximum viscosity, mi-
nimum viscosity, breakdown, final viscosity and tendency
to retrogradation values (Table 4). The maximum viscosity,
minimum viscosity, breakdown and final viscosity tenden-
cy to retrogradation values presented a gradual increase as
the WF content of the blends decreased (p<0.05).

The experimental design followed as Table 1, showing
the percentages of whole-wheat flour (% WF) and fat
replacer (%FR) as independent variables for each of that
treatments. The gluten, farinography, alveography and vis-
cosity results and their significance according to ANOVA
and Tukey’s test (p<0.05) are also included (Tables 1, 2,
3 and 4; Figure 2). In order to enhance the significance of
the results of the analysis it is suggested to increase the
levels of the fat replacer. That is, with a new experimental
design it could be possible to verify the behavior of the
fat replacer functioning as a fat mimic, as expected. In
this sense, fat affects the gluten network (22), weakening
protein interactions as more fat is used, resulting in lower
water absorption and mixing time (22) as well as in decrea-
sed viscosity values (2).

conclusion

Gluten content analysis indicates that the flour used in
this experiment is strong, technologically amenable to use
in bread baking, and has gluten index values within the
stated range for commercial flour.

Both dextrose equivalent and starch microstructure
analysis showed that the tested FR can be indicated for
use in bread manufacturing.

The fiber in WF interfered mainly with the rheological
attributes (farinography, alveography, and viscosity) of
dough and the color of bread, in proportion to its content.

The effects of the FR were only observed in samples 3
(85WF+ 0.6FR) and 4 (85WF+2.6FR), with high whole-
grain flour contents. In these cases, a higher FR content
resulted in a reduction of tenacity and mechanical work
and an increase in luminosity. This suggests that the FR
made the dough more stable (enabling it to support a longer
fermentation period) and whiter, thus supporting its use, at
the tested concentrations, for manufacturing of WF breads,
with the purpose of adding nutritional value and quality
for the consumer.

In order to enable a more robust evaluation of the
effect of fat replacer content on the rheological analyses,
it is suggested to develop a new experimental design with
higher levels of fat replacer.
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Resumen

El licopeno es un carotenoide con beneficios en la salud humana y de amplio uso en la industria farmacéutica 'y
alimentaria. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la extraccion de licopeno en pulpa de guayaba asistida
por la enzima pectinasa. Se evaluaron parametros como la concentracion de enzima y el tiempo de incubacion.
Los resultados indicaron que la extraccion enzimatica en la pulpa de guayaba permitiéo aumentar el rendimiento de
extraccion del licopeno en un 38,65%, usando una concentracion de pectinasa de 0.02% (v/w de substrato), después
de 45 minutos de incubacion, a 28 °C y pH de 4,5. Bajo estas condiciones, la concentracion de licopeno extraido
fue de 40,08 ug/g materia fresca. El tratamiento con pectinasa aumenta la biodisponibilidad del licopeno en pulpa
de guayaba, ofreciendo una alternativa interesante en procesos de extraccion de tan importante antioxidante.

Palabras clave: Fruta exotica; Licopeno; CIEL*a*b*; Pectinasa; Extraccion.

Abstract

Lycopene is a carotenoid with known benefits on human health and of wide use in pharmaceutical and food
industry. The objective of this research was to evaluate the extraction of lycopene in guava pulp assisted by the
enzyme pectinase. Parameters such as enzyme concentration and incubation time were evaluated. The results
indicated that the enzyme improved the extraction of lycopene from guava pulp. An increase in lycopene yield of
38.65% was obtained, with a pectinase concentration of 0.02% (v/w of substrate) after 45 min of incubation, at
28°C and pH of 4.5. Under these conditions, the concentration of lycopen extracted was 40,08 ug/g fresh material.
Pectinase treatment increases the bioavailability of lycopene in guava pulp, offering an interesting alternative in

extraction processes of such important antioxidant.

Key words: Exotic fruit; Lycopene; CIEL*a*b*; Pectinase; Extraction.

Introduction

Guava (Psidium guajava L) is a fruit known by its high
content of vitamins (A, C, Bl y B3, and others), minerals
such as calcium, phosphorus and iron; and antioxidants
(carotenoids, phenolics and ascorbic acid) (1). Its lycopene
content quantified in 4-6 mg/100g of edible portion doubles
tomato content (2). Lycopene (C40H56) is an acyclic caro-
tenoid with thirteen linearly arranged double bonds, eleven
conjugated and two not conjugated, considered an efficient
antioxidant although having no activity as provitamin A
(3-5). As an antioxidant lycopene can prevent or delay
oxidative damage of lipids, proteins and nucleic acids,
generated by reactive oxygen species which include free
reactive radicals such as superoxide, hydroxyl, peroxyl,
alkoxyl and non-radicals such as hydrogen peroxide, etc
(6). This effect is achived through the inhibition of the ini-
tiation and breaking the chain propagation, or suppressing

the formation of free radicals by binding to the metal ions,
reducing hydrogen peroxide, andquenching superoxide
and singlet oxygen (6). Thus, this antioxidant not only
presents benefits for human health, but also to the food
industry were its used as an aditive to maintain nutritional
and sensory quality (7-9).

Different trials that involve the use of organic solvents
and other techniques kinder to the environment have been
used for the extraction and quantification of this com-
pound. This way different systems such as liquid-liquid
extractions, solid phase extractions or supercritical fluid
extractions, can be used (10). Liquid-liquid extractions are
most common and many optimising variables can be found
through the variation of the solvents and its proportions,
for example Ordonez-Santos & Vazquez-Riascos(11)
recommend the combination of hexane/acetone/ethanol
(50:25:25 v/v), acetate/hexane or acetone/hexane (10).
However, these systems of extraction often present
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problems such as: low extraction yields, long extraction
times required, poor quality and final products with traces
of organic solvents; all which added with the instability of
the lycopene and the toxic and harmful potential of organic
solvents to the environment, as well as the safety hazards
and high energy costs involved (12), makes this extractions
very complex (10,13). Thus, there is an increasing interest
in exploiting and looking for alternative sources and
methods of extraction for lycopene (2) and this is where
an enzymatic cell wall lysis to improve the extraction yield
of intracellular contents, represents an innovative method
with great potential that has gain interest for the extraction
of different kind of substances (8).

The potential use of enzymes lies not only on its
capacity to catalyze reactions with exquisite specificity
and selectivity, but also on its ability to function under
mild processing conditions in aqueous solutions, and this
makes them ideal assistants for extraccions, modifications
or synthesis of complex biological compounds (12,14).
In this way they have been evaluated in the extraction
of capsaicinoids and carotenoids from chilli (Capsicum
annuum L.) increasing the yields in 7% and 11% as an
exclusively effect of the enzymes (15), in the extraction
of oil of Guevina avellana mol and Silybum marianum
seeds with improvements of 98% and 10.46% respectively
(16,17), the extraction of lycopene from tomato tissues
(Lycopersicum esculentum S.) upgrading the yield in
198% with cellulase and 224% with pectinase (8) and the
extraction of phenolics from citrus peels were the highest
recovery in the enzyme-assisted extraction process using
CelluzymeMX was up to 65.5% (18). Although enzyme
assisted extraction has been applied in different plant, there
are no reports available on extraction of lycopene from
guava pulp using this technique.

The aim of this study was to evaluate the extraction of
lycopene from guava pulp assisted by the use of pectino-
lytic enzymes.

Materials and Methods
Chemicals

Pectinase (polygalacturonase) produced by the com-
pany Novozyme as Pectinex Ultra Clear®; produced from
a combination of Aspergillus niger and aculeatus, with
declared activity of 7900 PGNU/ml.

Hexane (96%), ethanol (99.9%) and acetone (99.8%)
purchased from Merck; Glacial acetic acid (99.5%) from
Panreac Qumica S.A.; Sodium acetate trihydrate (99.5%)
and sodium hydroxide in pellet form (97%) from Carlo
Erba Reagents.
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Preparation of the samples

Indian Pink Guavas (Psidium guajava L.) with com-
mercial maturity grade, obtained from the rural zone of
Palmira, Colombia, were used as substrate. Batches of
guava were blended for 3 minutes in a domestic blender
with sodium acetate buffer (0.2M, pH 4.5), in a solid-liquid
ratio of 1: 0.5 (w/v) and then divided into equal amounts in
Erlenmeyers to provide samples for three repetitions and
their controls, used later in the enzymatic treatment. The
pH and temperature of the samples were controlled strictly,
to guaranty that the activity of the enzyme employed was
ideal. Thus, a pH meter HI 4221 (HANNA Instruments,
Woonsocket, RI, USA) equipped with a thermocouple,
was employed following the Colombian Technique Norm
(NTC) No.4592.

Enzymatic treatment of the guava pulp

Different enzyme concentrations and incubation times
were evaluated in the treatment of guava pulp. Thus, vo-
lumes of a pectinase enzyme solution (1:100) were added
to samples of guava pulp previously mixed with buffer
according to the item above and following the concentra-
tions established in Table 1. The samples were incubated
in a stirring plate for periods of 15, 30, 45 and 60 minutes
at 28°C, after which all samples were submitted to a heat
treatment at 70°C for 5 minutes to inactivate the enzyme.
The obtained product, named enzymatically treated guava
pulp (ETGP), was packed and stored under refrigeration
for the subsequent extraction and quantification of lyco-
pene. Triplicates and control samples were employed to
evaluate each condition. Control samples, were subjected
to the same conditions of temperature and stirring.

Table 1: The enzymatic treatments applied to the guava pulp

Enzyme
Treatment concentration | Substrate | Volume of Total Vol. Enzyme
(% v/w of (4] Buffer (mL) | Sample (g) | added (mL)
substrate)
1 0.010 166.67 83.33 250 1.667
2 0.014 166.67 83.33 250 2.250
3 0.017 166.67 83.33 250 2.833
4 0.020 166.67 83.33 250 3.333

Lycopene extraction and quantification

Lycopene was extracted following the procedure
described by Ordofiez-Santos & Vazquez—Riascos (2010)
(11). Briefly, 2.5 g of the sample (ETGP) was weighed in
a 50 mL Erlenmeyer flask, and 25 mL of 2:1:1 hexane/
acetone/ethanol was added. The flask was covered with
aluminium foil, and then placed in ice water and shaken for
15 min in a stirring plate (Thermo Scientific Instruments
LLC, Madison, WI, USA), after which 10 mL of distilled
water was added and the sample was allowed to rest. A
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sample of the organic (hexane) phase was then taken with
a Pasteur pipette and lycopene was quantified as ug/g fresh
material by measurement the absorbance of the extract at
503 nm against hexane in a Genesys 20 spectrophotometer
(Thermo Scientific Instruments LLC, Madison, WI, USA)
using quartz cells UV -6030.

Physicochemical analyses

The colour was measured in the surface (8 points) and
the interior (5 points) of the fruit using aCR400 chroma
meter (Konica Minolta Sensing INC, Japan) provided with
a 2° standard observer, a D65 illuminant and a calibration
pattern of Y(89.5) x(.3176) y(.3347), the colour parameters
(L*, a*, b*) corresponding to the uniform colour space
CIEL*a*b* were obtained directly from the apparatus.
Also Titratable Acidity (TA), pH and total soluble solids
content (SS) were determined to characterize the fruit
following the Colombian Technique Norms (NTC) (19-21).

Statistical analysis

Results were expressed as means =+ standard deviations.
The experimental data conform to one-factor complete
randomized blocks designs with three replicates, and were
analyzed by one-way ANOVAs using fixed effects models
and post hoc Tukey tests. All analyses were performed
using SPSS for Windows v.18.

Results and discussion

The physicochemical properties of the guava fruit em-
ployed can be seen in Table 2. The pH and SS did not differ
much from the values reported by other researchers who
studied the same variety, such as Ordéiez - Santos & Vaz-
quez - Riascos (11), Rojas-Barquera & Narvaez—Cuenca
(1) and Gonzalez et al., (22). The TA was consistent with
the data registered by the first two sources previously indi-
cated and lower than the reported by Gonzalez et al., (22).

The colour of the pulp was dark red, similar results
were found in the characterization made by Gonzalez et
al., (22).

Table 2: Physicochemical properties of guava fruit (means + standard
deviations)

Property Value

pH 4.19 +0.09
Soluble Solids (°Brix) 9.24 +1.18
Titratable Acidity’ 0.45 +0.10
CIEL. o

L* 55.17 +2.03

a* 32.51 +243

b* 17.51 +1.41

1% of Citric Acid.

The effect of pectinase concentration and incubation
time on the enzymatic extraction of lycopene from guava
pulp is shown in Figures 1 to 4.

Pectinase at 0.01% v/w of substrate proved to be very
effective in increasing the extraction yield of lycopene
from guava pulp by 20.60% respect to the blank. An incu-
bation time of 15 min was found to be optimum to degrade
the cell wall (Fig. 1).

45 7

40

35

Lycopene (ug / g fresh mass)

307

0 15 45 60
Time (min)

Figure 1: Incubation time on lycopene extraction from guava pulp,
using pectinase at 0.01% v/w of substrate

Pretreatment of guava pulp with a concentration of
pectinase of 0.0135 and 0.017% (v/w of substrate), allowed
an increase in lycopene extraction of 29.80% respect to the
blank, with an incubation time of 30 minutes (Figs. 2 and 3).

Pretreatment of the sample with enzyme at 0.02% (v/w
of substrate), allowed an increase in lycopene extraction
of 38.65%, after 45 minutes of incubation. Under these
conditions, the lycopene extracted was 40.08 ug/g (Fig. 4).
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Figure 2: Incubation time on lycopene extraction from guava pulp,
using pectinase at 0.0135% (v/w of substrate)
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Figure 3: Incubation time on lycopene extraction from guava pulp,
using pectinase at 0.0170% 0135% (v/w of substrate).
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Figure 4: Incubation time on lycopene extraction from guava pulp,
using pectinase at 0.020% (v/w of substrate).

Other studies involving pectinase enzyme as assistants
in the extraction of lycopene compounds in which higher
extraction yields were achieved, for example: Choudhari
& Ananthanarayan (8) reports thatenzyme aided extraction
of lycopene from whole tomatoes under optimised con-
ditions resulted in an increase in the lycopene yield by
224%. Papaioannou & Karabelas (23) record extraction
yields 20-25% in tomato peels, and Strati et al., (24) re-
cord extraction yields 650% in tomato waste. Respect of
these differences is necessary to clarify that in all of these
studies, differences in study samples, different enzyme
activity, extraction methods and experimental conditions
such as temperature and pH were used. Choudhari &
Ananthanarayan (8) and Strati et al., (24) report that the
extraction yields obtained by enzyme assisted extraction is
associated with the pectinase being pectolytic and hemice-
llulolytic has the ability to disintegrate pectic compounds
and pectin, the latter a polymer of 100-200-galacturonic
acids, found in the middle lamella and primary walls. The
degradation of structural components of tomato tissue,
solvent molecules penetrates more easily the ruptured peel
tissue and dissolves lycopene.

RECYT / Ao 19 / N° 28 / 2017

Conclusions

In this study it can be concluded that the guava pulp is
an important source of lycopene, and shows that through
the hydrolysis of the pectinolytic matrix of the plant tissue
it’s possible to improve conventional solvent extraction
methodologies. The best result in the enzyme assisted
extraction of lycopene was achieved with pectinase at
0.02% (v/w of substrate) of pectinase and 45 minutes of
incubation time, with an extraction yield of 38.65%. Under
these conditions, the concentration of lycopen extracted
was 40.08 ug/g.
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Resumen

El presente trabajo se realiz6 con el objetivo de evaluar metodologias para la conservacion in vitro a corto plazo de
germoplasma de té. Se utilizo el clon CH 14 INTA perteneciente al programa de mejoramiento de la EEA Cerro Azul
— INTA. Se evaluaron dos métodos de conservacién a corto/mediano plazo (bajas temperaturas y medios minimos).
Las bajas temperaturas permitieron la conservaciéon de segmentos nodales y yemas axilares hasta un periodo de
5 meses, con 73% y 67% de supervivencia, respectivamente. El uso de medios minimos tuvo como resultado una
respuesta similar, en términos de supervivencia, con valores de entre 60 y 90%, hasta los 120 dias. Los resultados
de este trabajo permiten concluir que es posible la conservacion de germoplasma de té, a corto/mediano plazo.

Palabras clave: germoplasma, Camellia sinensis, bajas temperaturas, medios minimos, explantes.

Abstract

This work was done to evaluate methodologies for germplasm in vitro preservation of tea. A Clone CH 14 INTA
of breeding program of the EEA Cerro Azul - INTA was used. Two methods of short/medium term storage (low
temperatures and suboptimal media) were evaluated. Low temperatures allowed the conservation of nodal
segments and axillary buds -up to 5 months, with 73% and 67% survival, respectively. The use of suboptimal media
had a similar response, with survival between 60 and 90% up to 120 days. In summary, it is possible to use short/

medium term conservation with germplasm tea.

Keywords: germplasm, Camellia sinensis, low temperature, slow growth media, explants.

Introduccion

La seguridad de las colecciones requiere su conser-
vacion por varias técnicas. Un gran niumero de especies
producen semillas ortodoxas, las que pueden ser almace-
nadas en forma deshidratada en bancos de semillas a bajas
temperaturas. Pero hay muchas especies que producen
semillas recalcitrantes o intermedias las cuales son inca-
paces de sobrevivir a la deshidratacion y son sensibles a
las bajas temperaturas (1).

El método tradicional para la conservacion de especies
con semillas recalcitrantes y propagadas vegetativamente
es a campo (2, 3,4y 5). Esto presenta varios problemas
incluyendo la exposicion a pérdida de material por factores
bidticos (plagas, enfermedades) y abioticos (inclemencias
climaticas), sumado a elevados costos de mantenimiento
6,1,7y3).

El cultivo in vitro resulta en una alternativa viable para
la conservacion genética de especies para las cuales el
banco de semillas no es posible (8 y 7). El cultivo in vitro
no so6lo provee un método para la propagacion clonal y el
intercambio seguro de material vegetal sino que también
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es usado para la conservacion de germoplasma a mediano
plazo (9, 10y 11).

Sin embargo, el mantenimiento de grandes colecciones
en sistemas de cultivo in vitro convencional requiere de
subcultivos sucesivos a intervalos de tiempo regulares,
exponiendo al material a riesgos de contaminacion y
variacion somaclonal (12). Una manera de disminuir estos
problemas es a través de la conservacion a corto o mediano
plazo, que logra espaciar los tiempos de los subcultivos.

El almacenamiento a baja temperatura de germoplasma
producido in vitro es una alternativa para la preservacion
de una variedad de especies vegetales (13, 14, 15, 7y 5).

En la mayoria de los casos, la baja temperatura en com-
binacién con baja intensidad de luz o completa oscuridad,
es usada para limitar el crecimiento (16, 17, 18 y 5). Las
mayores ventajas de esta técnica son los requerimientos
reducidos en labor y espacio, la eliminacion de problemas
relacionados a patdgenos y la reduccion de la erosion gené-
tica si las condiciones de almacenamiento son logradas (12).

También es posible limitar el crecimiento por alteracion
del medio de cultivo, principalmente por reduccion del
contenido de azlcar o concentracion de los elementos
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minerales, aplicacion de acido absicico y reduccion del
nivel de oxigeno (12,9, 10, 19,2y 7).

La técnica de conservacion bajo condiciones de
crecimiento minimo ha sido desarrollada para varias
especies: Manihot esculenta Cratz (20), Castanea sativa
x C. chestnut 'y Quercus spp. (21), Dioscorea spp. (19),
Asparagus officinalis (15) y Fragaria vesca L. (18). Hasta
el momento, no existen antecedentes de conservacion in
vitro a corto/mediano plazo en té (Camellia sinensis). En
el presente trabajo, las dos metodologias analizadas tienen
como objetivo evaluar la aptitud del té para esta alternativa
de conservacion.

Material y Métodos

Se utilizaron como explantes segmentos nodales (con
una longitud entre 0,5 y 1,0 cm), yemas axilares y meriste-
mas caulinares (0,5 mm de longitud). Ellos fueron obteni-
dos de plantas madre del clon CH 14 INTA (Programa de
Mejoramiento — EEA Cerro Azul — INTA) mantenidas en
invernaculo, bajo un estricto control sanitario y nutricional.

La desinfeccion de los brotes se realizo por inmersion
en etanol 70% durante 1 min seguida de una solucion de
hipoclorito de sodio (NaClO) 1,5% durante 20 minutos y 3
enjuagues sucesivos con abundante agua destilada estéril.

Los explantes desinfectados fueron cultivados en tubos
de vidrio (25 mm x 120 mm; 40 ml de capacidad) conte-
niendo 10 ml de medio de cultivo solidificado con 0,7% de
agar Sigma (A-1296).

Para la conservacidn a baja temperatura, el medio
consistio en las sales y vitaminas de Murashige y Skoog
(1962) (22), reducido a la mitad (2 MS) con 3% de saca-
rosa 'y 0,7% de agar Sigma (A-1296). La suplementacion
se realiz6 con 1,0 mgL-1 de 6-bencilaminopurina (BAP).

Para la conservacion en medios minimos, los segmentos
nodales fueron cultivados en 4 medios de cultivo consisten-
tes de 2 MS o ¥4 MS, con 3% de sacarosa y 0,7% de agar
Sigma (A-1296). Estos medios estuvieron desprovistos de
reguladores de crecimiento o fueron suplementados con
0,01 mgL-1 de BAP.

En todos los casos, el pH del medio fue ajustado a
5.8 con hidréxido de potasio (KOH) o acido clorhidrico
(HCI), antes del agregado del agar y luego esterilizado en
autoclave a 121° C por 15 minutos.

El cultivo a baja temperatura se realizo en heladera (4° C),
en oscuridad, durante distintos periodos de tiempo (0, 30,
60, 90, 120, 150 y 180 dias). Luego de cada tratamiento,
los tubos fueron transferidos a un cuarto climatizado a 25
+ 2° C bajo un fotoperiodo de 16/8 h de luz/oscuridad con
una irradiacion de 116 umol.m-2.s-1 provista por lamparas
fluorescentes frias. Finalmente, luego de 30 dias en estas
condiciones se registraron las siguientes variables: porcen-
taje de supervivencia, porcentaje de formacion de vastagos
y longitud de vastagos.

El cultivo en medios minimos fue realizado en un

cuarto climatizado a 25 + 2° C, en oscuridad durante 0,
30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias. Al cabo de cada periodo
se registré el porcentaje de supervivencia, porcentaje de
formacion de vastagos y longitud de véstagos.

Los experimentos fueron conducidos con un disefio de
bloques completos al azar. Cada tratamiento fue repetido
3 veces, con 10 réplicas por repeticion y 1 explante/tubo.
Las figuras muestran los resultados promedios con el
error estandar (+ SE). Los datos se analizaron mediante el
analisis de la variancia (ANOVA) y las comparaciones de
las medias fueron hechas usando el test de Tukey.

Resultados y Discusién
Conservacion a baja temperatura

Existen referencias de la utilizacién de bajas tempera-
turas para la conservacion in vifro en numerosas especies:
Solanum spp. (13), cereza silvestre, castafio y roble (21),
Asparagus officinalis (15), Pyrus sp. (23).

En el presente trabajo, con la conservacion a baja
temperatura (4° C) se obtuvieron los mejores resultados,
en términos de sobrevivencia y formacion de vastagos,
cuando se utilizaron segmentos nodales y yemas axilares
como explante. En cambio, con el uso de meristemas los
valores de estos parametros fueron significativamente mas
bajos. Los segmentos nodales de té lograron una elevada
supervivencia (entre 97 y 73%) hasta los 5 meses de con-
servacion a bajas temperaturas, momento a partir del cual
disminuye drasticamente, llegando a valores aproximados
al 10%. Un comportamiento similar se observo con el uso
de yemas axilares como explante (Tabla 1).

Tabla 1: Supervivencia promedio (%) de segmentos nodales, meris-
temas y yemas axilares de té conservados a baja temperatura (4° C),
durante diferentes periodos de tiempo. (Letras distintas en sentido de
las columnas indican diferencias significativas para p<0,05).

Tratamiento Segmentos | Meristemas Yemas
nodales axilares
Testigo (sin conservacion a 4° C) 100,02 50,0° 100,02
30diasa4°C 93,32 6,7° 93,32
60diasa4°C 96,72 6,7° 93,3°
90diasa4°C 90,0° 0,0° 73,3°
120 diasa 4°C 86,72 0,0° 66,7°
150 diasa 4°C 73,32 0,0° 66,72
180 dias a 4° C 10,00 0,0° 0,0°

Si bien no existen diferencias estadisticamente signi-
ficativas en el porcentaje de sobrevivencia hasta los 150
dias, se observa una disminucién progresiva a medida
que el periodo de almacenamiento aumenta. Resultados
similares fueron encontrados por Ahmed et al. (2010) (23)
en la conservacion de germoplasma de Pyrus.

En el presente trabajo, un mayor tiempo de exposicion
provocoé el amarronamiento y posterior muerte de los ex-
plantes. Segun Janeiro ef al. (1995) (21), la necrosis de los
explantes es comun cuando se realiza el almacenamiento
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a baja temperatura, pero aparentemente los explantes
necroticos podrian sobrevivir un ciclo de sub-cultivo en
camara de crecimiento bajo condiciones normales, donde
algunos cultivos marrones pueden proliferar, especialmente
desde yemas laterales que permanecen inmersas en el agar.

Janeiro et al. (1995) (21), trabajando con castafio,
encontraron que el porcentaje de supervivencia disminuyd
dramaticamente a 42 y 29% después de 6 y 12 meses de
conservacion a baja temperatura (2 + 1° C).

Respecto a la variable formacion de vastagos, se obser-
v6 en general el mismo comportamiento con los tres ex-
plantes utilizados. Los valores mas altos correspondieron al
testigo y a periodos de conservacion mas cortos. A medida
que aument6 el tiempo de conservacion a baja tempera-
tura, disminuy¢ la formacion de vastagos (Tabla 2). Los
segmentos nodales presentaron los mayores porcentajes de
formacion de vastagos, seguidos por las yemas axilares,
siendo los meristemas los explantes con menor capacidad
de regenerar, luego de la conservacion a baja temperatura.

Tabla 2: Formacion de vastagos promedio (%) de segmentos nodales,
meristemas y yemas axilares de té conservados a baja temperatura (4°
C), durante diferentes periodos de tiempo. (Letras distintas en sentido
de las columnas indican diferencias significativas para p<0,05).

Tratamiento Segmentos | Meristemas Yemas
nodales axilares
Testigo (sin conservacién a 4° C) 100,07 36,72 50,02
30diasa4°C 73,3%® 6,7° 46,78
60 dias a 4°C 76,78 6,7° 40,020¢
90 diasa 4°C 76,7% 0,0° 26,72bcd
120 dias a 4° C 70,00 0,0° 13,304
150 dias a 4° C 56,7° 0,0° 6,7¢d
180 diasa4°C 6,7¢ 0,0° 0,09

Para la variable longitud de vastagos, no se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre los distintos
tratamientos. S6lo se observd una mayor longitud de
vastagos cuando se utilizaron segmentos nodales como
explante (Tabla 3). En general, los vastagos no presentaron
necrosis ni amarronamiento (Fig. 1).
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Figura 1: Vastagos formados en segmentos nodales de té, conserva-
dos a baja temperatura (4° C), durante diferentes periodos de tiempo:
a) 30 dias, b) 60 dias, ¢) 90 dias, d) 120 dias, e) 150 dias y f) 180 dias.
(Las barras verticales indican 1,0 cm).

Tabla 3: Longitud promedio de vastagos formados a partir de segmen-
tos nodales, meristemas y yemas axilares de té, conservados a baja
temperatura (4° C), durante diferentes periodos de tiempo. (Letras
distintas en sentido de las columnas indican diferencias significativas
para p<0,05).

Tratamiento Segmentos Meristemas Yemas axilares
nodales
Testigo (sin 1,17 0,50° 0,70°
conservacion a 4° C)
30diasa4°C 1,032 0,172 0,53%
60 dias a 4°C 1,032 0,172 0,60%
90 diasa 4°C 1,172 0,0° 0,53%
120 dias a 4° C 1,232 0,0° 0,43%
150 dias a 4° C 0,772 0,0° 0,172
180 dias a 4° C 0,732 0,0° 0,0°

Conservacion en medios minimos

El uso de bajas concentraciones de elementos minerales
o de sacarosa en el medio de cultivo, es usado con éxito en el
mantenimiento de colecciones in vitro de algunas especies,
por ejemplo Dioscorea spp. (19) y Lilium sp. (24).

En el presente trabajo, el uso de medios minimos para
la conservacion de segmentos nodales no tuvo la misma
respuesta, en términos de supervivencia, que la baja tempe-
ratura. La modificacion en la concentracion de las sales del
medio de cultivo y/o el regulador de crecimiento permitié
una supervivencia relativamente alta (60-90%) hasta los 120
dias. En general, hasta los 120 dias no se registraron dife-
rencias significativas entre los distintos medios de cultivo.
Estas diferencias se registraron recién cuando el periodo de
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conservacion se extendié a 150-180 dias (Fig. 2).

Sobrevivencia (%)
E) 1\0 ZP 3\0 40 5\0 6\0 7\0 8\0 QP 1(\)0

1/2MS+BAP-0 dias
1/2MS+BAP-30 dias
1/2MS+BAP-60 dias
1/2MS+BAP-90 dias
1/2MS+BAP-120 dias
1/2MS+BAP-150 dias
1/2MS+BAP-180 dias
1/4MS+BAP-0 dias
1/4AMS+BAP-30 dias
1/4MS+BAP-60 dias
1/4MS+BAP-90 dias
1/4MS+BAP-120 dias
1/4MS+BAP-150 dias
1/4MS+BAP-180 dias
1/2MS -0 dias
1/2MS -30 dias
1/2MS -60 dias
1/2MS -90 dias
1/2MS -120 dias
1/2MS -150 dias
1/2MS -180 dias
1/4MS -0 dias
1/4MS -30 dias
1/4MS -60 dias
1/4MS -90 dias
1/4MS -120 dias
1/4MS -150 dias
1/4MS -180 dias

Tratamientos

Figura 2: Supervivencia promedio (%) de segmentos nodales de té,
conservados en medios minimos, durante diferentes periodos de tiem-
po en oscuridad. (La barra vertical representa + el error estandar).
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0 0|,5 1;0 115 2,0

1/2MS+BAP-0 dias
1/2MS+BAP-30 dias
1/2MS+BAP-60 dias
1/2MS+BAP-90 dias
1/2MS+BAP-120 dias
1/2MS+BAP-150 dias
1/2MS+BAP-180 dias
1/4MS+BAP-0 dias
1/4MS+BAP-30 dias
1/4MS+BAP-60 dias
1/4MS+BAP-90 dias
1/4MS+BAP-120 dias
1/4MS+BAP-150 dias
1/4MS+BAP-180 dias
1/2MS -0 dias
1/2MS -30 dias
1/2MS -60 dias
1/2MS -90 dias
1/2MS -120 dias
1/2MS -150 dias
1/2MS -180 dias
1/4MS -0 dias
1/4MS -30 dias
1/4MS -60 dias
1/4MS -90 dias
1/4MS -120 dias
1/4MS -150 dias
1/4MS -180 dias

Tratamientos

Figura 3: Longitud promedio de vastagos generados a partir de
segmentos nodales de té, conservados en medios minimos, durante di-
ferentes periodos de tiempo en oscuridad. (La barra vertical representa
+ el error estandar).

La oscuridad produjo la aparicion de clorosis que se
hizo mas evidente a medida que aument6 la duracion del
periodo de conservacion. Esta sintomatologia fue observa-
da principalmente en el medio constituido por %2 MS sin
BAP. Problemas de clorosis fueron también observados
por Janeiro et al. (1995) (21) en la conservacion de cereza
silvestre a baja temperatura y por Corredoira et al. (2011)
(25) en Camellia sp. y otras especies.

El mayor tiempo de exposicion a la oscuridad provocod
ademas el crecimiento de los vastagos (mayor longitud de
entrenudos) generados a partir de los explantes. La mayor
longitud de vastagos se registrd en los medios de cultivo
que carecian de BAP (Fig. 3).

Conclusiones

Los resultados de este trabajo permiten concluir que
es posible la conservacion de germoplasma de té, a corto/
mediano plazo.

La conservacion de cultivares de té a corto plazo,
mediante la reduccion de temperatura, es posible hasta
150 dias con porcentajes de supervivencia relativamente
altos. Los segmentos nodales y yemas axilares fueron los
explantes con mejores respuestas.

En el caso de la utilizacién de medios minimos, se
podria conservar germoplasma de té hasta 120 dias, sin
que la capacidad de regeneracion se vea afectada.
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Resumen

Se analizaron cambios en la eficiencia del proceso, en las caracteristicas del producto y de la solucion hipertdnica
durante la aplicacion de ciclos sucesivos de deshidratacion osmotica de anana, con reutilizacion de la solucion
de sacarosa sin reacondicionamiento. En la fruta se evalud, en cada ciclo, la pérdida de agua, ganancia de soluto,
contenido de &cido citrico y pH; y en el jarabe osmético los cambios en la transmitancia 6ptica, contenido de
solidos solubles, contenido de &cido citrico y pH. El jarabe de sacarosa fue re-utilizado por cinco ciclos sucesivos
de deshidratacion osmatica a 40° C con agitacion constante. Los ensayos se realizaron con concentracion inicial del
jarabe osmotico de 40y 60° Brix; dicha concentracion al final del quinto ciclo fue de 33y 45° Brix, respectivamente.
En ambos casos, la eficiencia del proceso de deshidratacion del quinto ciclo se redujo en un 30% respecto del
primero.

Palabras clave: Deshidratacion; Anana; Reutilizacion del jarabe osmatico.

Abstract

In this study, changes in the efficiency process, in the characteristics of the product and the hypertonic solution
were analyzed during the application of successive cycles of osmotic dehydration of pineapple reusing the solution
of sucrose without reconditioning. In each cycle it was evaluated water loss, solute gain, citric acid content and pH
in the fruit; and changes in optical transmittance, soluble solids content, citric acid content and pH in the osmotic
syrup. The sucrose syrup was reused for five successive cycles of osmotic dehydration at 40° C with constant
stirring. Trials were performed with initial concentration of osmotic syrup of 40 and 60° Brix; this concentration at
the end of the fifth cycle was 33 and 45° Brix, respectively. In both cases, the efficiency of the dehydration process

of the fifth cycle was reduced by 30% in comparison to the first cycle.

Key words: Dehydration, Pineapple, Reuse of osmotic syrup.

Introduccién

La deshidratacion osmotica es una técnica que ha sido
ampliamente aplicada para reducir el contenido de agua
de vegetales con poca alteracion de sus caracteristicas
originales. En este proceso la humedad del alimento se
reduce sin incluir cambios de fase, directamente en forma
de agua liquida, lo que permite un considerable ahorro
energético respecto de otras tecnologias como el secado
tradicional con circulacion de aire [1]. No obstante la
industria alimentaria no ha implementado esta tecnologia
en la magnitud de las expectativas [2]. Una de las restric-
ciones de su aplicacion industrial es el gran volumen y las
dificultades del manejo del efluente resultante a partir del
jarabe osmoético [3].

Durante el proceso de deshidratacion osmotica se
producen dos fendmenos de transferencia de masa en

contracorriente. En primer lugar, la salida de agua desde
el solido a la solucidon osmoética, en segundo lugar, una
transferencia de soluto desde la solucion osmotica hacia el
alimento [4, 5]. El flujo de agua puede producir el arrastre
de sustancias hidrosolubles propias del tejido alimenticio
(azlcares, acidos organicos, minerales, vitaminas) hacia
la solucién osmotica [6, 7, 8, 9]. Este flujo de sustancias
desde el sélido es cuantitativamente no significativo en
comparacion con las dos corrientes antes mencionadas
(agua y soluto), pero esencial con respecto a la compo-
sicion del producto y a los cambios del jarabe osmotico.
La posibilidad de reciclar la solucion osmotica (SO)
es muy importante para que el proceso sea econdmica-
mente viable y ambientalmente amigable [10]. La reuti-
lizacion de la SO en mas de un ciclo de deshidratacion
esta condicionada por los cambios que se produzcan en
la composicion de la solucion; asimismo estos cambios
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estan estrechamente vinculados a la naturaleza de la fruta
tratada y a las condiciones del proceso. Asi, la dilucion
progresiva en cada ciclo podria afectar negativamente la
velocidad de transferencia de masa durante el proceso [11,
9], como asi también la relacion pérdida de agua/ganancia
de soluto. Para su reciclaje deberia considerarse no sélo
la variacion en el contenido de agua, sino también otros
cambios fisicoquimicos como la turbidez, el pH, etc. que
podrian afectar la calidad del producto final.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar cambios
en la eficiencia del proceso, en calidad del producto y
de la solucion hiperténica cuando el jarabe de sacarosa
es re-utilizado sin reacondicionamiento en cinco ciclos
sucesivos de deshidratacion osmotica de anana, aplicando
dos condiciones de operacion iniciales (40 y 60° Brix) y
manteniendo constante la relacion masa de jarabe/masa de
fruta en cada ciclo de deshidratacion.

Materiales y Métodos

Preparacion de las muestras. Frutas maduras (de aproxi-
madamente 12° Brix) de Ananas comosus cv. Cayena lisa
fueron manualmente lavadas con agua clorada, peladas y
seccionadas en laminas constituidas por medias rodajas de
0,60 £ 0,05 cm de espesor y 11,5 £ 0,5 cm de diametro; con
un sacabocados se retir6 el centro de la fruta.

Deshidratacion osmética. Se efectuaron 5 ciclos suce-
sivos de deshidratacion osmotica de anana, reutilizando la
solucion hiperténica de sacarosa sin alteracion alguna en
su composicion, y renovando la fruta en cada ciclo. Estos
estudios se efectuaron partiendo de solucion hipertonica de
sacarosa de 40 y 60° Brix.

Cada ciclo de deshidratacion osmética se llevo a cabo
colocando las muestras de fruta fresca en vasos de preci-
pitado conteniendo solucioén acuosa de sacarosa comercial
a 40° C. El sistema se mantuvo a temperatura y agitacion
constante en baflo termostatico con movimiento alternativo
de 70 o.p.m. (modelo Dubnoff, VICKING SRL, Argenti-
na), durante 2 horas. La relacion masa jarabe/masa de fruta
fue de 6/1 en cada uno de los ciclos.

Al inicio y final de cada ciclo se evaluo el contenido
de solidos solubles, pH y contenido de acido citrico en la
solucion osmética y en la fruta. La transmitancia optica de
la solucion hipertonica se cuantifico al inicio de proceso
y al finalizar el quinto ciclo. Todas las determinaciones se
efectuaron por triplicado.

Se cuantificé la variacion de masa y contenido de agua
en la fruta de anana en cada ciclo de deshidratacion osmo-
tica. A partir de estos datos y suponiendo que se producen
unicamente dos flujos simultaneos y en contracorriente,
se calculo la reduccién de peso (AM), la pérdida de agua
(AW) y la ganancia de azicar (AS) en cada muestra de fru-
ta, de acuerdo a las Ecuaciones 1, 2 y 3, respectivamente.
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Donde: MO es la masa inicial de la muestra (kg); Mt es
la masa de la muestra deshidratada (kg); X0 es el contenido
de agua inicial de la fruta (kg de agua/kg de fruta); Xt es el
contenido de agua en la fruta procesada durante un periodo
tiempo t (kg de agua/kg de fruta).

Contenido de agua. El contenido de agua de la fruta
fresca y procesada se determiné gravimétricamente, me-
diante secado en estufa a 75 + 1 °C hasta pesada constante
(= 48 horas).

Sélidos solubles. Al inicio y final de cada ciclo se eva-
lué el contenido de so6lidos solubles (° Brix) de la fruta y
de la solucion hipertonica de sacarosa mediante lectura en
refractometro digital (modelo HI96801, Hanna Instrument,
Rumania), adaptacion de la técnica 932.12 de la AOAC
[12]. En la fruta, se efectud la lectura del jugo obtenido por
simple compresion mecanica de la muestra.

Acidez titulable y pH. El contenido de 4cido citrico,
evaluado como acidez titulable, se determiné aplicando
una adaptacion del método AOAC 942.15 [13], por titula-
cion con solucion de hidroxido de sodio 0,1 N y expresada
como g de acido citrico por 100 g de fruta y en g de acido
citrico por 100 ml del jarabe osmotico. A tal fin, se homo-
geneiz6 con mixer (modelo HR1363, Philips, Argentina)
10 g de fruta con 90 ml de agua destilada durante 1 min
y se enras6 a 100 ml con agua destilada. Esta solucion se
utilizé para cuantificar el pH de la fruta mediante lectura
directa del potenciometro (TPA-III, Altronix, Argentina),
previamente calibrado con buffer pH 4 y pH 7 y posterior-
mente evaluar la acidez de la fruta mediante titulacion con
NaOH 0,1N. Para cuantificar el pH y la acidez titulable
en el jarabe osmotico se tomaron 10 ml del mismo, se
agregaron 90 ml de agua destilada y se procedio del modo
descrito para la fruta.

Transmitancia optica. Los cambios de color de la
solucién osmotica fueron evaluados a través de lecturas
de transmitancia a 600 nm en un espectofotometro UV-VIS
(UV-2550, Shimadzu, Japén).

Resultados y Discusién
Pérdida de agua y ganancia de sacarosa en la fruta

Durante el proceso de deshidratacion osmotica la mi-
gracion de agua desde la fruta puede producir dilucion del
jarabe osmético, alterando asi la cinética de deshidratacion
del sélido. En los procesos con reutilizacion del jarabe
ese efecto podria acrecentarse con el nimero de ciclos.
Asimismo algunos sélidos solubles naturalmente presentes
en la fruta pueden ser arrastrados con la corriente de agua;
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la presencia de estos componentes en el jarabe osmoético
podria incrementarse con la reutilizacion del mismo. La
dilucion y la incorporacion de otros compuestos quimicos
en la soluciéon osmdtica podrian alterar el flujo de agua
desde la fruta (AW) como asi también la migracion de
soluto (AS). En la Figura 1 se muestran los valores medios
y desvio estandar, en forma de barras de error, de pérdida
de masa, pérdida de agua e incorporacion de sacarosa
en laminas de anana durante 5 ciclos de deshidratacion
osmotica a 40 y 60° Brix y 40° C, con reutilizacion del
jarabe osmoactivo. Si bien los valores de AW descienden
y de AS se incrementan con el aumento del nimero de
ciclos, el analisis estadistico (ANOVA) sefiala que no
existen diferencias significativas (p > 0,05) entre los
valores de estos parametros en diferentes ciclos para cada
condicion de operacion (40 y 60° Brix) hasta el tercer
ciclo de deshidratacion osmotica de anana. Se registrd un
marcado descenso en los valores de pérdida de agua en el
quinto ciclo de DO respecto del primero, siendo de 36% y
de 23% en los procesos con condiciones iniciales de 40 y
60° Brix. Peir6-Mena y col. [9] evaluaron el efecto de la
aplicacion de ciclos sucesivos de DO de anana en jarabe
de sacarosa de 55° Brix con relacion masa de jarabe/masa
de fruta de 20/1 y concluyeron que en 15 ciclos sucesivos
de DO sin reacondicionamiento del jarabe osmético el
nivel de deshidratacion de la fruta no se altera signifi-
cativamente. Por comparacion con nuestros resultados
se puede inferir que la relaciéon masa de jarabe/masa de
fruta es un factor determinante para establecer el nimero
de veces que puede re-utilizarse la solucion osmdtica
salvaguardando la uniformidad de los resultados. Por otra
parte, la ganancia de soluto se increment6 un 29 y 27% a
40 y 60° Brix respectivamente, en el quinto ciclo de DO
respecto del primero; lo cual indicaria un incremento en
la ganancia de sacarosa en anana con la reduccion de la
concentracion del jarabe osmético. Esto puede atribuirse
a la formacion de una capa saturada en el soluto osmotico
que se produce en la superficie del producto a concentra-
ciones de solucién mas altas, lo que disminuye la fuerza
impulsora entre la solucion y el producto, reduciendo la
velocidad de transferencia de masa. Nuestros resultados
son concordantes con los publicados por Jena y Das [14],
quienes sefialaron que el incremento de la concentracion
del jarabe osmético origina reduccion en los valores del
coeficiente de difusion del agua durante la DO de anana
sin reutilizacion del jarabe.
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Figura 1: Pérdida de masa (AM), pérdida de agua (AW) e incorporacién
de sacarosa (AS) en ld&minas de ananéa durante 5 ciclos de deshidrata-
cién osmotica a (a) 40° Brix y (b) 60° Brix, con reutilizacion del jarabe
osmoactivo.

Los procesos de deshidratacion osmotica se disefian nor-
malmente con el objetivo de maximizar la remocion de agua
mientras se restringe la absorcion de solidos, para obtener
un producto con caracteristicas organolépticas similares a la
del alimento fresco. La relacion entre la pérdida de agua y
la ganancia de soluto es un buen indice de la eficiencia del
proceso [7]. En la Tabla 1 se muestran los valores medios de
la eficiencia de los diferentes ciclos en las dos condiciones
aplicadas (40 y 60° Brix), considerando la eficiencia como
la relacion AW/AS. La eficiencia de los procesos de 2 h de
deshidratacion osmotica de anana, con reutilizacion del
jarabe de sacarosa sin reacondicionamiento, decrece con el
nimero de ciclos, este efecto es mas marcado partiendo de
una concentracion de sacarosa de 40° Brix que de 60° Brix,
cuando la relacion masa de jarabe/masa de fruta en cada
ciclo fue de 6/1. Esta reduccion de la eficiencia del proceso
vincula los efectos simultaneos de descenso de pérdida
de agua y de incremento en la ganancia de soluto con la
dilucioén del jarabe osmotico.

Tabla 1: Valores medios de la relacion AW/AS en cada ciclo de 2 h de
deshidratacion osmotica de ldminas de anana, para cada condicion de
operacién

Eficiencia, AW/AS
40° Brix 60° Brix
1er ciclo 3,01£0,23 a 3,23+0,29 a
2do ciclo 3,13:0,35a 28420212
3er ciclo 2,81+0,28 a 2,89+0,25a
4to ciclo 2,45+0,18 b 2,38+0,27 b
5to ciclo 1,56+0,03 ¢ 1,97£0,23 b

*Letras diferentes en cada columna sefalan diferencias significativas
entre los valores a un nivel de significancia del 95% (p < 0,05)

En el proceso de deshidratacion osmética la transferen-
cia de masa es una compleja combinacion de flujos de agua
y solutos en contracorriente, usualmente descritos como
ecuaciones diferenciales independientes pero que deben
ser resueltas de forma simultanea, su determinacion exige
extenso trabajo experimental y tedrico para cada condicion
de operacion ensayada. Por ello es importante el desarrollo
de ecuaciones matematicas sencillas que involucren las
variables mas relevantes del proceso y que estas relaciones
sean independientes de las condiciones de operacion [15].
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De este modo se podria controlar el proceso mediante
ensayos fisicos sencillos, como el cambio de peso o el
contenido de s6lidos solubles, para obtener alimentos
con caracteristicas definidas. En base a lo antes descrito
y con el objetivo de evaluar la factibilidad de encontrar
correlaciones generales y simples para la variacion de
AW y AS, en el presente estudio los datos experimentales
de pérdida de agua y ganancia de sacarosa se analizaron
y se muestran de manera conjunta en la Figura 2. Como
puede verse en dicha figura, para cada condicion de
operacion todos los datos se alinean en forma consecutiva
de acuerdo al nimero de ciclo correspondiente, con clara
superposicion de los resultados en gran parte del conjunto.
Del analisis de regresion de los datos, realizado de modo
independiente para cada condicion de trabajo, resultan dos
ecuaciones lineales (Ecuaciones 4 y 5, datos a 40 y 60°
Brix respectivamente) con R2 = 0,999, lo cual sefiala la
estrecha correlacion existente entre las variables AW y AS.

AS= 12,73 - 0,25 AW 4)
AS=22.39-0,36 AW (5)

Floury y col. [16] determinaron una relacion lineal
entre AW y AS durante DO de mango. Tocci y Mascheroni
[17] encontraron relaciones similares entre el contenido
de s6lidos solubles (SS) y el contenido de agua (WC)
durante DO de kiwi en soluciones de sacarosa. Ramallo y
Mascheroni [7] hallaron una ecuacion lineal que vincula
el contenido de sacarosa y de agua en la fruta de anana du-
rante el proceso de deshidratacion en solucion de sacarosa.
Posteriormente, Rodriguez y Mascheroni [15] verificaron
una correlacion lineal entre SS y WC de frutas frescas y
osmodeshidratadas de kiwis, pera, manzana, nectarina,
ciruela, melon y frutilla. La correlacion para cada fruta
fue independiente del tipo de soluto, temperatura, agitacion
y concentracion de la solucion osmética, tamaiio y forma
de las muestras y variedad de fruta. Sin embargo, nuestros
datos experimentales de SS y WC (graficas no mostradas)
no presentan buena correlacion (R2 < 0,44).

16
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Figura 2: Valores medios de ganancia de sacarosa (AS) versus pérdida
de agua (AW) en los 5 ciclos de DO, a 40 y 60° Brix. Las lineas, continua y
de puntos, representan los resultados obtenidos mediante las Ec. 4y 5.

RECYT / Ao 19 / N° 28 / 2017

Acidez titulable, pH y contenido de sélidos solubles en la
fruta

Los datos presentados en la Tabla 2 sefialan que si bien
el pH de la fruta de anana es levemente menor después
del proceso de 2 h de deshidratacion osmotica en los tres
primeros ciclos, dichas variaciones del pH de la fruta
por efecto del proceso no son significativas (p > 0,05).
Asimismo, se registr6 un incremento en los valores del pH
de la fruta (p < 0,05) en los siguientes ciclos. Este com-
portamiento se repitié en las dos condiciones de trabajo
aplicadas (40 y 60° Brix).

En lo que respecta al contenido de solidos solubles
en la fruta, se registré un incremento significativo de
estos valores (p < 0,05) durante los proceso de DO y esta
variacidon no tuvo dependencia con el nimero veces que
fuera reutilizado el jarabe osmoético o niimero de ciclo en
el ensayo a 40° Brix; a 60° Brix el valor cuantificado de
SS fue significativamente mayor en los dos tltimos ciclos
respecto de los tres primeros.

En todos los casos, la DO implica una considerable pér-
dida de acido citrico (AC) de las muestras (p < 0,05). Para
cuantificar la pérdida de 4cido citrico (AC) en anana por
efecto de la DO, en las muestras de fruta deshidratada los
resultados también se expresan en mg de AC en 100 g de
fruta fresca. En la Tabla 3 se presentan, ademas, los resul-
tados en mg de AC en 100 g de fruta osmodeshidratada. Si
bien se observan fluctuaciones en los resultados de pérdida
de AC, se registra tendencia al incremento de estos valores
con el numero de ciclo y con la concentracion del jarabe
osmotico, siendo el porcentaje de pérdida de AC inferior
en los ensayos a 40° Brix respecto de aquellos a 60° Brix
(Tabla 3) aunque estas diferencias, entre los tratamientos,
no son significativas en los dos primeros ciclos. Asi, estos
resultados pueden resumirse en un promedio de pérdida de
AC de 19% en los ciclos 1 y 2 y de 25y 30% (p < 0,05)
en los ciclos 3,4 y 5, en condiciones de operacion de 40 y
60° Brix respectivamente.

Tabla 2: Valores medios y desvio estandar del contenido de sélidos
solubles (SS), pH, y humedad de fruta fresca (FrFr) y osmodeshidratada
(Fr OD) de anana en cada ciclo de deshidratacion osmética (1-5), en
dos condiciones de operacion (40 y 60° Brix).

40° Brix

Muestra SS (° Brix) pH Humedad

(g/100 g fr)

Fr Fr 8,71+0,10 3,31x0,11 89,99+2,12

1¢" ciclo Fr OD1 19,10+0,96 3,27+0,04 79,83+0,21
24 ciclo Fr OD2 21,92+0,42 3,12+0,07 79,85+0,47
3¢ ciclo Fr OD3 22,55+0,17 3,14+0,06 78,22+1,85
4% ciclo Fr OD4 19,73+0,80 3,53+0,05 81,44+1,13
5% ciclo Fr OD5 23,35+2,20 3,63+0,04 79,16+1,81
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60° Brix
Muestra SS (°Brix) pH Humedad
(/100 g fr)
FrFr 8,75+0,07 3,31£0,11 89,99+2,12
1¢r ciclo Fr OD1 26,10+0,00 3,20+0,03 73,53+0,56
2% ciclo Fr OD2 26,72+0,97 3,05+0,08 73,17+0,25
3¢ ciclo Fr OD3 25,12+2,83 3,26+0,27 73,92£1,26
4% ciclo Fr OD4 31,55+1,05 3,53+0,03 74,17£1,10
5% ciclo Fr ODS 32,93+1,05 3,61+0,04 73,70+1,21

Tabla 3: Valores medios + desvio estandar del contenido de &cido
citrico (AC) en fruta fresca (FrFr) y osmodeshidratada (Fr OD) de anana
y % de pérdida en cada ciclo de deshidratacion osmética (1-5), en dos
condiciones de operacion (40 y 60° Brix).

lo que puede atribuirse a la diferencia en las condiciones
de operacion, especialmente al valor de relaciéon masa de
jarabe /masa de fruta (20/1).

Asimismo puede verse que los cambios en la composi-
cion del jarabe osmotico afectan los valores de pérdida de
agua y ganancia de soluto de la fruta (Tablas 1 y 4), siendo
especialmente notorias las variaciones en estos parametros
en los ciclos 4y 5.

Tabla 4: Valores medios del contenido de solidos solubles (SS), pHy
contenido de &cido citrico (AC) en la solucion osmética fresca (SO0) y
al final de cada ciclo de deshidratacion osmética (SO1, SO2, etc.), en
los ensayos a 40 y 60° Brix

40° Brix
40° Brix o Bri
60° Brix
Muestra SS (° Brix) pH @ 1%% mh)
AC AC AC AC &
muestra | (g/100 g prod.) | (g/100 g FrFr) | (g/100gprod.) | (g/100 g FrFr) SO0 40,0 6,32 0
Frr 0,960,017 0,96:0,01 0,970,01 0,97+0,01 1¢rciclo SO1 38,4 4,65 0,04
do
Fr OD1 0,9420,05 0,79:0,04 0,99:0,14 0,7620,12 2% ciclo s02 364 440 0.08
3 ciclo s03 353 3,47 0,11
% pérdida 18 21
40 ciclo S04 32,5 3,70 0,14
Fr OD2 0,92+0,01 0,78+0,01 0,98+0,03 0,79:0,03 o ciclo 05 332 3.60 017
% pérdida 19 18
Fr OD3 0,83+0,01 0,72+0,01 0,87+0,02 0,69+0,02 60° Brix
% pérdida 25 29 o Bri AC
o P Muestra SS (° Brix) pH (/100 mi)
Fr OD4 0,82+0,02 0,72+0,02 0,82:0,03 0,68+0,03
S00 60,0 6,07 0
% pérdida 2 30 1er ciclo 501 58,3 5,67 0,01
Fr OD5 0,77+0,02 0,73:0,02 0,76+0,05 0,66+0,04 26 ciclo 502 57,4 5,71 0,05
% pérdida 2 32 3% ciclo S03 48,9 3,65 0,12
4o ciclo S04 451 3,60 0,17
Caracteristicas de la solucion de sacarosa sw ciclo S05 45,0 3,40 0.15

Los datos de la dilucion de la solucion de sacarosa en
cada ciclo son de gran importancia para el disefio de un
proceso industrial. Esta dilucion esté ligada a las condi-
ciones de operacion. En el presente estudio se aplicd una
relacion masa de solucién osmotica a masa de fruta relati-
vamente baja (6:1), lo cual generd variacion apreciable en
la concentracion de jarabe durante el proceso. Como puede
observarse en la Tabla 4 la dilucion del jarabe de sacarosa
se incrementa con el numero de ciclo y con la concen-
tracion original de sacarosa; asi, al final del quinto ciclo
la concentracion del jarabe osmético fue de 33,2 y 45,0°
Brix, cuando la concentracion original fue de 40 y 60°
Brix respectivamente, lo cual revela un decremento de la
concentracion de sacarosa del 17% y 25% respectivamente.
El incremento de la dilucion del jarabe osmético de modo
directo con la concentracion de la solucion de trabajo, se
explica con el hecho de que al incrementarse la presion os-
mética del medio aumenta la velocidad de pérdida de agua
de la fruta como se observa en las Figuras 1 (a) y 1 (b). Los
porcentajes de dilucion obtenidos en el presente estudio
son marcadamente superiores a los publicados por Peiro-
Mena y col. [9] en un estudio de deshidratacion osmotica
de anana con re-utilizacion del jarabe en ciclos sucesivos,

Las variaciones mas notorias en los valores de pH del
jarabe osmotico se registraron en los primeros ciclos (Tabla
4) y estos cambios fueron mas drasticos en la solucion
de 40° Brix que en la de 60° Brix. El pH desciende hasta
alcanzar valores proximos al de la fruta al tercer ciclo y sin
registrarse variaciones significativas en ciclos sucesivos
ni diferencias entre las condiciones del proceso de DO.
Observaciones similares fueron publicadas por Valdez-
Fragoso y col. [10] en un estudio de deshidratacion de
manzanas a 60° Brix y por Garcia-Martinez y col. [6] en
deshidratacion osmotica de kiwi a 55° Brix, ambos con
reutilizacion del jarabe osmotico. Estos autores resaltan la
importancia del descenso del pH en la estabilidad micro-
biologica de la solucion.

Por otra parte, en la Tabla 4 se puede observar que el
contenido de 4cido citrico en el jarabe de sacarosa se incre-
menta con el nimero de ciclos, lo cual esta relacionado con
la reduccion del mismo compuesto en la fruta durante cada
ciclo de deshidratacion. A diferencia del pH que tiende
a estabilizarse a partir del tercer ciclo, la concentracion
de AC aumenta linealmente con el nimero de ciclos, lo
cual podria explicarse por la presencia de compuestos
buffer en la fruta y por el hecho de que la mayoria de los
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acidos organicos (acido citrico en este caso) son acidos
débiles, y por lo tanto los cambios en su concentracion no
afectarian el pH. Estos resultados son concordantes con los
publicados por Peir6-Mena y col. [9] y Germer y col. [18].

La transmitancia 6ptica de la solucion osmética fresca
se sitta en el rango de 94-98 % respecto del agua pura y no
depende de la concentracion de sacarosa, en las condicio-
nes del presente trabajo (40-60° Brix). Después de la reu-
tilizacion en cinco ciclos consecutivos de DO, los valores
de transmitancia optica disminuyen en relacion inversa a la
concentracion de sacarosa (Figura 3). Cabe mencionar que
estos cambios en las caracteristicas de calidad del jarabe
no son un factor limitante para su posterior reciclado en
otras formulaciones de productos u otros procesos de DO.

Sn 60 °Brix
M Final

M nnicial
Sn 40 °Brix

0 20 40 60 80 100 120
Transmitancia a 600 nm, %

Figura 3: Comparacion gréafica y estadistica de los resultados pro-
medio de las medidas de transmitancia a 600 nm de las soluciones
hipertonicas antes del proceso osmotico (inicial) y al final del quinto
ciclo (final).

Conclusiones

Es viable reutilizar el jarabe de sacarosa en la DO de
anana un numero de veces limitado cuando la relacion
masa de jarabe/masa de fruta es de 6/1. La efectividad del
proceso de deshidratacion osmética de anand con reuti-
lizacién del jarabe de sacarosa sin reacondicionamiento
decrece con el numero de ciclos. A pesar de ello no se
registraron diferencias significativas entre los resultados de
pérdida de agua y de ganancia de sacarosa hasta el tercer
ciclo consecutivo de DO; este comportamiento se repitio
en las dos condiciones de trabajo aplicadas (40 y 60° Brix).
En cuanto a las caracteristicas del jarabe de sacarosa se re-
gistro reduccion de la concentracion de sacarosa y del pH,
incremento del contenido de acido citrico y disminucion en
los valores de transmitancia 6ptica con el nimero de ciclo.
A diferencia del pH que se estabilizo a partir del tercer
ciclo en valores proximos al de la fruta, la concentracion de
acido citrico aument6 linealmente con el nimero de ciclos.
Por otra parte, comparando los resultados de ensayos de
deshidratacion osmotica a 40 y 60° Brix, los valores de
transmitancia optica del jarabe se redujeron en relacion
inversa a la concentracion inicial de sacarosa.
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Resumen

Las isotermas de sorcion de agua de puré de mandioca deshidratado de dos variedades de raices, Concepcién y
Pomberi, se determinaron para un rango de temperatura entre 25° C y 45° C. El puré de mandioca deshidratado
exhibio un comportamiento Tipo Il. Las isotermas de sorcion mostraron que para valores de a,, por debajo de
0.85, la capacidad de sorcion disminuyd cuando la temperatura aumento; comportamiento opuesto se observo
aa,, por encima de 0,85. El punto de inversion (a,, = 0,85) se atribuyo al hecho de que los sitios méas activos se
expusieron a los procesos de adsorcion, debido a que la movilidad molecular aumenta en las regiones amorfas
por la cristalizacion del almiddn. Los datos experimentales se ajustaron a diferentes modelos. Se obtuvieron
las constantes de los modelos y los coeficientes de correlaciéon. Las ecuaciones BET, GAB y PELEG mostraron
los coeficientes de correlacion mas altos para todos los rangos de a,,. El calor de sorcion total aumentd cuando
disminuyo6 el contenido de humedad.

Palabras clave: Ecuaciones BET; Estabilidad de almacenamiento; Calor neto isostérico; Regresion no lineal; Modelos
matematicos.

Abstract

Water sorption isotherms of two varieties of dehydrated mashed cassava, Conception and Pomberi, were
determined for a temperature range between 25° C and 45° C. The dehydrated mashed cassava exhibited Type
Il behavior. Sorption isotherms showed that for a,, values below 0.85, the sorption capacity decreased when
temperature increased; opposite behavior was observed at a,, above 0.85. The inversion point (a, = 0.85) was
attributed to the fact that more active sites were exposed to the adsorption processes, due to the enhanced
molecular mobility promoted in the amorphous regions by starch crystallization. The experimental data were fit
to different sorption models. Model constants and correlation coefficients were obtained. BET, GAB and PELEG
equations showed highest correlation coefficients for all range of a,,. Total heat of sorption increased when moisture
content decreased.

Key words: BET equations; storage stability; net isosteric heat; nonlineal regression; mathematical models.

Introduction

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is considered a
foodstuff of high nutritional value and one of the most
economical sources of energy; because of carbohydrate
yield is 40% greater than in rice and 20% greater than in
corn (1). For this reason, processing of cassava root in
order to obtain dehydrated mashed cassava was a product
developed by a research group of Faculty of Exact, Che-
mistry and Life Sciences, National University of Misiones,
and it is nowadays an alternative industrial production of
the Agricultural and Industrial Cooperative San Alberto
Ltd. in Province of Misiones, Argentina.

Dehydrated mashed cassava is presented as a new food

from Argentina to the world. It is a gelatinized product
that will arrive to the market as dehydrated food, which
when reconstituted with water; it is supposed to give a
final product similar to cooked fresh root mashed cassava.
In food, gelatinized starches can be used almost any time
thickening is desired. The gelatinization of starch also
significantly affects the characteristics and quality of food
such as loaf volume and crumb bread, the elasticity and
softness of paste products, digestibility and palatability,
the tolerance of batter properties in cakes, frostings, and
doughnut mixes, the sugar crystal growth in foods, and
the texture, volume, shelf-life, and freeze-thaw stability of
bread and cakes (2).

Sorption isotherms and sorption isosteric heat are the
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basic information for the foodstuffs drying model (3).
Moisture sorption isotherm information is required for
drying and storing food products.

There is data in the literature on sorption behavior of
starchy products (e.g., 4, 5) as well, water sorption data for
cassava starch, such as the values presented by different
authors (6), (7), (8). Sanni et al. (1997) (9) presented
the sorption isotherm for two product off cassava roots
processed, fufu and tapioca.

However, the published literature about the sorption
isotherms of dehydrated mashed cassava is nonexistent.

Knowledge of the differential heat of sorption has a
great importance in designing equipment for dehydration
processes. Heat of vaporization of adsorbed water reaches
values higher than the heat of vaporization of pure water
when food is dehydrated to low moisture levels (10). Net
isosteric heat is defined as the total heat of sorption in the
food minus the heat of vaporization of water, at system
temperature (11).

Heat of adsorption is a measure of the energy released
on sorption, and the heat of desorption is the energy re-
quirement to break the intermolecular forces between the
molecules of water vapor and the surface of adsorbent (12).
Thus, the heat of sorption is considered an indicator of the
intermolecular attractive forces between the sorption sites
and water vapor (13).

To prepare the mashed dehydrated cassava, the roots are
washed with water in a hopper. Then they are peeled in a
cylindrical peeler whose walls are covered with abrasive
material, eliminating the remains of peels with a water
stream. The roots are cooked in a continuous cooker heated
by steam and after cooking time the mashed is prepared
by a press designed for the purpose. The mash is placed
in trays and dried in a continuous dryer with hot air. Once
the mash is dried, it is milled and sieved to homogenize
the size and it is packed in packages of 0.2 or 25 kg bags
according to their destination.

There is a need to determine the sorption isotherms of
mashed cassava to maximize their storage and to establish
a reliable database for each of them. One important
property of food product related to drying is its moisture
sorption isotherm, since it will determine the degree of
drying required to obtain a stable product (14).

The knowledge and understanding of sorption
isotherms is highly important in food processing for
the design and optimization of drying equipment,
design of packages,

predictions of quality, stability, shelf - life and for
calculating moisture changes that may occur during
storage. Several preservation processes have been
developed in order to prolong the shelf - life of food
products by lowering the availability of water to micro
- organisms and inhibiting some chemical reactions (15).

The main objective of this work is to evaluate the
sorption isotherms of dehydrated mash from two different
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cassava varieties: Conception and Pomberi, at three diffe-
rent temperatures.

Data analysis

Different models are available in the literature for pre-
dicting adsorption isotherms in food (16). Models used in
this study for describing the moisture sorption isotherm of
mashed cassava samples are chosen too by the researchers
who work with foods high in starch (17), (4), (18) and are
presented in Table 1.

Heat of sorption (Qs), calculated by the Clausius—
Clapeyron equation, is used to estimate the total energy
necessary during drying. Heat of sorption is a measure of
the binding energy of absorbed water by the solid materials
(19). The moisture content at which the total heat of sorp-
tion approaches the heat of vaporization of pure water is
often taken as an indication of bound water in the foodstuff
(20). At higher moisture contents, water is available for
utilization by microorganisms because it is mechanically
free in the void spaces of the system (21). As mentioned
earlier the “‘net” isosteric heat of sorption is obtained from
the differential equation of Clausius— Clapeyron, that is
given by Eq. 1.

In aw:_q—’/ + cte Eq. (1)

RT

where T is the absolute temperature, aw is water
activity, qst is net isosteric heat of sorption and R is the
universal gas constant (R = 8.319 kJ/mol K).

Table 1
Models for fitting the adsorption isotherms
Model Equation Reference
X X, C-a,
BET = (22)
(I-a,) - (IH(C-1) - a,)
1
X= a,.Ln(v)-
CAURIE exp|: L) 15X :|
L
FERRO A
FONTAN X= —B @3
aW
X, C-k-a,
GAB (24), (25), (26)

X =
(1-ka,) - (1+(C-1) - ka,)

HALSEY X=|—=< (27)
a'W
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HENDERSON

-Ln(1-a) ¥
= — (28)

X=k -a'+k-d’ (29)

PELEG

Some of the models in Table 1 include the effect of
temperature. Also, constants are in some cases related to
certain properties. For example, in the GAB model, Xm is
the monolayer moisture content (kg water/kg solid), and C
and k are related to monolayer and multilayer properties.
The effect of temperature on GAB constants were calcu-
lated from the Arrhenius equation, they are shown in Egs.
2,3 and 4 (30).

—x . Ad Eq. (2)
X, =X, exp [RT]
AH.
C ::(:0 . e)qo[ziii:%] Izq' (3)
AH,
k=k, - exp [RTJ Eq. (4)

AH is an Arrhenius-type energy factor (kJ/mol K);
AHc: H1-Hm = heat of sorption of the first layer —heat of
sorption of a multilayer (kJ/mol K); AHk: HL-Hm= heat
of condensation of pure water vapor —heat of sorption of a
multilayer (kJ/mol K); Xmo, kO y CO are pre-exponential
factors.

Materials and Methods
Raw material

Dehydrated mashed cassava of Conception and Pombe-
ri varieties were obtained from San Alberto Ltd., Misiones,
Argentina.

Determination of equilibrium moisture content

The equilibrium moisture content of dehydrated mashed
cassava of two varieties, Conception and Pomberi, was
obtained by the static gravimetric method, as described by
(31), at temperatures of 25, 35 and 45° C. The glass sorp-
tion jars were placed in a temperature controlled cabinet,
with an accuracy of £1° C at the selected temperatures.
The temperatures were chosen to simulate variation in
temperature across the country. Triplicate mashed samples
(3£0.001 g), were put into small crucibles and placed in

desiccators with saturated salt solutions of water activity
between 0.11-0.97. The salts used were LiCl, KF2, Nal,
NaBr, K12, NaCl, KCl, K2SO4. Thymol was placed in the
desiccators containing NaCl and BaCl2 in order to prevent
the growth of mould (32). The samples were weighed
within interval of 24 hours and allowed to equilibrate until
there was no discernible weight change, as evidence by
constant weight values (£ 0.002g). The dry mass was de-
termined gravimetrically. The time required for equilibrium
was fifteen and twenty days.

Data analysis

A non-linear least square regression analysis was used
to evaluate the model parameters. To evaluate the goodness
of fit of each model, root mean square error (RMSE), the
mean bias error (MBE), the coefficient determination (R2)
and the mean relative percentage deviation modulus (E)
was used, which is defined by Egs. 5, 6 and 7.

Z”: [(m;-m )|

= C,
E%:'T“JOO Eq. (5)

0,5
Zn (m,-m,)
RMSE = % Eq. (6)
Zﬂ (m,-m,),

MBE = =2 nc " Eq. (7)

where mi is the experimental value, mpi is the predicted
value, and n is the number of experimental data. A good
fit is indicated by small values of RMSE and MBE and
the mean relative percentage deviation modulus (E) below
10% indicative of a good fit for practical purposes (33).

Results and Discussion

All adsorption isotherms presented an increase in the
equilibrium water content along with an increase in aw
(Figure 1).

The sigmoidal shape found is typically reported as a
Type II isotherm (34), according to Brunauer’s classifi-
cation (35). The class II isotherms can be interpreted as a
superposition of the localized monolayer adsorption on the
internal material surface and the dilution of some part of
the solids in solution (36). The mathematical expressions
were developed for polymer hydration by (37).

Similar behavior was found in some fortified cassava
products (38), in cassava starch (6), (7), (39), (9), (17),
potato starch (4), (40), (7), (41), corn starch (40), (41),
(42) and in starches modified of cultivars of cassava (43).
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Figure 1: Sorption isotherms of dehydrated mashed cassava for a tem-
perature range between 25 and 45 C (@ 25°C,m35°C, A 45°C) for
Conception and Pomberi varieties. Modified GAB fits are represented
on the graph (solid line 25 ° C, dash line 35 ° C and dotted line 45 ° C).

Figures show that for water activity values below 0.85,
the equilibrium moisture content decreases when tempe-
rature increases, which was expected in an exothermic
moisture adsorption process (at constant water activity),
indicating that the dehydrated mashed cassava become less
hygroscopic. However, for aw values higher than 0.85 an
isotherm cross-over with temperature is observed, i.e., the
equilibrium moisture content increased with temperature
for a given aw value. Similar crossing was reported in
cassava starch (17), (44); cornmeal, (45); potato starch
(46) and wheat flour (18). It was observed that dehydrated
mashed cassava samples stored at room temperature tended
to crystallize when they were conditioned at high relative
humidity. All of these authors reported this behavior and
attributed it to the endothermic dissolution of sugars at ele-
vated water activity. Nevertheless, the material considered
here is neat starch, for which the isotherm inversion with
temperature at high water activity (or moisture content),
could be more related to a greater exposure of active sites
or hydrophilic groups at high aw or water contents as the
temperature increases, as indicated by Brett and Figueroa
(48). These authors presented evidence that relates the
isotherm cross-over of oat flour and rice flour with tem-
perature, to the onset of glassy to rubbery state transition
taking place for the highest temperature sorption curve at
high moisture contents or aw’s.

On the other hand, at 45° C (the highest temperature
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tested in this work), it is assumed that samples stored at
high humidity, could show a possible crystallinity deve-
lopment upon conditioning at that temperature. These
results are similar to reported at Perdomo (17) in cassava
starch. Hence, it can be suggested that as water is being
squeezed out of the crystals due to the crystallization
process, the amount of water adsorbed into the rubbery
amorphous starch matrix of dehydrated mashed cassava
will be greater, which in turn, due to its plasticizing effect
will increase molecular mobility. Consequently, an increase
of the available hydroxyl groups for sorption enhancement
will be promoted. The deviation in the sorption capacity
of starches as possibly linked to the onset of the glass
transition range has also been previously suggested in the
literature (57), (4), (48).

Sorption data for dehydrated mashed cassava is not
available in the literature. Nevertheless, sorption data for
cassava starch have been presented at one temperature,
normally at room temperature (6), (7), (8), (41). Besides,
water adsorption isotherms for cassava bagasse are pre-
sented (47). Nonetheless, results presented in this work
for amorphous cassava starch are in line with the cross-
over/Tg relationship reported by (48) and cassava starch
reported by (17).

Moisture sorption isotherm for dehydrated mashed
cassava obtained at three temperatures (25° C, 35° C and
45° C), were fitted to models the Table 1 and the results are
shown in Table 2.

Table 2 shows that, except from the CAURRIE,
FERRO FONTAN and HALSEY models fitted at 45 ° C,
models described well the experimental sorption behavior
of mashed dehydrated cassava in the range of temperatures
considered, as indicated by R2 values greater than 0.90,
small values of RMSE and MBE and mean relative errors
lower than 10%.

These results are similar to reported for potato (4), (41);
tapioca grits (44); cassava starch (17) and cassava bagasse
47).

BET and GAB equations showed that the monolayer
water content decreased when the temperature increased
for both varieties. This fact has been attributed in the lite-
rature to a reduction of the active sites in the food matrix
due to chemical and physical changes (e.g., reduction in
hydrogen bonding degree), taking place as the temperature
increases, the extension of which will depend on food
nature (4), (49).

The monolayer water content values obtained by the
GAB model were higher than those obtained by the BET
model. As expected, BET model refers to adsorption in the
monolayer, however in GAB model the properties of water
adsorbed in multilayer are considered (18).
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Table 2 B 1228 | 1.268 | 1.033 | 1.079 | 0.999 | 0.964
R? 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99
Fitting parameters for the mathematical expressions
. . RMBE | 5.E-03 | 3.E-03 | 7.E-03 | 4.E03 | 5.E-03 | 3.E-03
applied to sorption data of dehydrated mashed cassava at
different temperatures. (C: Conception Variety; P: Pomberi MBE | -6.E-04 | -1.E-04 | -1.E-03 | -5.E-04 | -1.E-03 | -1.E-04
Variety) E% 59 | 32 | M5 | 75 | 94 | 49
Temperature (°C) <
Model | a, |constant PELEG | og| ki | 0172|0155 | 0.143 | 0.132 | 0.149 | 0.147
25 35 45
k, | 0303|093 | 0387 | 1.004 | 0.459 | 1.258
c P c P c P
n, 0.905 | 0.234 | 0.918 | 0.279 | 1.092 | 0.324
BET < Xm 0.049 | 0.045 | 0.041 | 0.038 | 0.039 | 0.047
0.6 n, 9.064 | 9.379 | 8.239 | 8.768 | 10.280 | 10.180
C 8.687 | 7.185 | 7.678 | 5.642 | 4.816 | 2.014
R 099 | 099 | 099 | 099 | 099 | 099
R? 099 | 099 | 099 | 0.99 | 099 | 099
RMBE 2.E-03 | 1.E-03 | 4.E-03 | 1.E-03 | 3.E-03 | 1.E-03
RMBE | 2.E-03 | 3.E-03 | 1E-03 | 1.E03 | 2.E-03 | 1.E-04
MBE -1.E-04 | 4.E-05 | -1.E-04 | 1.E-05 |-1.E-04 | 1.E-04
MBE | -3.E-05 | 2.E-04 | 4E-06 | 1.E:03 | 1.E-04 | 3.E-04
E% 25 | 14 | 37 | 24 | 42 | 21
E% 4.2 6.4 34 2.9 6.2 7.4
CAURIE %’18' v 104 | 1029 | 16.6 | 1516 | 183 | 2251 GAB model has an advantage as compared to the BET
xs | 002 | 0,059 | 0055 | 00sa | 0053 | 00ao | Model since it offers an objective method for drawing
sorption isotherms up to 0.9 aw while the BET model is
R? 0.99 0.98 0.99 0.99 0.99 0.99 s
limited to 0.2—0.6 aw (50).
RMBE | 4.E-03 | 4E-03 | 4.E-03 | 3.E-03 | 3.E-03 | 4.E-03 The values of monolayer water content reported for
vige | 3504 | 4608 | 1604 | 2608 | 3E0a | 1603 | dehydrated mashed cassava were lower than those found
by (7), for native cassava starch at 25° C (0.074 using BET
E% 7.4 9.3 7.1 7.5 8.8 18 .
model and 0.079 by the GAB model). These differences
FERRO [ Sl A | 0086 | 0078 | 0074 | 0,093 [0.1018 [ 0114 |  could be attributed to the fact that starch in mashed dehy-
FONTAN B 1.250 | 1.276 | 1.155 | 1.268 | 1.233 | 1.281 drated Cassava 18 completely gelatlnlzed.
X parameter in CAURIE model is called “the security
c 097 | 0966 | 093 | 0832 | 08 | 0736 . ”» o
moisture content value” and it is important from a com-
R? 099 | 099 | 099 | 099 | 099 | 099 mercial point of view because it provides the maximum
RvBE | 3.6:03 | 3E-03 | 3E-03 | 2603 | 3E-03 | a3 | Moisture content for the food during a possible storage
and packing. In our study for both varieties, Conception
MBE 2.E-04 | 3.E-04 | 3.E-05 | 2.E-04 | 3.E-04 | 1.E-03 ’ ..
and Pomberi, X values are similar to Xm values of GAB
E% 4.8 6.5 4.2 3.9 6.3 13.7 equation.
ae |5 c 3306 | 784 | 5040 | 4928 | 4617 | 3.004 It should be noted that, although the PELEG models
provide a good representation of the data, they provide no
Xm | 0056 | 0.05 | 0.051 | 0.044 | 0.043 | 0.083 | . .. . .
indication of the nature of the sorption process (4).
K 0.888 | 0.877 | 0.916 | 0.904 | 0.942 | 0919 The temperature dependencies of the GAB constants
R? 099 | 099 | 099 | 099 | 099 | 099 calculated using linear regression are shown in Table 3.
RMBE 2.E-03 | 3.E-03 | 3.E-03 | 1.E-03 | 2.E-03 | 3.E-03
Table 3
MBE 3.E-05 | 5.E-05 | -2.E-05 | 1.E-04 | 7.E-05 | 3.E-04
E% 28 | a5 | 20 | 12 | a2 | sa Characteristic GAB parameters for mashed dehydrated
o cassava
HALSEY | A | 0023|0018 | 0033 | 0.024 | 0.032 | 0,033
0.8 variety X, c K
B 1.389 | 1.395 | 1.152 | 1.194 | 1.110 | 1.047
AH AH, AH, (7
Xoo | 0/ | 2| € |/ |r| K oy | 7
R? 099 | 098 | 099 | 0.99 | 099 | 098 mol) mol)
Pomber{ 29+0.1(42+04|095(32+08|10+2(0.77|-035+0.11| -1+£0.03 [0.99
RMBE 5.E-03 | 6.E-03 | 2.E-03 | 3.E-03 | 4.E-03 | 5.E-03
Conceptionn [2.3+0.2|2.4+0.3|0.73 (5.6 +0.5| 16 +2 | 0.95-0.27 + 0.02 | -0.81 + 0.06 [ 0.96
MBE 4.E-04 | 1.E-03 | 1.E-04 | 5.E-04 | 8.E-04 | 1.E-03
E% 92 | 106 | 61 | 83 | 117 | 209 AHc represents the difference in enthalpy between
< mono-layer and multi-layer sorption (36). The positive
HENDERSON 0.95 A 13.020 [ 16.950 | 9.699 | 12.970 | 9.969 | 10.420 . L. .
- value calculated is due to the strong exothermic interaction

of water vapor with the primary sorption sites of starch
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matrix. AHk represents the difference between the heat
of condensation of water and the heat of sorption of the
multi-layer. The relatively lower magnitudes of AHk ob-
served implies the presence of less firmly bound multilayer
molecules, at intermediary energy levels between those
of mono-layer molecules and the bulk liquid. The small
negative value of AHk indicates that the heat of sorption
of the multi-layer is greater than the heat of condensation
of water, due to the endothermic dissolution of small mo-
lecular solutes (4) and it is related to isotherm cross-over
behavior with temperature.

Values of the heat of sorption at a specific moisture
content provides an indication of the state of the sorbed
water and hence, a measure of the physical, chemical and
microbiological stability of the food material under given
storage conditions (51). This provides valuable data for
energy consumption calculations and subsequent design
of drying equipment, and knowledge of the extent of the
water—solid versus water—water interactions (52). The net
isosteric heat of sorption values with respect to moisture
content are represented in Figure 2, for both varieties.

35-

0] A M ast Pomberi
% A qst Conception
2 20
%
= 15
>
RRTE

5 4

0 T T T 1

0.0 0.05 0.10 0.15 0.20
X (g water/ g dry basis)

Figure 2: Variation of the isosteric heat of sorption of dehydrated
mashed cassava with moisture content, Pomberi variety in solid line
and conception variety in dash line.

The plot exhibits a steep initial drop in the monolayer
region, continues to decrease smoothly as the multilayers
are formed and finally approaches to zero at moisture
levels of about 0.20 g water/g dry basis.

The decrease in the isosteric heats with the amount of
water sorbed can be qualitatively explained by considering
that sorption initially occurs on the most active sites giving
rise to the greatest interaction energy. As the moisture
content increases, the sites available for sorption of water
diminish, resulting in lower values of Qst. (11), (53), (54).

Variations of the isosteric heat of sorption with moisture
contents (X) can be expressed as:

Conception

Qst = (4’7 i 2)e -(19.6+0.9)X R2:O993
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Pomberi
Q,, = (56 + 1) (234200X R?=0.998

It has been established that during the initial stages of
the sorption process at low moisture

content, there are more active sites on the food surface
covered by a monolayer of water, with a higher energy
of binding than those existing at higher moisture content
(multilayer water) (55), (56), (17).

Conclusions

The water sorption behavior of dehydrated mashed
cassava of two varieties of roots, Conception and Pomberi,
was evaluated in order to optimize drying kinetics and
minimize the energy expenses involved in dehydration
processes. The adsorption isotherms obtained in this work
presented the sigmoid shape. The adsorption isotherms of
dehydrated mashed cassava were studied in temperatures
from 25 to 45 °C, presenting increasing values of equili-
brium moisture content when relative humidity increased
and temperature decreased. The inversion (or cross-over)
points, exhibited at a water activity of around 0.85, were
explained by the result of more active sites exposed in
virtue of the enhanced molecular mobility due to the
water squeezed out of the crystals upon crystallization.
The correlation coefficients (R2) obtained for each model
studied showed correlation coefficients above 0.98. The
GAB, BET and PELEG models were more appropriate.
The monolayer water content, if determined by GAB
model, was found to be inversely related to temperature
and their values ranging from 0.049 to 0.039 and 0.05 to
0.043 g/g (dry basis) for dehydrated mashed at Conception
and Pomberi varieties, respectively. Estimates of isosteric
heat of sorption and their variation with moisture content
were also presented for both mashed varieties.

An exponential relationship was found to describe this
variation, within the moisture content range considered in
this work.

Nomenclature

A, B,C  equations parameters (dimensionless)

a, water activity (dimensionless)

C, pre-exponential factor (dimensionless)

AH Arrhenius-type energy factor (kJ/mol)

AH, difference in heat of sorption between
mono-layer and multi-layer (kJ/mol)

AH, difference between the heat of condensation of water
and the heat of sorption of the multilayer (kJ/mol)

E % mean relative percentage

Ky pre-exponential factor (dimensionless)

k GAB model parameter (dimensionless)

k,yk,  equation parameters (dimensionless)
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MBE mean bias error
experimental value

predicted value

n number of experimental data
n,yn, equation parameters (dimensionless)
n net isosteric heat of sorption (kJ/mol)
q,
isosteric heat of sorption (kJ/mol)
q,
R universal gas constant (8.314 (kJ/kmol K)

RMSE root mean square error

R? coefficient determination

r2 coefficient correlation

T absolute temperature (K)

T, the glass transition temperature

X equilibrium moisture content (g water/g dry solid)

Xon monolayer moisture content (g water/ g dry solid)

Xs security moisture content (g water/g dry solid)

Xono pre-exponential factor (dimensionless)
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Resumen

La obtencién de bioetanol de segunda generacion a partir de aserrin de pino incluye: pretratamiento, hidrolisis
enzimatica (HE) y fermentacion. Uno de los factores mas influyentes en la hidrdlisis es la composicion quimica del
sustrato, directamente relacionada con las condiciones y tipo de pretratamiento al cual es sometido el material. El
objetivo fue estudiar la digestibilidad enzimatica del aserrin de pino sometido a un pretratamiento etanol-soda. En
el experimento se vario la carga alcalina y el tiempo a temperatura maxima. Para la caracterizacion del material,
la actividad enzimatica y la hidrolisis se usaron los Procedimientos Analiticos de Laboratorio (LAPS, NREL). LoS
materiales pretratados presentaron diferente composicion quimica. Solo el efecto de la carga alcalina sobre el
rendimiento de la HE fue significativo. Etanol y soda exhibieron una sinergia positiva con respecto al rendimiento.
Los resultados sugieren una correlacion negativa entre el rendimiento de la HE y el contenido de lignina.

Palabras clave: Deslignificacion; Hidrolisis Enzimatica; Aserrin de pino; Pretratamiento organosolv; Bioetanol.

Abstract

Introduction

The production of second-generation bioethanol using pine sawdust involves pretreatment, enzymatic hydrolysis
(EH) and fermentation. One of the most influencing factor in the cellulose hydrolysis is the chemical composition of
the substrate, which is directly linked with the kind and conditions of the applied pretreatment to biomass. The aim
of this work was to study the enzymatic digestibility of pine sawdust submitted to alkaline - ethanol pretreatments.
In the experiments, we varied alkaline charges and time at maximum temperature. Laboratory Analytical Procedures
(LAPs,NREL) were used for the chemical characterization of the material, the enzymatic activity and the hydrolysis.
The pretreated materials presented different chemical compositions. Only the effect of alkaline charge on yield
was significant. Ethanol and soda exhibited a positive synergy effect on yield. Results suggest the existence of a
negative correlation between EH yield and lignin content.

Keywords: Delignification; Enzymatic Hydrolysis; Pine Sawdust; Organosolv Pretreatment; Bioethanol.

crystallinity, high lignin content, and specially, their high
extractives content [1]. For this reason, a pretreatment step

Pine (elliottii and taeda) sawdust is one of the main
residues of the primary industrialization of wood in the
Northeast of Argentine (NEA Region). About 50% of
industrially processed wood is become in waste, generating
1.5 million of dry ton wood wastes per year, which are not
properly availed. A typical composition of Pinus elliottii
from Misiones, Argentina is about 41-44% of cellulose,
28-31% of lignin, 27-33% of hemicelluloses, and 2—4%
of extractives. Wastes from conifers sawmills constitute an
attractive biomass for the production of bioethanol due to
their high hexoses content and broad availability. Second
generation bioethanol obtained from cellulose involves
three stages: pretreatment/fractionation, hydrolysis and
fermentation. Nevertheless, resinous pines have not been
exhaustive studied, mainly because their high cellulose
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is necessary to enhance cellulose digestibility.

In lignocellulose, cell wall polysaccharides are
embedded in a complex lignin matrix that hinders the
enzymes from accessing polysaccharides that can be
converted to fermentable sugars [2]. Pretreatment choice
depends on the raw material and has a significant influence
in the following stages to bioethanol conversion [3, 4].
Pretreatments aim to extract hemicelluloses and lignin, and
to increase the accessibility of the material to enzymatic
hydrolysis, avoiding the formation of hydrolysis and/or
fermentation inhibitors [5].

Most promising method to produce bioethanol from
lignocellulosic materials is based on enzymatic hydroly-
sis and fermentation [6]. Enzymatic hydrolysis (EH) is
friendlier with the environment than chemical hydrolysis.
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Endoglucanases, exoglucanases and f3-glucosidases or ce-
llobiases form an enzymatic complex that acts synergically
to degrade cellulose to glucose [6]. Enzymes and substrate
are the main factors influencing the enzymatic hydrolysis;
the last one is directly related with the pretreatment to
which the material has been subjected [6].

The organosolv process was developed initially for pulp
production from woody biomass and has demonstrated
to by an effective pretreatment method for high-lignin
lignocellulosic biomass because it. This treatment breaks
down internal lignin and hemicelluloses bonds and thus,
removes the portion of lignin from biomass [7]. The most
common relation ethanol/water applied is 50/50, but there
are works with 65/35 or 75/25. Most common catalysis
uses sulfuric acid, but it has its disadvantages, it is toxic,
corrosive, hazardous, and inhibitory characteristics [8].
Time at maximum temperature goes from 10 to 60 minutes
generally. Temperatures used for loblolly pine and similar
feed stocks go from 170° C to 190° C [8].

Alkali such as sodium hydroxide has been used for
lignocellulosic biomass pretreatment since it is effective for
lignin removal. Delignification improves the accessibility
of the material and avoids lignin combination with enzy-
mes. These effects also depend on the enzymatic charge
[3]. The application of alkaline catalyst also increases
surface area through alkaline swelling and causes defibe-
rization, which can improve enzyme accessibility.

With the hypothesis that resultant chemical composition
of the material is an important factor on enzymatic saccha-
rification, the aim of this work was to evaluate the effect of
the chemical characteristics of pine sawdust (a mixture of
Pinus elliottii and Pinus taeda) subjected to an ethanol and
sodium hydroxide pretreatment on its enzymatic digestibi-
lity. Therefore, different conditions of alkaline charge and
time were applied to evaluate the influence of the resultant
chemical composition on saccharification.

Materials and methods
Raw material

Pine sawdust (mixture of Pinus elliottii and Pinus
taeda) was provided by a local sawmill (Forestal AM,
Misiones). The sawdust was air-dried, screened, and
maintained in closed plastic bags. The fraction passing 3
mm?screen was used.

Oorganosolv pretreatment

Organosolv pretreatment was carried out in a 200 mL
stainless steel reactor (into a glycerin bath) loaded with
20 g of wood sawdust (dry weight base) and 100 mL of a
35:65% (v/v) ethanol: water mixture containing sodium
hydroxide. Liquor to wood ratio inside the reactor was 5:1
(w/w). The effect of alkaline charge (15 and 25 % w/w) and

time (60 and 90 min) were evaluated. These experiences
were performed by duplicate. Three additional experiences
were performed to evaluated effect of reagents separately;
two without ethanol (experiences 5 and 6), and one without
NaOH (experience 7). Table 1 summarizes conditions of
each experience. The temperature was maintained at 170°
C.

After the process ended, the reactor was cooled in a
water—ice bath. The liquor and solid were separated by
filtration. The solid was washed with water and with a
mixture of water and ethanol, filtered through paper filter,
and then stored in plastic bags at 4° C. The solid obtained
in this process was named as “pretreated material”.

Table 1: Pretreatments conditions applied to pine sawdust.

Experience N°| Time at Tmax®@ (min) | NaOH (%w/w) | Ethanol/water (v/v)
1 60 15 35/65
2 60 25 35/65
3 90 15 35/65
4 90 25 35/65
5 90 15 0/100
6 90 25 0/100
7 90 0 35/65

@Heating time was 20 minutes.

Substrates characterization

Raw material was characterized according to NREL-
LAP standards, including: total solid and moisture (NREL/
TP-510-42621), extractives in water and in ethyl alcohol
(NREL/TP-510-42619), and structural carbohydrates,
glucans, xylans and arabinans, acetyl groups, lignin soluble
and insoluble in acid (NREL/TP-510-42618).

The pretreated solids were characterized in the same
way, excluding the determination of soluble substances in
water and ethanol. The quantification of sugars, organic
acids and degradation products was carried out by liquid
chromatography HPLC (Waters Corp. Massachusetts,
USA), using a column AMINEX-HPX97H (BIO-RAD)
with the following chromatographic conditions: eluent:
H,SO, 4mM, flow: 0.6 mL/min, temperature: 35° C,
detector: refraction index and diode array.

The quantification of homopolymers (glucans, xylans,
arabinans) in the solid was carried out multiplying
sugars by the hydrolysis stoichiometric factors of 0.88
(or 132/150) for sugars with five carbons (xylose and
arabinose) and 0.90 (162/180) for sugars with six carbons
(glucose).

Enzymatic hydrolysis (EH)
Commercial Enzymes: cellulases from Trichoderma
Reesei and celobiases from Aspergillus niger (commercial

enzymes provided by Sigma-Aldrich).
Enzyme activity assays: cellulose activity was done in
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terms of “filter paper units” (FPU) according to NREL/
TP-510-42628 standard. Activity of B-glucosidase was
determined by its capacity to hydrolyze 4-nitrophenol
B-D-glucopyranoside (p-NPG) to 4-nitrophenol (p-NP).
This method consists in adding 0.5mL of different enzyme
dilutions to 2 mL of 1mmol/L of p-NPG solution, incuba-
ting 30min at 50° C, and then stopping the reaction with 2.5
mL Na,CO,. Finally, the measure of absorbance is made at
400 nm and expressed in U [9].

Enzymatic treatment: The never-dried solid material
from the pretreatment stage was submitted to saccharifi-
cation with cellulases and celobiases according to NREL-
LAP standards (NREL/TP- 510-42629) [10], with a few
modifications. Enzymatic hydrolysis was performed in
50mL Erlenmeyer flask using 1 g dry weight of pretreated
material suspended in 50mL 0.05M sodium citrate (pH
4.8), at 130 rpm and 50° C for 72 h. The enzyme dose was
20 FPU per gram of glucans (cellulases) [11] and 40 IU per
grams glucans (cellobiose).

Glucose content in the resulting hydrolysates was de-
termined by HPLC (Waters Corp. Massachusetts, USA),
with an AMINEX-HPX87H column (conditions: 4mM of
H,SO, as eluent, 0.6 ml/min, 35° C), and refractive index
detector.

Hydrolysis yield (digestibility) was calculated accor-
ding to equation 1.

. glucose x 0,9
EH yield (%)=

x100 (1)

glucans in the material

EH yield (%): digestibility

Glucose: grams

Glucans in the material: grams

0.9: stoichiometric factor

The Statgraphics software was used to accomplish the
statistical analysis.

Results and discussion

The raw material was composed (%od) of 39.85 %
glucans (almost cellulose), 24.89% other sugar polymers
(hemicelluloses), 31.41% lignin and 3.52% extractives.
The digestibility of the raw material was very low (5.4%
at 72h).

Table 2 shown chemical composition and yield of the
solid materials after the application of the different pre-
treatments, as well as, the yields obtained after the EH of
pretreated solid materials.
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Table 2: Chemical composition and yields after different treatments

Chemical composition (% odm) EH yield (%)

. Yield of
Experience d -
number | Pretreate Xilans-galactans-
1 a . o
material (%) | Glucans manans- Lignin 72h
arabinans

1 59.18 + 1.22 57.91 14.04 19.49 27.41 +1.03
2 47.31+1.20 68.45 15.10 6.41 91.08 + 3.18
3 57.35+0.76 59.99 13.62 17.90 29.47 +0.82
4 46.15 +1.49 71.83 15.54 5.28 89.22 +2.64
5 66.97 52.03 11.08 27.64 14.18 £ 1.15
6 49.94 64.49 12.18 16.05 40.40 £ 1.42
7 72.92 50.64 11.41 30.35 8.70 £ 2.92

a: Mass (g) of pretreated material obtained from 100 g of dry sawdust.

The yields of pretreated materials with 25% NaOH
(experiences 2, 4 and 6) were lower than 50%, mainly be-
cause their high delignification (Table 2). Nevertheless, the
degradation of glucans did not exhibit significant change
(3- 8%).

The Analysis of Variance determined that the effect of
time was not significant (p-value<0.05), so 60 minutes of
treatment are sufficient to reach the desired results. On
the other hand, the alkaline charge affected the EH in a
significant way (p-value<<0.05).

The enzymatic hydrolysis yields at 72 h and lignin
contents for different pretreatment conditions (all at 90 mi-
nutes at maximum temperature) are shown in Figure 1. It is
clear that the applied chemicals present a synergistic effect
since the hydrolysis yields of the materials submitted to
only one reagent (ethanol or sodium hydroxide) are much
lower than those of the materials submitted simultaneously
to both reagents.

80 [ | Lignin content (%o0dm)

60 M Digestibility (%)

Et-15% NaOH

T T
3> 3
o] =
= =
£ 5
& N
s =
w =

S

Only 15% NaOH
Only Ethanol
Raw material

Figure 1: Enzymatic hydrolysis yields at 72 hours and lignin content
for different pretreatment conditions (all at 90 minutes at maximum
temperature).

The increased digestibility after delignification has also
been confirmed by this study. Furthermore, there is a strong
negative correlation between lignin content and hydrolysis
yield (r=-0.96; p-value << 0.05). The explanation could be
that lignin tends to irreversibly bind the enzymes through
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hydrophobic interactions causing a loss in cellulases
activity [12].

The comparison with results obtained by other authors
treating similar raw materials (pine) is shown in Table 3.
Results can vary appreciably if a different raw material
is used because of differences in reactivity, structure, and
distribution of lignin.

Table 3: Reported enzymatic saccharification of pines submitted to
similar pretreatments.

Maximum
enzymatic
digestibility

Raw

. Reference
material

Pretreatment and EH conditions

170° C, ethanol/water: 65/35, 1.1%
(odm) sulfuric acid, 60 min.

EH: 50° C, 8 FPU/g cellulose
(Celluclast) and 16 1U/g cellulose
(Novozym 188), 80h

Loblolly pine
(Pinus taeda)

Sannigrahi et

~70%
70% al 2010 [13]

a. 190° C, ethanol/water: 50/50,

20 min, 2% (w/v) NaOH.

b. 210° C, ethanol/water: 50/50,

2% (w/v) NaOH, 20min.

EH: 50° C, 60 FPU/g cellulose
(Celluclast) and 64pNPGU/g cellulose
(NS-50010, Novozym), 72h

Park et al
2010 [8]

a.58% and
b.85.4%

Pitch pine
(Pinus rigida)

170° C, 75% ethanol, 1% (w/w) sulfuric
Loblolly pine (acid overnight, 60min, SLR: 7:1.

(Pinus taeda) [EH: 50° C, 10 FPU/ g glucan

(Novozym 22C), 72 h

Lai et al

0,
41.2% 2014 [14]

1. Autohydrolysis. Solid/liquid

ratio 1:10; 180 °C; 60 min.

2. Ethanol-water delignification

in two stages.

a. First stage: 75% (v/v) aqueous
ethanol solution + 1% w/w

sulfuric acid; 10-15 min;

b. Second stage: 180 = 1 °C; 60 min.
EH: 45° C, 25 FPU per g dry weight
of pretreated biomass, 72 h

1.+ 2.

0/
a.<10% Amiri et al

Pine 2016 [15]

b. 23%

Ethanol-water delignification:

170°C; 60 min; 1% dilute sulfuric
acid; ethanol concentration 55%.
EH: 55° C, 60 FPU/ g glucan, 48h

Heringer et

Pinus taeda L. al 2016 [16]

75% yield

189°C, ethanol/ water (v/v):

50:50; liquid/solid ratio (LSR): 6:1;
Pinus radiata {8 min and 1.1% w/w H,SO,.

EH: 50° C, 0.044 g of enzyme per g
of dry pretreated material, 96 h

Valenzuela et

94% (72h) al 2016 [17]

Mixture of |170° C, ethanol/water: 35/65,
Pinus elliottii |25% (odm) NaOH, 60 min.
and Pinus  |EH: 50° C, 20 FPU/g glucans
taeda and 40 1U/g glucans, 72h

91% this work

As shown in Table 3, the most frequent ethanol/water
ratio used was 50/50, although it was reported that the use
of low ethanol concentrations (about 30% v/v) is favorable
for Organosolv processes [18].

Compared to Park et al [8], who worked with softwood
and organosolv — NaOH process, higher EH yields were
obtained in this work at lower temperatures and lower
enzyme load, presumably due to differences in the ethanol-
soda ratio or/and to the time at maximum temperature. The
same conclusions can be reached when comparing with
most of the acid organosolv treatments.

Ethanol-soda pretreatment has demonstrated to provide
high EH yield at moderate temperature. Ethanol catalyzed
with sulfuric acid has been the most applied organosolv
process despite the fact that alkali has been recognized as

one of the most effective agents for swelling the biomass
and the degree of swelling is an important property that
affects enzymatic hydrolysis [7].

Conclusions

The soda-ethanol pretreatment and its conditions affect
enzymatic hydrolysis.

Chemical composition, specifically lignin content is
crucial on enzymatic hydrolysis yield.

Time effect resulted not significant between 60 and 90
minutes whereas alkaline charge affected delignification
and EH yield.

Ethanol-soda pretreatment has demonstrated to provide
high enzymatic hydrolysis yield at moderate temperature.

Abbreviations

NREL: National Renewable Energy Laboratory
LAP: Laboratory Analytical Procedure

EH: Enzymatic hydrolysis

HPLC: high performance liquid chromatography
odm: on oven dry material

v/v: Volume / Volume

w/v: Weight / Volume

w/w: Weight / Weight
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Resumen

El consumo de pastas es masivo, no existiendo variedad en premezclas para fideos libres de gluten. El objetivo
del trabajo fue evaluar caracteristicas quimicas de fideos elaborados a partir de una premezcla para pastas con
fécula de mandioca, harina de maiz, leche, sal y goma xantica; y la vida util en anaquel de la misma. Para conocer
la composicion centesimal y la digestibilidad de proteinas se recurrio a elaboracion y coccion de fideos; para la
vida Util se empaquetaron bolsas de premezcla y analizaron durante 12 meses de almacenamiento a temperatura y
humedad ambiente. Se obtuvieron valores elevados de cenizas, grasas, fibra dietaria total y carbohidratos, y bajos
de proteinas; la digestibilidad de proteinas fue 92,72%. EI ANOVA report6 diferencia significativa para humedad
a los diferentes meses, con disminucion en el tiempo; no se detectaron microorganismos de interés sanitario. La
premezcla resulto apta para consumo humano segun Codigo Alimentario Argentino.

Palabras clave: Premezcla; Fécula de mandioca; Almacenamiento; Control microbioldgico, Quimica.

Abstract

Pasta consumption is massive and there is no variety in premixes for gluten-free noodles. The objective of this work
was to evaluate the chemical characteristics of noodles made from a premix for cassava starch, corn meal, milk,
salt and xanthan gum; and its shelf life. In order to know the centesimal composition and the digestibility of proteins
we used elaborate and cooking noodles. Premix bags were packaged for the shelf life and analyzed for 12 months
of storage at room temperature and humidity. High values of ash, fat, total dietary fiber and carbohydrates, and
low protein levels were obtained; the protein digestibility was 92.72%. The ANOVA reported a significant difference
for humidity at different months, with a decrease in time; no microorganisms of health interest were detected. The

premix was suitable for human consumption according to Argentine Food Code.

Keywords: Premix; Cassava starch; Storage; Microbiological control; Chemistry.

Introduccion

Los cambios en el estilo de vida y en los habitos de los
consumidores se traducen en requerimientos y necesidades
nuevas. Actualmente las personas buscan rapidez en la
elaboracion de sus alimentos lo que se puede encontrar
en premezclas, que facilitan la obtencion del producto
final, al evitar la compra de ingredientes por separado;
las premezclas simplifican el trabajo eliminando errores
de formulacion y evitan la dosificacion aleatoria de los
ingredientes; ademas, todas la premezclas estan preparadas
con materias primas seleccionadas. El disefio de alimentos
que cubran estas demandas conlleva una oportunidad para
la industria alimentaria [1]. Cuanto mayor sea la capacidad
de la industria en cubrir esos requerimientos, mayor sera el
¢éxito en el lanzamiento de nuevos productos. Los procesos

de desarrollo implican varios pasos: definicion, prototipo
y formulacién del producto y el desarrollo de procesos
para la optimizacion, evaluacion de la vida util en anaquel
y escalado de la produccion. Toda innovacidon otorga
valor a una empresa, con aumento en la rentabilidad, la
satisfaccion de los clientes y la atraccion por gusto o nece-
sidad nutricional. El desarrollo de una linea de productos
alimenticios sin gluten actualmente hizo incrementar atin
mas el mercado de las premezclas. El consumo de pastas es
masivo y cosmopolita, no existiendo variedad en premez-
clas para fideos; una opcion para su elaboracion seria la
fécula de mandioca (yuca) como materia prima sin gluten,
de gran produccion regional en Misiones, Argentina. La
sostenibilidad del crecimiento industrial de la mandioca
depende en gran medida de la diversificacion y el agregado
de valor, para aumentar la demanda interna y los mercados
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de exportacion [2].

La industria alimentaria concentra muchos esfuerzos
tanto en el desarrollo de nuevos productos como en la
consiguiente problematica que genera el desconocimiento
de su vida util, sobre todo, en los productos de larga vida. La
vida util de un alimento depende del método de procesado,
envasado y condiciones de almacenamiento [3]. Las causas
de su deterioro, se encuentran influenciadas por factores
ambientales como: temperatura, humedad, reacciones con
oxigeno, luz, ademads del tiempo en anaquel. Estos factores
pueden originar modificaciones por degradaciéon o por
sintesis de nuevos compuestos, cambios en términos de
oxidacion, rancidez, lo que puede ocasionar disminucion
de propiedades sensoriales, pérdida de vitaminas, etc. El
deterioro de los alimentos se puede producir ademas por el
incremento de microorganismos [4]. La humedad superficial
resultante de ligeros cambios en la humedad relativa causa
agregados y apelmazamientos; una pequeia condensacion
superficial permitiria la proliferacion de bacterias, mohos o
levaduras. La presencia de microorganismos en los alimen-
tos no representa necesariamente un peligro para el consu-
midor o una calidad inferior en estos productos, teniendo en
cuenta que la gran mayoria contiene naturalmente levaduras,
mohos, bacterias y otros microorganismos inocuos, mientras
no superen los valores establecidos en el Codigo Alimentario
Argentino (CAA) [5]. El objetivo de este trabajo fue evaluar
caracteristicas quimicas de fideos elaborados a partir de una
premezcla para pastas con fécula de mandioca, y la vida util
en anaquel de la misma.

Materiales y Métodos

Se trabajo con una premezcla para pastas de formu-
lacién propia, compuesta de fécula de mandioca (Mon-
tecarlo, Misiones), harina de maiz (Indelma, Santa Fe),
en proporcion 4:1; 7% de leche en polvo entera ({lolay,
Santa Fe); 0,5% de sal (Dos Anclas, San Luis) y 0,6% de
goma xantica; sin conservantes. A partir de esta mezcla de
ingredientes secos, se elaboraron fideos con el agregado de
3,5% de grasa vegetal (Margadan, Buenos Aires), huevo
entero (31%) y agua hasta formar una masa homogénea
que permitié su laminado y corte. Todos los ingredientes
utilizados fueron libres de gluten.

El equipo de trabajo se desempefié en el Laboratorio de
Quimica Biologica II, en el Laboratorio de Micologia “Dra.
Martha Medvedeft” y en el laboratorio de Microbiologia
y Biotecnologia de los Alimentos “Dr. Fernando Benassi”
de la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales,
Universidad Nacional de Misiones.

Para conocer la composicion centesimal se recurrio a la
elaboracion y coccion de los fideos a partir de la premezcla,
durante 5 min en agua hirviendo, tiempo 6ptimo de coccion
determinado previamente; a continuacion fueron escurridos
y con ellos se realizaron las determinaciones basadas en
los métodos oficiales de la Official Methods of Analysis-
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AOAC international (AOAC) [6] para: cenizas, grasas,
proteinas (Kjeldahl, utilizando el factor de conversion del
nitrégeno a proteinas 6,25 para todas las muestras); fibra
dietaria total, soluble e insoluble (N° 991.43) con el kit
K-TDFR-200A Megazyme y contenido de humedad (N°
925.09); carbohidratos totales se determiné por diferencia.
Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Asimismo, para determinar la digestibilidad de
proteinas in vitro, a fin de conocer la cantidad de pro-
teina que podria ser digerida y por lo tanto absorbida y
utilizada en el organismo, se recurrid a la elaboracion y
coccion de los fideos (5 min) a partir de la premezcla en
estudio. Las muestras se incubaron con pepsina (Biopack)
y pancreatina (p3292, Sigma-Aldrich) de acuerdo con el
método descripto por Akeson y Stahmann [7], con mo-
dificaciones. Se incubaron 2 g de muestras de fideos con
0,03 g de pepsina en 15 mL de HCL 0,1N a 37° C durante
3 h; luego las muestras se neutralizaron con NaOH 0,2N.
A continuacion se incubaron con 0,08 g de pancreatina
en tampon fosfato 0,2 mol/L (pH 8) y después se afiadid
azida sddica 0,005 mol/L. Se procedi6 a incubar 24 h a
37 °C. Luego, se anadi6 0,5 mL de 4cido tricloroacético
(Biopack) al 20% y centrifugé a 3000 r.p.m. durante 20-30
min. La concentracion de proteina se estudié a partir del
sobrenadante por el método Kjeldahl, en base seca. Se
efectuaron tres repeticiones para conocer la digestibilidad
de los fideos elaborados a partir de la premezcla en estudio.

Para determinar la vida util en anaquel de la premez-
cla, sin agregado de conservantes, se realizo el control
microbiolégico y la determinacién del contenido de
humedad durante su almacenamiento, en un periodo de 12
meses. Fueron envasados 250 g del producto en bolsas de
empaque laminado en polipropileno biorientado (BOPP),
rotuladas y selladas con cinta adhesiva plastificada, que se
mantuvieron en lugar fresco y seco, a temperatura ambien-
te que oscild entre 19-40 °C. Se procedio a la evaluacion
de la vida 1util cada 4 meses, analizando una bolsa distinta
cada periodo de estudio.

Humedad

Para determinar el contenido de humedad en la premez-
cla, se utilizé el método analitico N° 925.09 de la AOAC.

Analisis microbiol6gico

El analisis bacteriologico se realiz6 segiin requerimien-
tos de la International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF), [8].

Se tomo6 una unidad analitica de 25 g de la premezcla
en agua de peptona al 0,1% (Oxoid), (diluciéon 10"); se
homogeneizo6 por 3 min. A partir de ésta, se prepararon
5 diluciones seriadas (1:10) en tubos con 9 mL de agua
peptonada alcalina estéril para su respectiva siembra en
los medios correspondientes a cada microorganismo
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analizado. Cada procedimiento se realiz6 por triplicado.
Se utiliz6: medio de cultivo PCA (Plate Cont Agar, Merk)
para bacterias acrobias mesofilas totales, que se sembré
en profundidad y se incub6 a 37 °C durante 24 h. Para
recuento de coliformes totales y fecales, se utiliz6 caldo
Verde brillante (Britania) con campana Durham que se ino-
culd con 1 mL de cada dilucion (por duplicado) e incubd
a 35° C durante 24 h para coliformes totales y a 44,5 + 1°
C para coliformes fecales. Para confirmar la presencia de
coliformes fecales se trabajo con agar VRBA (Violet Red
Bile Agar, Merck) que se incubd a 44 + 1° C durante 24 y
48 h. Para la determinacion de Escherichia coli se sembrd
en caldo EC (Escherichia coli, Britania), se incub6 24-48
h a45=+5 °Cy se buscd detectar produccion de gas. Para
detectar Staphylococcus aureus se utilizd agar Baird Parker
(Britania), que se incub6 a 35-37° C durante 24-48 h. Para
Salmonella spp. se sembrd en agar Salmonella Shigella
(Britania), con estriado en superficie que se incub6 durante
24-48 h,a 37° C.

Para el recuento de mohos y levaduras se trabajé seglin
normas ISO 7218/2007 del Microbiology of food and
animal feeding stuffs [9].

Se pesaron 10 g de la premezcla, diluyendo en 90 mL
de caldo agua peptonada al 0,1% (dilucién 10'") (Merk); se
homogeneizo6 durante 3 min. A partir de esta suspension se
realizaron las diluciones decimales: 1 mL de la suspension
inicial se diluy6 en 9 mL de diluyente (dilucion 1072). Se
procedio de igual manera hasta dilucion 10, Se sembro
cada dilucidn segin método de dispersion en superficie
con espatula de Drigalsky, en AGS (agar glucosado de
Sabouraud, Merk), y en YGC (agar extracto de levadura
glucosa cloranfenicol, Merk), por duplicado. Las placas se
incubaron a 25 + 1° C durante 5 a 7 dias.

Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos en las determinaciones de com-
posicion quimica y humedad fueron analizados utilizando
estadisticos descriptivos de media y desviacion estandar;
y analisis de varianza (ANOVA) por medio del software
“Statgraphics plus 5.1, para establecer la existencia de
diferencias significativas entre las muestras evaluadas, con
un nivel de confianza del 95%. Los resultados del analisis
microbioldégico fueron analizados utilizando estadisticos
descriptivos de media.

Resultados y Discusion
En la Tabla 1 se presenta la composicion centesimal

obtenida del analisis de los fideos elaborados a partir de la
premezcla, valores medios y desvios estandares.

Tabla 1: Composicion centesimal de fideos elaborados a base de fécu-
la de mandioca listos para ser consumidos, valores medios y desvios
estandares

Determinaciones Fideos
Humedad 72,1+0,2%
Proteinas* 6,9 +0,2%
Cenizas* 1,6 +0,1%

Fibra Dietaria total* 9,7 +0,2%

Grasas totales* 1,9 £ 0,4%
Carbohidratos totales*! 89,6 +1,1%
Carbohidratos disponibles*? 79,9 £ 1,1%

'Carbohidratos totales = 100 - (Proteinas + Grasas totales + Cenizas)
2Carbohidratos disponibles = Carbohidratos totales — Fibra dietaria total
% b.s.: porcentaje en base seca.

Giuberti y col [10], analizaron la composicion quimica
de fideos libres de gluten elaborados con harina de arroz;
obtuvieron valores similares a los hallados en el presente
trabajo en proteinas, sin embargo, valores muy inferiores
en cenizas, fibra dietaria total y grasas. Cuando sustitu-
yeron harina de arroz con harina de frijol a diferentes
porcentajes, obtuvieron valores mayores en proteinas
unicamente, con respecto a las pastas a base de fécula de
mandioca analizadas. Giménez y Bassett [11], desarrolla-
ron fideos no tradicionales, libres de gluten partiendo de
harina de maiz (control), la que fue reemplazada con harina
de habas (70:30) y con harina de quinoa (80:20).1o que les
produjo un incremento en proteinas, fibra dietaria total y
cenizas. Al comparar con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, solo se observo diferencia en el contenido
de proteinas.

Los valores de fibra dietaria total (FDT) de los fideos
a base de fécula de mandioca estudiados, fueron mayores
considerando que los autores mencionados anteriormente
[10], [11], trabajaron con harina de frijol (8%), harina de
habas (7,35%), harina de quinoa (3,53%) adicionados a
harina de arroz y maiz, respectivamente, en proporciones
similares a la estudiada. Una explicacion para el valor de
FDT obtenido surgi6 al considerar al almidon resistente
(AR), como un tipo de fibra dietaria, que se forma durante
la coccion [12].

Hager [13], en su tesis post-doctoral comparo la com-
posicion quimica de pastas libres de gluten comerciales de
distintos paises de Europa con la elaborada con sémola de
trigo (Italia). De las 36 pastas consideradas, la mayoria,
excepto en tres formulaciones, resulto ser pobre en FDT, al
contrario de los resultados hallados en el presente estudio.
Las muestras procedentes de Germania resultaron con
valores bajos en proteinas, excepto cuando analizaron pasta
con mezcla de harinas de maiz y garbanzo cuyo valor es
similar al obtenido en el trabajo que se presenta.

Los valores de cenizas totales determinados en el
presente estudio son mayores que los encontrados por
el equipo de estudio de Mirhosseini y col [14], quienes
elaboraron pastas libres de gluten a base de fécula y harina
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de maiz, y estudiaron el efecto del reemplazo con harina de
calabazas y por otro lado, con harina de semillas Durian a
distintas concentraciones.

Digestibilidad de proteinas in vitro

La digestibilidad de proteinas in vitro de los fideos
elaborados de la premezcla a base de fécula de mandioca,
fue 92,72%, valor similar al encontrado por Susanna y
Prabhasankar [15] cuando analizé pastas de harina de
trigo (91,34%) y pastas libres de gluten con goma xantica
(95,18%).

Giménez y col [11] estudiaron fideos con harina de
maiz, otros con harina de quinoa y con harina de habas,
ademas de sus mezclas; al determinar la digestibilidad
de los fideos in vivo mediante la utilizacion de ratas,
demostraron que al mezclar harina de maiz con los otros
ingredientes citados disminuia la digestibilidad de proteina
de los fideos. Todos esos valores son menores que los
obtenidos en la digestibilidad de proteinas in vitro en el
presente estudio.

Martinez [16] elaboro pastas con harina de trigo sustituidas
con harina de amaranto y otras con harina de soja, y estudio
la digestibilidad de las proteinas in vitro en ambas muestras;
sus resultados fueron significativamente menor (81,2-89,7%)
para todos los niveles de sustitucion respecto a lo obtenido en
la presente formulacion a base de fécula de mandioca.

Vida util en anaquel

En la Tabla 2 se presentan los valores de humedad
correspondientes a cada periodo de analisis:

Tabla 2: Valores medios y desvios estandar de humedad segln el
periodo de almacenamiento en meses.

Periodo de almacenamiento (meses) Humedad (%)
0 9,03 +0,272
4 8,14+0,41°
8 7,07+0,36°
12 6,68+0,27¢

*Diferentes letras en la misma columna indican
diferencias significativas (p< 0,05).

El analisis estadistico ANOVA report6 diferencia signi-
ficativa para humedad a los diferentes meses (p=0,0005),
con disminucion hasta los 12 meses de almacenamiento, no
encontrandose diferencia significativa los ultimos 4 meses
estudiados. Uchechukwu-Agua y col [17] almacenaron
harina de mandioca proveniente de dos cultivares, empa-
quetados en bolsas de papel marrén de manera separada, a
diferentes temperaturas y humedades relativas (temperaturas
alta y ambiente a humedad relativa baja y a temperatura baja
con elevada humedad relativa) durante 12 semanas, y ana-
lizaron el comportamiento de la humedad de la harina cada
4 semanas. Sus resultados fueron similares a los obtenidos
con la premezcla para pasta del actual trabajo, en cuanto a
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la disminucion de la humedad durante el almacenamiento y
que las condiciones de temperatura ambiente o alta a baja
humedad relativa fueron las aceptadas para mantener las
bolsas en buen estado (a baja temperatura y alta humedad
relativa, obtuvieron deterioro a las 4 semanas).

Los resultados obtenidos a partir de los analisis
microbioldgicos realizados se expresaron, para mohos y
levaduras en unidades formadoras de colonias por gramo
de muestra (UFC/g), en nimero mas probable (NMP) en
el caso de coliformes, y presencia o ausencia en el caso de
los otros microorganismos estudiados. La Tabla 3 muestra
los valores promedios del analisis microbioldgico.

Tabla 3: Valores promedios del andlisis microbiologico de la premezcla
almacenada durante 12 meses.

Periodo de| Mohos y | Aerobios | E. coli |Coliformes|Coliformes| Stafil
almace- |levaduras|Mesofilos totales fecales aureus spp.
namiento | UFC/g | Totales NMP/g | NMP/g
(meses) UFC/g
Ausencia Ausencia | Ausencia
0 4,1.10° 8 en0,1g | NMP < 3 [Ausencia en en25g
001g
Ausencia Ausencia | Ausencia
4 7,72 10? 6 en0,1g | NMP < 3 |Ausencia en en25g
0,01g
Ausencia Ausencia |Ausencia
8 1,10. 10% 5 en0,1g | NMP < 3 |Ausencia en en25g
001g
Ausencia Ausencia | Ausencia
12 4,3.10° 4 en0,1g | NMP < 3 [Ausencia en en25g
0,01¢g

El comportamiento, en cuanto al desarrollo de mohos
y levaduras, se encontrd directamente relacionado con
la humedad hasta el 8vo mes, parametro esencial para el
desarrollo de microorganismos.

La premezcla para pastas presentd condiciones higiéni-
cas satisfactorias en el almacenamiento, resultd apta para el
consumo humano hasta 12 meses, considerando que los re-
sultados obtenidos se ajustan a las normas microbioldgicas,
segun el Capitulo XVII del CAA, Alimentos de régimen
o dietéticos, Art 1340, inciso B de “Productos que deben
cocerse antes del consumo”.

Huayna Chara [18], optimizo6 una formulacion de premez-
cla con sustitucion parcial de la harina de trigo por harina de
tarwi y quinoa para la elaboracion de queque, y determind la
vida 1til de la premezcla. Evalu6 la misma, a temperaturas de
10, 25 y 40 °C, durante un periodo de almacenamiento de 84
dias. Durante este tiempo, no se produjo desarrollo de colifor-
mes totales y la presencia de mohos mostrd cambios respecto
a la temperatura y tiempo de almacenamiento, alcanzando
valores maximos a los 25 °C, temperatura optima de desarro-
llo de hongos ambientales, no superando el limite maximo
de aceptabilidad; resultados concordantes a los encontrados
en el presente trabajo durante 12 meses de almacenamiento.

Conclusiones

Los fideos elaborados a partir de la premezcla con
fécula de mandioca presentan alto contenido en FDT,
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ademas de una excelente digestibilidad de sus proteinas,
lo que convierte a la presente formulacion en un producto
de interés para la industria alimentaria, como alimento
saludable. Se manifiesta como una excelente alternativa
para el mercado alimentario dirigido a la poblacion en
general y en especial, a personas celiacas.

La premezcla para pastas, presentd caracteristicas
microbiologicas aptas durante el periodo de 12 meses de
almacenamiento aun cuando la misma fue almacenada
en anaquel a temperatura de despensa sin ningun tipo de
conservantes.

La premezcla aporta valor agregado a la fécula de
mandioca y contribuye a la agroeconomia regional.
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Resumen

El objeto del trabajo presentado fue la determinacion de un modelo de sistema informatico web de comunicacién
virtual basado en un paradigma de programacion para el desarrollo local. Se identificaron medios informaticos a
utilizar, se estructurd un sistema de gestion de procesamiento de datos y se desarrollo un software on line para
la recoleccion de informacion e interaccion con los ciudadanos. El mismo integr6é herramientas interactivas a
través de la aplicacion de tecnologias emergentes lo que permitié fortalecer la participacion social activa en el
canton Puerto Lopez. Basado en los resultados de la investigacion se concluye que la aplicacion de la Tecnologia
de la informacién y comunicacion por medio de un foro electronico digital permitié fortalecer la democracia,
generando un enfoque axiomatico en los procesos de orden publico y la toma de decisiones de competencias
gubernamentales, promoviendo y cumpliendo asi con el objetivo tres del Plan Nacional del Buen Vivir de acuerdo

a la Constitucion de la Republica del Ecuador.

Palabras clave: Sistema informatico web; tecnologias emergentes; informacién; participacion social y foro

electrénico digital

Abstract

The aim of this research study was the determine a web computer model of virtual communication based on
a paradigm of programming for local development. Computerized media were identified, a data processing
management system was structured and an online software was developed to collect information and interact
with citizens. It integrated interactive tools through the application of emerging technologies, which allowed to
strengthen active social participation in the canton of Puerto Lopez. Based on the results of the research, it is
concluded that the application of Information and Communication Technology through a digital electronic forum
allows the strengthening of democracy, generating an axiomatic approach in the processes of public order and the
decision making of governmental competencies, promoting and complying with the objective three of the National
Plan of Good Living according to the Constitution of the Republic of Ecuador.

Key words: Web computer system; emerging technologies; information; social participation and digital electronic

forum

Introduccién

El final del siglo XX y el principio del siglo XXI dio
inicio a la ya conocida era de la informacion, donde los
datos y las ideas tomaron una destacada importancia, se
volvieron parte de los procesos diarios que realizan las
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personas, ya que hacen mas competitiva la coetaneidad
social. La informatica se vuelve multidisciplinar aportando
grandes beneficios a un considerable nimero de doctrinas,
que hoy mas que antes, gracias al surgimiento de tecnolo-
gias emergentes conocidas como nuevas tecnologias de la
informacion y comunicacion (NTIC), provocan cambios y
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mejoras graduales impensables en su momento.

De tal forma que la revolucion tecnoldgica, centrada en
torno a la informacion, transformé nuestro modo de pensar,
de producir, de consumir, de comerciar, de gestionar, de
comunicar, de vivir [...]. Una cultura de la virtualidad real,
construida en torno a un universo audiovisual cada vez mas
interactivo, ya que ha calado la representacion mental y la
comunicacion en todas partes, integrando la diversidad de
culturas en un hipertexto electronico. (Castells, 2004, pag.
26). Lo que demuestra con notable evidencia, el cambio
de época que se vive actualmente. Las tecnologias de la
informaciéon y comunicacion quizas sean el indicador
mas destacable de todos los tiempos, porque su valiosa
importancia no depende del hecho de haber desatado una
revolucion tecnologica, sino que es considerada asi por la
forma en cémo surge dicha revolucidén y en como marca
el progreso social tanto en lo local como en lo global
(Montecinos, 20006).

Actualmente América Latina se ha convertido en el
centro de enormes transformaciones en lo social, politico
y tecnoldgico, considerando el accionar entre el Estado
y la ciudadania como inherente; lo que ha logrado ser un
indicador clave en el desarrollo regional. Para el caso de
Ecuador esta tendencia se ha visto gradualmente promo-
vida en los ultimos afios con la entrada en vigencia de
muchas leyes como lo son: La Ley Organica del Consejo de
Participacion Ciudadana y Control Social, conjuntamente
con el Plan Nacional del Buen Vivir, entre otras.

Los Gobiernos Autonomos Descentralizados munici-
pales del pais sufren las herencias dejadas por gobiernos
centrales pasados y es por esa razon que de entre los 221
municipios que tiene Ecuador solo el 30% distribuyen de
mejor manera el presupuesto asignado por el Estado para
generar desarrollo y competitividad social. Para respaldar
el acapite anterior se tiene que de acuerdo con un estudio
realizado por La Pontifica Universidad Catolica del Ecua-
dor, con el objetivo de medir el desempeiio y distribucion
del presupuesto de los gobiernos seccionales del pais se
destaca que: “Al construir el indice se elabord un ranking
de desempeiio de los 202 municipios analizados, donde
22 municipios presentan desempefio sobresaliente, 44
satisfactorio, 71 con desempefio medio, 61 con desempefio
bajo y 4 municipios con desempeilo critico”. (Salgado,
2012). Pero dicho proceso fue posible debido a que todos
los Gobiernos Autonomos Descentralizados municipales,
que presentan un mayor desarrollo, comparten una accion
en comun que consiste directamente en la descentralizacion
entendiéndose como un proceso permanente y obligatorio
de integracion, involucra la actividad publica y privada
en todas sus modalidades, es también participativa: no
excluye a nadie por el contrario el proceso requiere que
participen colectivamente la mayoria de los ciudadanos
(Keese, 2006).

De tal forma el Codigo Orgénico de Organizacion
Territorial, Autonomia y Descentralizacion (COOTAD),

en su articulo 2, literal b y f, expresa que: “La democrati-
zacion de la gestion del gobierno central y de los gobiernos
autonomos descentralizados servira para el fortalecimiento
del impulso de la participacion ciudadana en el desarrollo
equitativo y sustentable del territorio” (Chughay, 2016),
de tal manera que actualmente “QuitoTech es el primer
portal digital de habla hispana en el mundo, dentro de los
diez que hay en el resto del planeta para el fortalecimiento
social, este portal es para emprendedores apunta a convertir
a Quito en una ‘Ciudad Digital’” (Cifuentes Ruiz, 2015).
Para contextualizar este ejemplo se tiene que como medi-
das para promover la participacion social y la descentra-
lizacion, gobiernos como la alcaldia de Quito desarrollan
y favorecen a quienes generan vias que acerquen a los
ciudadanos en asuntos como la toma de decisiones y de-
sarrollo urbano social. Una de éstas vias para materializar
dicho objetivo permite generar soluciones informaticas que
atiendan necesidades sociales, impulsando asi el desarrollo
de las ciudades digitales.

Desde esta premisa todas estas iniciativas buscan cam-
biar, mejorar o erradicar aquel modelo cerrado de gestion
publica asumida desde siempre y que no ha demostrado ser
la mejor eleccion para el desarrollo social, muchas de estas
estimaciones se evidencian con la poca productividad y
deficiente desarrollo logrado en la mayoria de los cantones
nacionales, por sistemas estables de institucionalizacion y
copropiedad publica para promover el control y actividad
social en la accion gubernamental (Acufia Caicedo, 2017).

El cantén Puerto Lopez es uno de los mas jovenes de
la provincia de Manabi tomando como referencia que su
cantonizacion apenas se efectud en 1994, consta de dos ca-
beceras parroquiales Machalilla y Salango, la demografia
del cantdn se encuentra integrada por aproximadamente
unos 20.451 habitantes, su economia se basa en el sector
primario por lo que el desarrollo local crece y decrece en
funcioén de los efectos de dicho modelo. (Gobierno Auté-
nomo Descentralizado Puerto Lopez, 2014)

El Gobierno Autéonomo Descentralizado municipal del
canton Puerto Lopez es considerado el 6rgano clave para
el desarrollo social, actualmente es consciente de que el
progreso regional solo se lograra mediante la formulacion
de planes, politicas y proyectos que integren mas la parti-
cipacion activa del ciudadano en asuntos de interés publico
y de toma de decisiones (Bozada, y otros, 2017).

Es por ello que en su Plan de Desarrollo y Ordena-
miento Territorial (PDyOT) emitido en 2014, establece
que la ciudadania juega un papel importante dentro de la
institucionalidad, y es necesario buscar formas y vias que
promuevan dicho accionar. Considerando éstas necesidades
sociales resulta ideal hacer uso de las tecnologias de la
informacién y comunicacion para resolverlas, ya que el
uso apropiado de las mismas es sinénimo de progreso en
el siglo XXI.
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Metodologia

El sistema informatico se realizo bajo el Modelo de
gestion Open Government (Villoria, M., & Ramirez
Alujas, A., 2013), (Ruvalcaba, 2016), cuya metodologia
define tres fases llamadas analisis, disefo, desarrollo e
implementacion. Esto permitié visualizar el manejo de las
TI en la gestion del Gobierno Autéonomo Descentralizado
— Puerto Lopéz, con el objeto de tener una ciudad digital
de igual manera una estructura investigativa que abordo
las siguientes etapas: 1) Identificacion del problema; 2)
Seleccion de la variable objetivo y sus valores; 3) Selec-
cion de las variables evidenciales y sus posibles valores; 4)
Adquisicion de la informacion relevante; 5) Seleccion de
las herramientas de implementacion; 6) Desarrollo y prue-
ba del prototipo; 7) Desarrollo de subsistemas adicionales;
8) Implementacion (Sandoval Yaiez, 2013).

Analisis

En esta fase se analizaron y caracterizaron diversos
aspectos que demuestran la viabilidad de los multiples
beneficios que tiene la informatica en las sociedades ya
que, debido a la multidisciplinaria aplicacion, resulta dificil
atisbar las limitaciones de las TIC, sobre todo cuando sur-
gen nuevas innovaciones para el beneficio social en busca
del buen vivir.

Por ello la implementacion de un sistema informéatico
web en el Gobierno Auténomo Descentralizado permitié
acercar a los ciudadanos desarrollando una sociedad
digital, activa, participativa, informada e innovadora.
Puertodigital es el nombre que se le ha proporcionado
al proyecto en cuestion, el cual hace uso de internet para
funcionar, tiene soporte para diversos sistemas operativos
como: Windows, MacOs, Linux, Android, IOS, por tanto es
perfectamente compatible tanto en ordenadores personales
y de escritorio como en equipos smartphones de mediana y
alta capacidad (Yejas, 2016). El sistema forma parte de una
propuesta que logrd una integracion mas completa entre
la municipalidad y la ciudadania especialmente para con
los sectores mas apartados, para que el regulador pueda
procesar mas eficientemente los requerimientos, denuncias,
tramites, etc., mediante un entorno electronico-digital facil
de utilizar y capaz de informar apropiadamente necesida-
des sociales (Macias Vazquez, 2013).

Disefo

En la etapa de disefio se utilizo un diagrama estructural
para definir las diversas fases y actividades para el analisis,
desarrollo e implementacion del sistema informatico que

potencie al canton Puerto Lopez como una sociedad digital.

Fase 1: Anadlisis. La fase de analisis alude al objetivo
especifico numero uno del proyecto de investigacion que
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consiste en: “Identificar medios informaticos que integren a
la ciudadania en los procesos de orden ptiblico”. Pero para
identificar soluciones informaticas que se adapten a las
necesidades sociales se debe partir de un analisis concreto
del sector a investigar, que se encuentra delimitado por
la cabecera cantonal de Puerto Lopez (Perera & Cuevas,
2003).

Dicho analisis permiti6 integrar la primera etapa del
proyecto que consistio en la identificacion de la existencia
de necesidades reales a resolver, para ello la etapa de
identificacion se compone de los siguientes procesos:
1) Conocer la opinion social: se desarrollé un proceso
cuantitativo basado en encuestas como una técnica eficaz
para recoleccion de datos; 2) Conocer la opinion guber-
namental: basa su esencia en una investigacion cualitativa
ya que permitié medir el grado de subjetividad, es decir, la
afinidad y el interés que tiene la institucion municipal por
implementar y promover el uso de herramientas informa-
ticas orientadas al beneficio social. Este proceso hizo uso
de la entrevista como técnica para la obtencion de datos; 3)
Identificar una solucion informatica: este proceso puede
entenderse como el resultado de los dos anteriores, ya que
mediante el analisis obtenido por los datos recabados tanto
por encuestas, como por entrevistas y por una observacion
sistematica del problema en cuestion se ided una solucion
informatica adaptada a dicha realidad, atendiendo a las
necesidades en base a lo previsto en la investigacion de
campo (Ardila, 2013).

De acuerdo con los resultados en su fase de analisis
se logré determinar en primera instancia la viabilidad de
proyecto, ya que en base a un conjunto de datos recabados
en la localidad y comparados con las medidas desarrolladas
en el marco nacional y extranjero orientada al impulso de
la participacion social, resulta conveniente el desarrollo de
una solucién informatica orientada para tal efecto.

Fase 2: Desarrollo. La segunda consistio en el desarro-
llo del proyecto, que hace referencia al objetivo especifico
numero dos: “Estructurar un modelo de gestion informatica
para el fortalecimiento de la participacion social”. Para
dicha estructuracion se incluyeron los siguientes procesos
en el desarrollo de la presente etapa: 1) Tabular datos: la
tabulacion de datos cuantificables en tablas mas ordenadas
resulto indispensable para conseguir un esquema represen-
tativo y legible de lo que se estudid, analizd y resolvid. Este
paso se encuentra estrechamente vinculado a los procesos
de la fase anterior ya que depende de ellos para poder ge-
nerar resultados interpretables; 2) Interpretar resultados:
consistio en generar ideas a partir de un analisis altamente
critico de todos aquellos datos recopilados y agrupados
por tablas, estos datos demostraron de manera concreta
la realidad social del canton Puerto Lopez, y a partir de
dichas ideas se lograron soluciones integrales orientadas en
atender verdaderas necesidades a través del uso de la infor-
matica; 3) Desarrollar un modelo de gestion informdtica:
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solo luego de una adecuada tabulacion e interpretacion de
resultados se desarrollé un nuevo modelo de gestion que
ayude al Gobierno Autéonomo Descentralizado municipal
a vincularse mas con la sociedad civil, permitiendo una
comunicacion bilateral, que conozca sucesos que ocurren
diariamente en la localidad, atiendan sus requerimientos,
etc., y asi lograr una sociedad mas participativa e inte-
grada. La CEPAL a través de Alejandra Naser y Gaston
Concha, dejan a disposicion de las sociedades un estudio
que identifica el rol que la informatica aporta en lo refe-
rente a la gestion del ahora conocido Gobierno Electronico
(figura 2), el cual se considera un medio y no el fin de un
modelo de gestion aplicado al desarrollo social, que busca
una sociedad mas integrada, participativa e investigadora,
dejando a disposicion de la sociedad civil las TIC como
medios de innovacién (Lirios, 2015).

“El Gobierno Electronico es la transformacion de todo
el gobierno como un cambio de paradigma en la gestion
gubernamental, es un concepto de gestion que fusiona
la utilizacion intensiva de las TIC con modalidades de
gestion, planificacion y administracion, como una nueva
forma de gobierno.” (Ruvalcaba, 2016)
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Figura 2: Modelo de gestion Open Government
Fuente: “Centro Tecnoldgico especializado en TIC” (CEPAL, 2011).
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La Figura 2 permite analizar que para llegar a la cola-
boracidn y, antes, la participacion, es necesario en primer
lugar impulsar distintos conceptos como: datos publicos,
interoperabilidad, semantica, opendata hasta el concepto
RISP (Reutilizacién de Informacion del Sector Publico).
Un modelo conceptual interesante para entender como se
llega al Open Government y también para visualizar hasta
donde interviene el Estado para que sea la ciudadania la
que continte. (Ruvalcaba, 2016)

Fase 3: Implementacion. La tercera fase estuvo
compuesta por la etapa mas completa del proyecto, hace
referencia al objetivo especifico nimero tres del presente
estudio que consiste en: “El desarrollo un software on line
para la recoleccion de informacién e interaccion con los
ciudadanos”. La fase de desarrollo e implementacion hace
uso de los resultados expuestos por todos los procesos an-
teriores para poder constituirse. Ademas represent6 a cada
uno de los objetivos especificos planteados en la propuesta

del proyecto de investigacion, generando asi los siguientes
procesos: 1) Determinar la capacidad del Hosting: uno de
los aspectos mas importantes para lograr que el proyecto
funcione de forma esperada recay6 en un adecuado servicio
de alojamiento, por ello en la (tabla 1) se lista una serie de
caracteristicas que el hosting debera cumplir antes de ser
considerado apropiado para su adquisicion:

Tabla 1: Caracteristicas recomendadas del Hosting

Caracteristicas recomendadas para el servicio de alojamiento (HOSTING)

Espacio en disco llimitado
Transferencia de datos por mes llimitado
Tamafio limite por archivo 15MB
Panel de control Acceso total
Base de datos Con soporte MySql

Soporte de hosting

24/7 profesional

Scanner de virus

Si

Copias de seguridad

Si - periodicas

PHP

Si

Seguridad de la capa de
transporte (TSL)

N

Capa de puertos seguros (SSL)

N

Sistema Operativo Linux

2) Generar GUI amigables: una medida significativa
en la concepcion del proyecto es el hecho de desarrollar
un sistema informatico con interfaces graficas de usuario
suficientemente amigables como para generar un entorno
Iudico y profesional, favoreciendo asi su uso y su facil
asimilacion en cuanto a la interaccion con el sistema, de
modo que existié cronoldgicamente una concurrencia cada
vez mayor de usuarios activos. 3) Desarrollar pruebas de
operatividad: que el sistema funcione en el 100% de su
capacidad es una situacion que se debe garantizar, es por
ello que antes de lograr su implementacion result6 preciso
la ejecucion de varias pruebas que confirmo su adecuado
funcionamiento, tanto en back-end, como en el front-end a
nivel local y externo, estas pruebas fueron ejecutadas bajo
Nibble, Woopra y Charbeat.

El sistema informatico se encuentra construido bajo
una serie de tecnologias web, las cuales brindan funciones
muy especificas para su desarrollo, de acuerdo con ello
se las han agrupado en tecnologias basicas, graficas, de
scripting y de base de datos que corresponden al modelo
de infraestructura LAMP (Cobo, 2005):

Dentro de las tecnologias basicas se pueden considerar
las siguientes: 1) HTML: para el desarrollo del proyecto se
ha incorporado html en su quinta version, lo que permiti6
generar una estructura adecuada para el sitio, debido a
la incorporacion de nuevas caracteristicas y elementos
que permitieron trabajar el backbone del sitio web de
una manera mas limpia y a la vanguardia de sitios web
modernos. 2) CSS: las hojas de estilos en cascada aportan
toda la elegancia del sitio web en cuanto a su maquetacion,
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el proyecto en cuestion hizo uso de la tercera version de
ésta tecnologia, ya que por sus caracteristicas result6 ideal
para generar interfaces adaptables mediante la inclusion
de media query, la misma que a partir de una serie de
parametros y valores logrd que los sitios web se adapten en
funcion de las dimensiones de pantalla de los dispositivos.

En el caso de las tecnologias gréficas se trabajo con
las siguientes: 3) SVG: los gréaficos vectoriales redimen-
sionales forman parte de un concepto extremadamente
importante dentro del proyecto, ya que debido a su amplia
utilidad en cuanto a su escalabilidad a diferencia de
archivos multimedia rasterizados, los contenidos vecto-
riales no se pixelan por lo que dan un mayor contraste y
calidad en los objetos. 4) CANVAS: componente nativo
de html5 que permitié desarrollar graficos vectoriales
ligeros, animados y ajustables a través de coordenadas,
el proyecto incluyd un conjunto de scriptings que se
encargaron de gestionar las graficas estadisticas a través
de CANVAS. Como tecnologias de scripting se trabajo
con: 1) PHP: permitio la interaccion del lado del servi-
dor. Para el desarrollo del proyecto se ha hecho uso de
la séptima version del lenguaje PHP, su implementacion
resultd altamente importante ya que gracias al uso de ésta
tecnologia el proyecto adquirié dinamismo en cuanto a la
administracion de datos y directorios procedentes de bases
de datos y folders de la unidad de disco rigido del servidor
respectivamente: 2) JavaScript: lenguaje interpretado que
aporta toda la funcionalidad que un sistema informatico
web requiere para ser dinamico, el proyecto incluyo6 la
version 1.8.5 del lenguaje que es ampliamente usado para
realizar validaciones, animaciones, control del DOM del
sitio web, etc.: 3) AJAX: cuya técnica asincrona basada
en JavaScript permitié desarrollar interactividad a tiempo
real. Esta tecnologia ha sido ampliamente usada dentro del
proyecto para casi todas las funciones ya que gracias a ella
el document object model (DOM) puede ser modificado sin
que el sitio web recargue completamente su interfaz para
realizar alguna funcion. En lo referente a base de datos
se trabajo con: 1) MySql: que permitié almacenar toda la
informacion que el usuario genero, para la realizacion del
proyecto se ha hecho uso de la quinta version del gestor
de base de datos MySq]l, debido a su robustez y eficiencia
se ha incluido su uso en el proyecto en cuestion, la base de
datos constd de cinco tablas y un total de 44 campos que
almacenan los registros y devuelven informacion en base
a las peticiones generadas por el sistema (Guerrero, 2010).

Entre otras tecnologias utilizadas tenemos: 1) Twitter
bootstrap: para el desarrollo del Font-end del proyecto se
ha implementado bootstrap en su tercera version, debido
al concepto mobile first es altamente eficiente en lo que
respecta a interfaces amigables y adaptables para diferentes
dispositivos; 2) Libreria Jquery: es usada para simplificar
diferentes tareas y actividades de proposito especifico en
cuanto a animaciones, el proyecto hace uso de la version
1.11, que tiene notables mejoras en cuanto a rendimiento y
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compilacion de fallos, por lo tanto jquery es ampliamente
usada para dotar de interactividad y animacion profesional
al sistema informatico web.

Canales de conexitn

Cl
? i -

Entomo -n‘sll| interconectado

Figura 3: Esquema de implementacion (not outsourcing)

La Figura 3 muestra el esquema que se utilizé para la
implementacion del sistema informatico web sin hacer uso
de la externalizacion de datos, a través de dicho esquema
fue posible tener una idea clara sobre el funcionamiento
del sitio, dicho funcionamiento const6 de tres partes prin-
cipales en cuanto a la infraestructura de interconexion de
la plataforma, la cual se encuentra condicionada por tres
estaciones de trabajos: 1) Cluster de servidores de BD:
debido a los multiples fallos que pueden sufrir los equipos
individualmente, resulté recomendable que la informacion
generada por el sistema tenga un modelo de replicacion
de informacion automatica y segura, es por ello que se
considero apropiada la implementacion de servicios de alta
disponibilidad, que permita al sistema, a pesar de sufrir
por alguna razén dafos fisicos en sus equipos de bases
de datos, seguir trabajando de manera habitual gracias al
funcionamiento de un modelo de replicacion de datos efi-
ciente: 2) Servidor web: ¢l proyecto trabaja bajo el servidor
web Apache en su version 2.4, debido a que es uno de
los servidores web mas robustos, eficaces y populares. La
ventaja de éste tipo de servidor es que constituye una pieza
fundamental dentro de la infraestructura lamp, debido a
su alta compatibilidad con las tecnologias implementadas,
ademas de ser open soure y multiplataforma: 3) Servidor
proxy: se lo utilizé debido a su gran utilidad. En cuanto al
control de navegacion y seguridad resulta recomendable
asociar al proyecto un servidor proxy que permita mejorar
la velocidad de navegacion gracias al caché proxy, evitar
ataques externos como la indexacion de contenidos, con-
trolar el trafico web via http y ftp, etc.

En cuanto al funcionamiento operacional distribuido
para el publico, el sistema web permitié la asociacion
de dispositivos moviles de mediana y alta capacidad asi
como de equipos de bajo rendimiento que puedan hacer
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uso de un navegador web compatible con webkit para
resolver nombres de dominios, estos equipos pueden ser
smartphones, notebook, ordenadores de escritorio, entre
otros. El modo de operacion de los servicios consistié
en recabar la informacion emitida por los usuarios para
luego procesarla por el servidor proxy y gestionarla por
el servidor web para posteriormente almacenarla en las
bases de datos que estaran administradas por el ente regu-
lador competente (Gobierno Autonomo Descentralizado
Municipal del canton Puerto Lopez), articulando de esta
manera un flujo de datos dentro de una red corporativa
propiamente gestionada sin recurrir a la externalizacion
de informacion.

Interfaces del sistema y funcionalidad

Figura 4: Interfaces del Sistema Web Multiplataforma

En la Figura 4 se visualiza el sistema web en disposi-
tivos con diferentes sistemas operativos, dimensiones de
pantallas y caracteristicas, lo que demuestra que el sistema
goza de una gran flexibilidad y adaptabilidad para con la
mayoria de equipos informaticos comerciales, todo esto fue
posible debido a que es multiplataforma y esta basado en el
disefio web adaptable, ademas de aprovechar al maximo el
consumo de memoria lo que le permiti6é funcionar atin en
dispositivos de gama baja.

Figura 5: Interfaces de apertura del Sistema Web

La Figura 5 se muestran las interfaces de apertura del
sitio es decir aquellas que se cargan en el arranque del sis-
tema. Estas interfaces estuvieron pensadas principalmente
para informar al usuario sobre la funcionalidad y el alcance
del mismo, ademas actian como formulario de enlace para
abrir el inicio de sesion y registro de nuevos usuarios al dar
clic sobre el logo del programa.

D

Manchalilla Puerto Lépez ~ Salango

Figura 6: Gréficas estadisticas para visualizar las publicaciones segun
localidades

La Figura 6 muestra una interfaz inicamente disponible
del lado administrativo. Los usuarios convencionales no
tienen acceso a ¢éste formulario, la consola muestra al ad-
ministrador el nimero estimado de publicaciones posteadas
en las tres principales localidades del canton concernientes
a la cabecera cantonal (Puerto Lopez) y sus cabeceras
parroquiales (Machalilla, Salango).

Dato georeferenclado

Figura 7: Mapa de Georreferenciacion de acontecimientos publicados

En la Figura 7 se visualiza el mapa virtual para la
georreferenciacion de acontecimientos, el cual ofrece al
usuario una vista rapida y precisa de los sucesos publicados
mediantes coordenadas GPS.

Pruebas de funcionamiento

En esta fase se verifico el funcionamiento del sistema
informatico de comunicacion virtual basado en un para-
digma de programacion L.A.M.P., utilizando un sistema
de evaluacion de una aplicacion web con participacion
publica segtn (Jeong, Garcia-Moruno, Hernandez-Blanco,
& & Montero-Parejo, 2015), ensayos realizados a través
de 1 Pc, un celular y una tablet para verificar que el sistema
multiplataforma se adapte a diversos dispositivos tecno-
logicos.

Entrega

En esta etapa se entrego el sistema multiplataforma al
Gobierno Autéonomo Descentralizado — Puerto Lopez, ma-
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nual de usuario, manual técnico y metodologia utilizada,
cuya evidencia se puede encontrar en el siguiente enlace:

http://puertodigital.eu5.org/
Resultados y Discusién

A continuacion se enuncian los resultados relevantes
de evaluar el sistema informatico de comunicacion virtual
basado un paradigma de programacioén L.A.M.P. en la fase
de prueba y funcionamiento.

De acuerdo al analisis realizado se determiné que los
equipos informaticos clientes deberan cumplir con las
siguientes especificaciones para poder interactuar con
la plataforma: al menos 1GB de RAM, 2GB de espacio
disponible en disco duro, navegador compatible con motor
webkit o V8, disponer de GPS, para equipos smartphones
(preferible GLONASS), al menos 64MB en graficos
(Ordenadores) o GPU Mali T-400 (smartphones), las
especificaciones minimas en lo referente al hosting son:
Espacio cloud para disco virtual ilimitado, transferencia
de datos por mes 100GB minimo (Recomendable ilimita-
do), soporte de bases de datos MySql, Acceso a panel de
control, soporte para PHP, sistema operativo Linux o Unix,
proteccion de password, soporte para SSL, y en cuanto
al servicio de alojamiento se recomendo considerar la
adquisicion de certificados digitales y su incorporacion en
el sistema para ejecutar una navegacion HTTPS, ya que la
mayoria de navegadores requieren de ella para poder hacer
uso del GPS de los dispositivos.

El sistema web es perfectamente operativo luego de
ejecutarse completamente su instalacion, es decir una
vez publicado de forma on line esta disponible ante la
sociedad civil en formato 24/7/52 y podra gestionar peti-
ciones realizadas por cualquier usuario dentro y fuera de
la localidad, el sistema web se ejecuta a través del motor
V8 de Google y Webkit por lo que su funcionamiento
estara condicionado a los sistemas operativos que brinden
soporte a navegadores web con base en dichos motores
y el sistema permitira al GOBIERNO AUTONOMO
DESCENTRALIZADO contar con un registro detallado y
debidamente georreferenciado de aquellos lugares donde la
ayuda resulta necesaria, los problemas sociales son claros y
prioritarios, logrando asi que el Gobierno Municipal actué
en beneficio de la ciudadania.
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Figura 8: Pruebas del Sistema Multiplataforma

En la Figura 8 se presenta el momento de la respectiva
prueba donde se verifica que el sistema permite adaptarse
a diversos dispositivos.

Figura 9: Editor de codigo SublimeText

La Figura 9 muestra el editor de codigo sublime text en
su tercera version utilizado en el proyecto de investigacion
como entorno de desarrollo, debido a que brinda soporte a
un amplio nimero de lenguajes de programacion de forma
nativa evitando asi el uso de diferentes entornos de trabajo.

Figura 10: Bases de datos del sistema

En la Figura 10 se visualizan las tablas contenidas por
la base de datos del proyecto que opera como banco de
informacion para que la plataforma pueda funcionar, consta
de siete tablas indispensables para la correcta operatividad
del sistema web.

Por lo tanto debido a las multiples necesidades que el
Gobierno Municipal del Canton Puerto Lopez detallado en
el Plan de Desarrollo y Ordenamiento Territorial (PDyOT)
emitido en 2014, en torno a la participacion social en los
procesos de orden publicos, se evidencian junto con los
resultados obtenidos a partir de una serie de encuestas, el
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alto nivel de insatisfaccion en los ciudadanos, y la evi-
dente necesidad del Gobierno Auténomo Descentralizado
municipal por resolver dichas necesidades mediante la
aplicacion de diferentes medidas.

De tal forma que la presente propuesta de investigacion
trata de atender la insatisfaccion comunitaria entorno a ésta
problematica, ya que la mayoria de los ciudadanos creen no
ser escuchados por el gobierno de turno debido al hecho de
no saber como comunicarse con él, es por ello que resulta
conveniente que el Gobierno Auténomo Descentralizado
municipal del cantéon Puerto Lopez encuentre en las TI un
medio para poder mejorar el actual nivel de participacion
social.

Todo esto es posible mediante el uso de las tecnologias
de la informacién y comunicacion ya que logran ofrecer
una gran capacidad de adaptabilidad en diferentes sectores,
aprovechando asi el repunte en materia de telecomunica-
ciones por el cual Ecuador esté atravesando, y lograr llevar
al canton Puerto Lopez un proyecto innovador en materia
informatica que busca ser pionero en la zona sur de Manabi
en lo que a sistemas de ciudades digitales se refiere (Plua,
Gonzalez, Castro, & Rodriguez, 2016).

Conclusiones

De los resultados mostrados en la aplicacion del modelo
de infraestructura de un servidor web, utilizando un para-
digma de programacion y tras concluir el estudio, disefio,
desarrollo e implementacion del proyecto de investigacion
se puede argumentar que: 1) el sistema informatico web
genero6 un doble beneficio: por un lado permitié el fortale-
cimiento de la participacion ciudadana mediante la difusion
de un canal de comunicacion bilateral acreditado por el
Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal, y por otro
lado le permiti6 al Gobierno Auténomo Descentralizado
cantonal ahorrar costes en la implementacion y desarrollo
de estrategias similares para atender la falta de inclusion
social, problematica redactada en el PDyOT vigente; 2)
se alcanzaron todos los objetivos tanto generales como
especificos, ya que el proyecto fue desarrollado e imple-
mentado bajo la identificacion, estructuracion y creacion de
estrategias adaptadas a los requerimientos de la sociedad
civil y el Gobierno Autéonomo Descentralizado municipal
respectivamente; 3) la hipotesis planteada se cumple ya que
el sistema ha permitido elevar la recurrencia de personas
que preguntan o notifican alguna necesidad en particular,
especialmente para con los sectores mas apartados a los
que por su localizacion es dificil tener acceso.
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Resumen

El propdsito de esta publicacion es mostrar la eficacia del uso de las entrevistas clinicas para llevar a cabo la
evaluacion diagnostica inicial en una catedra de portugués. La investigacion exploratoria se efectu6 durante el
ano 2016 en la asignatura Portugués |, perteneciente al plan de estudios de la carrera Secretariado Ejecutivo
Universitario, de Puerto Iguazu, de la Facultad de Ciencias Econémicas de la Universidad Nacional de Misiones, la
que se dicto en el primer afo de la carrera durante el segundo cuatrimestre del ciclo lectivo del afo.

La implementacion de esta herramienta metacognitiva permitio, al equipo docente, obtener informacioén potente a
fin de enmarcar la propuesta de ensefnanza, fijar criterios de valoracion de los aprendizajes logrados y establecer
la existencia de concepciones alternativas a efectos de revertirlas.

Palabras clave: Portugués; Evaluacion diagndstica; Entrevistas clinicas.

Abstract

The aim of this publication is to show the efficacy of the use of clinical interviews to carry out diagnosis evaluation
in a Portuguese Class. The exploratory research was conducted during the year 2016 in the subject Portuguese I,
which is part of the curriculum of the Executive University Secretariat Career, in Puerto Iguazu, at the Faculty of
Economic Sciences from Misiones National University; and was held during the second quarter of the year.

The implementation of this metacognitive tool allowed the teaching team to obtain powerful information to frame
the teaching proposal, to set assessment criteria for the learning achieved and to establish the existence of
alternative conceptions for the purpose of reversing them.

Key words: Portuguese; Diagnosis evaluation; Clinical interviews.

Introduccion

La presente publicacion corresponde al avance del Pro-
yecto de Investigacion “Beneficios de la lengua extrajera
portugués en la insercion laboral y en el desempefio del
egresado de Secretariado Ejecutivo Universitario en la
localidad de Puerto Iguaz(i”,iniciado el afio 2016 (Codigo
16/E177).

Se trabajé con alumnos cursantes dela asignatura
Portugués I, del 1° afio de la Carrera Secretariado Ejecu-
tivo Universitario de la Facultad de Ciencias Econdmicas
(FCE) de la Universidad Nacional de Misiones (UNaM).

El objetivo propuesto, correspondiente a esta etapa de
investigacion, fue evaluar la efectividad de la aplicacion de
las entrevistas clinicas integradas al proceso de evaluacion
diagnostica en la asignatura.

A tal efecto, fue menester diseflar ¢ implementar

entrevistas clinicas individuales para reconocer los cono-
cimientos previos que posee el alumno, los que servirian de
anclaje para la adquisicion de los nuevos. La informacion
recabada permitio, al equipo docente, trazar acciones para
disefiar estrategias en beneficio de los aprendizajes de
los estudiantes, teniendo en cuenta el diagnostico inicial,
producto de las entrevistas clinicas individuales. A tal fin,
se implementaron actividades de manera acorde, adecuada
y singular para ese grupo de alumnos.

Fundamentacion
La evaluacion

La actividad docente es una actividad cultural, social,
humana, en la que se promueve la negociacion de significa-

dos. En esta actividad se acomete la transmision cultural de
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contenidos que son construidos a partir del primer instante
que comienzan a ser ensefiados[1].

Estos no se cifien Gnicamente a una suma de infor-
macion de carécter cientifico-académico. Al tiempo que,
en su ensefianza, subyacen practicas, métodos, actitudes,
destrezas, sentimientos, impresiones, etc., los que final-
mente debe detentar el alumno y ser avalada, su fehaciente
adquisicion, por parte de la institucion educativa [2].

En este proceso de transferencia y aplicacion de cono-
cimientos en situaciones ignotas se requiere de una actitud
creativa, a efectos de propiciar que los alumnos resuelvan
actividades novedosas, tendientes a generar nuevos con-
ceptos en contextos distintos al del aprendizaje [3].

El desarrollo de competencias creativas presume: (a)
Hacer frente a los acontecimientos afrontar situaciones
imprevistas y tomar iniciativas, responder de manera per-
tinente y adecuada, ser responsable y autdbnomo, movilizar
recursos; (b) capacidad de relaciéon y de comunicacion,
aceptar trabajar conjuntamente con un objetivo comun,
manejo y destreza de las nuevas tecnologias, evaluar los
efectos de las propias decisiones; y finalmente, (c) adoptar
una logica orientada hacia los demads, lo que implica: de-
sarrollar capacidad de empatia, escuchar y comprender las
necesidades del otro, autonomia y capacidad de iniciativa,
busqueda de soluciones adecuadas, entre otras [4].

Dado el valor que tiene la evaluacion, en el proceso
de ensefianza y aprendizaje, es menester diferenciar entre
medir y evaluar. Esta confusion surge cuando el término
evaluacion, que es aplicado a la educacion, se origina del
término medicion proveniente de la investigacion experi-
mental llevada a cabo en el campo de la psicologia, mas
precisamente, a partir de los desarrollos en psicometria [5].

En general, cuando se alude a la evaluacion en el
ambito académico suele decirse que es llevada a cabo
“mediante un proceso” pero, contrario a esto, el docente
concluye realizando el control y registro de los resultados,
supuestamente objetivos, obtenidos de pruebas o examenes
parciales [1].

Cuando el docente evalua no ha de limitarse a la cali-
ficacion, al tiempo que debe promover que el alumno no
se centre en el recuerdo y memorizacion de informacion,
sino que debe evaluar capacidades cognitivas de orden
superior [4].

“La evaluacion se convierte entonces en un campo
complejo y controvertido porque sirve tanto para acreditar
y emitir juicios de valor como para diagnosticar, retroali-
mentar, reflexionar, regular y mejorar los aprendizajes” [6].

“Tres instancias de evaluacion en el aula son conside-
radas relevantes por el sentido que cada una tiene y por su
necesaria complementariedad practica” [7]. Estas etapas
son: Diagnéstico inicial: tiene como objetivo establecer
y reconocer los saberes que han incorporado los alumnos
en afios previos para delinear la propuesta de ensenanza
y repensar la practica docente, para proponer actividades
adecuadas a los conocimientos y herramientas disponibles
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en la matriz cognoscitiva de los alumnos, y plantear ade-
cuadamente los objetivos en funcion del grupo de alumnos.

Evaluacion diagnéstica continua: su fin es recabar
informacion sobre los saberes adquiridos por los alumnos
durante el proceso de ensefianza y aprendizaje, a efectos de
repensar la ensefianza, como también, establecer criterios
tendientes a examinar los resultados de los aprendizajes de
manera reflexiva y argumentada, para repensar la practica
docente.

Acreditacion: en esta instancia, la atencion se centra en
la verificacion de resultados para certificar y legitimar los
conocimientos detentados ante la institucion y la sociedad.
[1].

Es fundamental, entonces, llevar a cabo antes, durante y
al final del proceso de ensefianza y aprendizaje diagndsti-
cos que reconozcan el nivel alcanzado por los estudiantes.
Tales diagndsticos poseen un caracter formativo, ya que,
si docentes y alumnos se informan del nivel alcanzado
durante el proceso, las evaluaciones resultaran ser un
medio potente para propender nuevos aprendizajes a través
de las rectificaciones y ajustes realizados sobre la marcha
del mismo. Al tiempo que permiten concentrarse en los
aspectos conceptuales a efectos de fomentar la reflexion,
eliminar la rutina y la tendencia a la memorizacion y al
enciclopedismo. [1]

En tal sentido, es provechoso incorporar instrumentos
de evaluacion que posibiliten recabar informacion para
el disefio de tareas de mayor complejidad acordes a los
objetivos planteadosy que permitan evaluar el proceso de
aprendizaje. [8]

Resulta conveniente disefiar e implementar instru-
mentos de evaluacion pues se constituyen en poderosas
herramientas aliadas del docente. Pueden ser creados de
manera rigurosamente estructurada, lo cual hacen prever
todas o la mayoria de las formas de resolucion, o de forma
no estructurada, lo que posibilita al alumno dar diversas
respuestas de acuerdo a la singularidad de su matriz de
conocimientos. Entre los instrumentos de evaluacion mas
conocidos y utilizados estan: asociacion libre y relaciones,
dibujos e imagenes, uso de analogias, cuestionarios, mapas
conceptuales, entrevistas clinicas, UVE heuristica, etc. [1].

En particular, “[...] la entrevista clinica ha mostrado
ser una herramienta poderosa a la hora de determinar el
conocimiento previo de los alumnos o de verificar los
resultados de nuestra instruccion” [9].

Entrevistas clinicas

Una herramienta util, a los efectos establecidos en
parrafos anteriores, es la entrevista clinica. Esta tiene sus
antecedentes en trabajos de psicoanalisis realizados en el
siglo XIX. La entrevista fue perfeccionada por Jean Piaget
en la década del veinte del siglo pasado, en la cual se eva-
luaba la capacidad cognitiva de los nifios y adolescentes
[10].
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[...] el profesor H. D. Novak, de la Universidad de
Cornell, rescato la entrevista clinica, utilizada original-
mente por Piaget, la adapto con esta nueva finalidad y la
utiliz6 ampliamente, tanto para determinar el conocimiento
previo como para verificar los avances de los estudiantes a
lo largo del proceso de instruccion. Entendemos como tal,
el desarrollo o crecimiento de la estructura cognitiva de los
estudiantes; es decir, lo que realmente debe ser el foco de
maximo interés de la educacion y del docente preocupado
por sus estudiantes: el logro de aprendizajes significativos.
La evidencia de que este tipo de aprendizaje sea el que
realmente esta ocurriendo, solo se tendra conocimiento la
evolucion de la estructura cognitiva del alumno en el area
de conocimiento que se esta impartiendo [9].

Las entrevistas clinicas representan una herramienta
poderosa utilizada en investigacion educativa. Mediante
la implementacion de estas herramientas metacognitivas
pueden determinarse no solo las estructuras cognoscitivas
de los educandos, sino que también preconceptos y con-
cepciones erroneas que puedan poseer y que son de dificil
desarraigo [10].

El formato de la entrevista puede variar desde una
entrevista altamente flexible (con tareas y preguntas que
cambien de un estudiante a otro) hasta una entrevista
estrictamente normalizada (con tareas y pautas de interro-
gacion establecidas cuidadosamente), categoria esta tltima
en que se encuadra la entrevista piagetiana. Las tareas y/o
preguntas pueden variar dentro de margenes estrechos o
amplios, y los datos que se registran con los diferentes
enfoques tienen utilidad para objetivos diferentes (para ob-
tener conjuntos diferentes de enunciados). [...] Podriamos,
por supuesto, elegir las tareas casi al azar y preguntar lo
primero que se nos ocurra sobre el tema; pero, aunque qui-
zas mantuviésemos una animada e interesante charla con el
estudiante, tendriamos serias dificultades para convencer a
los demas de cuales eran los conocimientos y capacidades
concretas que poseia el estudiante [11].

Es recomendable que las entrevistas se planifiquen con
antelacion, previendo el tipo de preguntas que se reali-
zaran. De acuerdo a las preguntas y tareas que se lleven
a cabo, las entrevistas pueden ser flexibles o de caracter
mas riguroso. Los resultados obtenidos de los registros en
las entrevistas estaran en funcion del grado de flexibilidad
de las preguntas formuladas y las actividades disefiadas.
A mayor nivel de flexibilidad mayor es la posibilidad de
determinar los conocimientos y competencias que poseen
los alumnos, como asi también estrategias de aprendizaje,
formas de razonamiento, etc. [10].

De acuerdo al momento de la instruccion en el que
sea desarrollada la entrevista, ésta servira, o bien, como
diagnostico inicial, lo cual permitira definir conceptos y
actividades a llevar a cabo, o bien, como instrumento para
el diagndstico continuo, por permitir al educador evaluar
los conocimientos adquiridos por los alumnos, ademas de
reflexionar y repensar su practica docente [10].

La lengua portuguesa

En la provincia de Misiones existe una pluralidad
cultural mayormente influenciada por inmigrantes pro-
cedentes de Europa (Alemania, Polonia, Escandinavia,
Rusia, Suecia, etc.), al tiempo de poseer nativos de la raza
guarani y de inmigrantes provenientes de la Republica
Federativa de Brasil. Estas razones sumadas al hecho que
esta provincia es un eslabon importante del MERCOSUR
(Mercado Comun del Sur) hacen reflexionar acerca de la
necesidad de observar como estas situaciones contextua-
les (encuentro entre culturas, lenguaje, ideologias, etc.)
influyen en lo cotidiano, en las decisiones comerciales,
laborales y educativas. [12].

La Universidad no es ajena a esta realidad. En ella
confluyen los actores que la integran, y en particular el
docente a quien le cabe la responsabilidad moral de interro-
garse cual es la mejor manera de trasponer conocimiento
cientifico que permita a los futuros profesionales adecuarse
y superar las exigencias del medio. Los estudiantes espe-
ran, en el proceso de adquisicion de conocimiento de su
disciplina, poder obtener las herramientas necesarias para
abrirse camino en un mundo competitivo que les permitan
desenvolverse con mayor eficacia.

Los actores de diferentes campos sociales sostienen
que aprender otras lenguas y su cultura amplia la vision
de mundo, con las consecuentes ventajas: entender que el
mundo no es todo igual, que existen diversidades cultura-
les que permiten desarrollar confianza en sus relaciones
sociales porque mejora su interaccion con el entorno,
preparandolo para un futuro cada vez mas competitivo
[13].

En nuestro pais se da otro fenomeno interesante, que
refuerza el aprendizaje de una segunda lengua. Por nuestra
ubicacion geografica somos vecinos de una de las poten-
cias econoémicas del mundo y, tal vez, uno de los paises
con mayor proyeccion y crecimiento en los proximos afios:
Brasil. [...]. Lo mejor y mas importante para nosotros es
que Brasil (por su proximidad geografica y su afinidad
cultural) serd sin duda una referencia obligatoria para todos
los argentinos en los préximos afios.

[...] el portugués se ha convertido en un idioma de
aprendizaje casi excluyente para todos aquellos que quie-
ran hacer negocios, conseguir mejores trabajos o visitar las
que para muchos son las mejores playas de la region [13].

La universidad promueve este tipo de desarrollo profe-
sional y encontrandose en un lugar de fronteras geologicas
y sociales es pertinente que ofrezca a sus futuros profe-
sionales herramientas lingiiistica y culturales que faciliten
el acercamiento e intervencion en las mismas. Por ello
incluye en los planes de estudios, de sus diversas carreras,
lenguas extranjeras como el portugués y el inglés.

En toda la frontera de la provincia de Misiones con
la Republica Federativa de Brasil, estd presente el idioma
portugués. La mayoria de los misioneros, habitantes en
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esta region fronteriza, son descendientes de hasta cuatro
generaciones anteriores con influencia de esta lengua,
que esta inmersa en la vida familiar y social, en el cual se
genera el “portufiol”. El portufiol no es un dialecto estan-
darizado, sino una mezcla del portugués con el espaiiol, y
por las interferencias del espafiol se generan matices segun
el hablante, la situacion vivida en el momento y el tema a
ser tratado [14].

En este sentido,el portufiol hablado en la zona de
frontera de la provincia de Misiones, es oral y no posee
una historia o discurso escrito, no cuenta con normas para
la escritura, es un sistema independiente y diferente al
portugués o al espaifiol que tienen el status de lengua. En
contra partida no seria posible la comunicacion entre las
personas que lo utilizan si no tuviera niveles de sistemati-
zacion, estructura y reglas [15].

Metodologia

El presente trabajo es un avance del Proyecto de In-
vestigacion “Beneficios de la lengua extrajera portugués
en la insercion laboral y en el desempefio del egresado
de Secretariado Ejecutivo Universitario en la localidad de
Puerto Iguazt”, iniciado el aflo 2016 (Codigo 16/E177). La
investigacion tiene caracter exploratorio y descriptivo, y se
enmarca en el Paradigma Hermenéutico o Interpretativo
del campo socio educativo. Se tomo6 como referencia a los
alumnos cursantes de la asignatura Portugués I, del 1° afio
de la Carrera Secretariado Ejecutivo Universitario de la
Facultad de Ciencias Economicas (FCE) de la Universidad
Nacional de Misiones (UNaM), la cual se dict6 en el segun-
do cuatrimestre del ciclo lectivo 2015. Los instrumentos de
analisis fueron los registros realizados por la totalidad de
los miembros del equipo de catedra durante las entrevistas
clinicas individuales, llevadas a cabo el primer dia de
clases. Cuando se solicitd a los alumnos ser entrevistados,
se les explico los motivos y el alcance de las entrevistas.
Inicialmente mostraron sorpresa ante esta practica, hasta
entonces, desconocida por ellos, pero accedieron gustosos
al comprender que con su participacion colaboraban en una
investigacion educativa llevada a cabo por sus profesores,
los cuales pretendian realizar aportes positivos a la ense-
fanza y fundamentalmente a sus aprendizajes.

Cada uno de los jovenes fue conducido individualmente
a un gabinete, por un docente de la catedra, para la im-
plementacion de la entrevista clinica. Estas tuvieron una
duracionde entre 20 y 25 minutos, a fin de no exceder el
tiempo recomendado para este tipo de actividades.

Teniendo en cuenta el sitio geografico donde se dicta
la mencionada carrera!, los docentes presuponian que la
mayoria de los cursantes contaban con algin conocimiento
de la lengua portuguesa.

Para realizar la evaluacion diagnostica inicial los do-

1- La Ciudad de Puerto Iguazu, donde se conforma la frontera de Argentina con la
localidad vecina de Foz do Iguacgu de la Republica Federativa de Brasil.
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centes formularon, en cada caso, una serie de preguntas,
algunas de las cuales se enunciaron oralmente con el fin
de ser respondidas de igual forma, en tanto que otras lo
fueron a través de un cuestionario escrito, el cual debian
completar en ese mismo momento. El propdsito que se
persiguio a través de las preguntas fue establecer si los
jovenes tenian, o no, algiin conocimiento de la lengua
portuguesa y en caso afirmativo, poder determinar el
grado o nivel. En tal sentido seobservo,el manejo de la
gramatica en la escritura y en la oralidad, como también la
deteccion de palabras que puedan generar un doble sentido,
tanto en esta instancia de diagndstico inicial escrito como
oral. Para lo cual, se tuvo en cuenta la fonética del idioma
(pronunciacion de las palabras),siendo esta una cuestion
no menor dada la proximidad de la cultura brasilera a los
estudiantes entrevistados.

Las entrevistas clinicas constaron de dosmomentos,
diagnostico oral y diagndstico escrito, cuyas preguntas
y actividades obran en los Cuadros 1, 2, 3, 4, y 5. Cabe
destacar que a aquellos alumnos que manifestaron no tener
conocimiento alguno de la lengua portuguesa, sélo pudo
formularse la primera pregunta del Cuadro 1, interrumpién-
dose a partir de ese momento la entrevista clinica.

Cuadro 1: Diagnostico oral

1. ;Qué nivel piensa que tiene seglin su experiencia de aprendizaje con el idioma
elegido? Le proponemos que siga estos breves pasos y consejos para realizar el
diagnostico: elegir solo uno de los tres niveles (basico, Intermedio o avanzado), es
decir, el que crea que pueda resolver segun su nivel de idioma.

2. A continuacioén le pedimos que, en la medida que pueda, responda las siguientes
consignas que alli se encuentran:

2.1. Apresente-se oralmente e fale sobre a sua rotina, mencionando:

a) Nome, sobrenome, idade, nacionalidade, local de nascimento, data de
nascimento, profissdo e estado civil.b) Sua rotina durante a semana e nos finais de
semana. Atividades que realiza em lugares que frequenta.c) Mencione quais sao
suas atividades de lazer, quando e com quem as realiza.

2.2. Fale sobre alguma viagem que vocé tenha feito. Mencionando:

a) destino, descricao do lugar;b) o que fez/ conheceu durante a viagem, atividades
que realizou;c) roupas e acessorios que levou na mala;d) transporte utilizado;e)
caracteristicas da hospedagem;f) dé 3 dicas para alguém que vai viajar para este
lugar.

2.3. Fale sobre o tema abaixo. D& a sua opiniao e argumente:

a) Consumo na atualidade. Mencione: 1) 0 que as pessoas mais consomem hoje
em dia e como era antigamente; Il) a influéncia da publicidade e da midia no
comportamento do consumidor; Ill) vocé se considera consumista? Que coisas

VOCé mais consome? Por qué?
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Cuadro 2: Diagnostico escrito (a)

Cuadro 4: Diagnostico escrito (c)

Escolha a opcéo certa para completar a frase:

1- Bom dia, seu Ademar. ”

Como vai vocé?

Como vai o senhor?

Ccomo vai a gente?

2 - Bom dia. Poderia trazer um refrigerante, por favor? -
Pois sim.

Pois é.

Pois n&o.

3 - Vocés vao viajar nas férias de inverno? - __

Nao, a gente estd com muito trabalho.

Vai, sim.

E, vamos ficar aqui.

4 - Ela é sua mae? Qual é o nome ?
sua

deela

dela

5 - 0i, 0 que vocé esta fazendo aqui? - Estou
indo :

da faculdade em metr6 porque meu carro esta no escritorio.

a faculdade de metr6 porque meu carro esta na oficina.

na faculdade pelo metr6 porque meu carro esta no talher.

6 - No curso de inglés ha pessoas do mundo todo:

tem alemaes, espanhois, italianos e até chineses!

haalemoes, espanhdes, italidos e até chineses!

tem alemaes, espanholes, italianos e além chineses!

7 - A nova casa da Dona Maria é bonita. E

mas pequena, mais confortavel.

mais pequena, mas confortavel.

menor, mas confortavel.

8 - Estou cansada, esta semana tive muitos exames,

ainda o trabalho de sempre.

além do trabalho de sempre.

embora que o trabalho de sempre.

9 - Vocé sabe quando serao as proximas ?
eleicaos em Brasil

elecoes de Brasil

eleicdes no Brasil

10 - A que horas vocé acorda para ir ao trabalho?

Escolha a opcéo certa para completar as frases:

1. -Vocé ja reservou as passagens? -Nao, vou amanha:
as reservar

reserva-las

reserva-as

2. -Vocé ja reservou as passagens? E, ontem:

as reservei

reservei-las

reservou-as

3. - Ele nunca estudou francés, esta decidido a viajar & Franca:
no entanto

enquanto

mesmo que

4.- Oontem, entrei na loja, percebi que

tinha esquecido o cartao de crédito:
apenas

pronto

mal

N&o muito cedo porque moro perto.
N&o muito perto porque moro cedo.
Perto, as 8 horas da manha.

Cuadro 3: Diagnostico escrito (b)

Complete os espacos conjugando os verbos entre parénteses:

1. Meu nome é Maiara (ter) 30 anos e moro em Fortaleza.
2. (trabalhar) num escritério de

importacdes e meu marido Marcos

3. (ser) engenheiro.

4.Eu (sair) de casa as 8h da manha e so volto as 6h da tarde.
5. Segundas, quartas e sextas (ir) a academia e nos outros
dias fico (ler) ou (assistir) televisao.

6. Nos finais de semana, eu e Marcos visitamos a familia ou convidamos
amigos para jantar em casa. A gente (querer) fazer
uma viagem no final do ano, mas ainda nao decidimos o destino.

7. Marcos (gostar) de praia, enquanto que

eu (preferir) viajar pelo interior do pais.

Cuadro 5: Diagnostico escrito (d)

Complete o espaco da segunda frase de modo que
tenha o mesmo sentido que a primeira:

1.a) Tenho certeza de que ele vai chegar daqui a pouco.

1.b) E bem provavel que ele daqui a pouco.

2.a) Vocés nao podem ficar mais um pouco? Que pena!

2.b) E pena que vocés ndo ficar mais um pouco.

3.a) Ele é bastante egoista, mesmo assim, € um grande amigo.
3.b)Emboraele __ bastante egoista, € um grande amigo.
4.a) Sai de casa, depois o0 telefone comecou a tocar.

4.b) O telefone comecou a tocar quando eu ja de casa.

Resultados

Las observaciones se realizaron sobre un total de 30
alumnos presentes. En el Cuadro 6 se muestran los criterios
de valoracion de las respuestas dadas por cada alumno
en funcion del nivel de conceptualizacion.Se realizé un
registro individual de cada uno de los estudiantes, asen-
tando las respectivas valoraciones hechas en el Cuadro 6,
a partir del diagnostico inicial que fue posible en virtud de
la implementacion de la entrevista clinica.

Cuadro 6: Criterio de valoracion para las respuestas dadas por el
alumno en el diagnostico inicial

Valoracion Basico Intermedio Avanzado
Pregunta 1
Oral
Valoracion Bien Regular Mal
ftem2(2.1,2.2,2.3)
Escrito Valoracion Correcta Incorrecta
Actividad n°
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En términos generales, se pudo determinar las siguien-
tes caracteristicas de los jovenes entrevistados:

Cuadro 1: el 80% de los estudiantes tiene conocimien-
to del idioma portugués, en tanto que el 20% manifesté no
tener conocimiento del idioma. Asimismo, del total que
tienen conocimiento del idioma, el 60% lo conoce por
poseer familiares cercanos que lo hablan (abuelos, padres,
tios, amigos etc.) y el restante 40% a través de los medios
masivos de comunicacion (television, radio, WhatsApp y
redes sociales). Cabe destacar, que tanto las interrelacio-
nes entre parientes y amistades, o las provenientes de los
medios de comunicacion, generaron en los estudiantes la
necesidad de un vinculo parlante y escrito no académico,
adoptando asi la interlengua distante de la gramatica y
pronunciacion del espafiol y/o del portugués, generando
la variedad lingiiistica portufiol. Ademas, el 50% de los
estudiantes que poseen conocimiento del idioma o que
estan en contacto con el mismo, manifestd hablar en forma
basica, el 25% declard expresarse en forma escrita y el
resto indico poseer ambas habilidades (hablar y escribir).

Del total de alumnos que realizaron el diagnostico
oral a partir de la pregunta 2 de este cuadro, el 91,67%
reconoce que tiene conocimientos basicos del idioma y
el 8,33% un nivel intermedio, por ende ningln estudiante
tiene conocimientos avanzados del mismo. Respecto del
punto 2.1, en el que las preguntas versan sobre aspectos co-
tidianos (presentacion personal y rutina diaria), el 29,17%
se expreso correctamente y el resto mostrd dificultades en
la formulacion de oraciones, expresiones orales y fonética.
Ya en los puntos 2.2 y 2.3, cuyas preguntas ofrecen mayor
dificultad, pues necesitan de un vocabulario mas especifico
y atienden cuestiones como descripcion de lugares, vesti-
mentas, accesorios, opinion de temas de actualidad, etc.,
mostréinconvenientes en las expresiones orales, siendo
solo el 8,33% que respondi6 en forma clara, con notable
dominio del vocabulario y conocimiento de temas actuales.

Cuadro 2: se apreci6 que la generalidad de los alumnos
han respondido las preguntas practicamente sin incurrir en
errores, no solo en la redaccidn sino también, en la casi
ausencia de errores ortograficos.

Cuadro 3: en estas actividades, en las que los alumnos
debieron realizar la conjugacion de verbos, se constatod
un alto porcentaje de equivocaciones siendo el 28,83%
de ellos los que realizaron correctamente la actividad.
Cabe destacar que, esta actividad permitid, en la puesta
en comun, alertar a los jovenes de la importancia de este
contenido en pos de una correcta expresion escrita y oral
y que es un contenido a ser trabajado tanto en las clases
tedricas como en las practicas.

Cuadro 4: el propdsito que se persiguio con las acti-
vidades de este cuadro fue evaluar el conocimiento de los
verbos y su relacioén con los pronombres oblicuos, como
también el uso de conjunciones, adverbios y adjetivos.
Cumplieron adecuadamente con tal objetivo el 62,5% de
los entrevistados.
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Cuadro 5: si bien en esta actividad se contintia con el
manejo de verbos, se complejizo el caracter del ejercicio,
en relacion al anterior, con el fin de analizar y determinar
cudles son los contenidos gramaticales a ser incluidos
en la planificacion de las futuras labores en el aula. Se
obtuvieron resultados andlogos a los mencionados para el
Cuadro 4, es decir, completaron en forma correcta el 62,5%
de los alumnos entrevistados.

A partir de la recoleccion de datos, procesamiento de
la informacion, andlisis e identificacion de problemas en
el diagnostico, los resultados obtenidos posibilitaron, al
equipo de catedra,adaptar las actividades tedrico-practicas
acordes a los objetivos planteados, adecuar los contenidos
a desarrollar como también delinearestrategias y metodolo-
gias a implementaracordes a las caracteristicas intrinsecas
del grupo. En tal sentido, se trabajo muy especialmente en
mejorar la fonética, a través de videos con audios origina-
les en ese idioma; se reforzo la practica con el propdsito de
mejorar la gramatica portuguesa, a efectos de optimizar la
redaccion escrita y la oralidad en situaciones reales de uso,
mediante la inclusion de actividades dinamicas y comuni-
cativas extraidas de articulos periodisticos provenientes de
revistas y periddicos procedentes del vecino pais.

En cuanto al nivel de conocimiento alcanzado, al
finalizar el cursado de la asignatura, se tuvo que el 92%
logro un nivel basico, mientras que el 8% alcanza el nivel
intermedio.

Consideraciones finales

Tal como fue consignado en la seccion anterior, las
valoraciones de las respuestas dadas por cada uno de los
alumnos entrevistados, permitid al equipo docente, hacer
la evaluacion diagnostica inicial de la situacion cognitiva
de cada uno de los jovenes.

Asimismo, el camulo de informacion recabada permitié
al equipo docente, hacer un seguimiento individual del
avance cognoscitivo operado por cada uno de los jovenes.

Esta instancia, dentro del proceso de evaluacion en
general, posibilito recabar informacion potente a efectos
de plantear la metodologia a aplicar, enmarcar la propuesta
de ensefianza y determinar, en caso que existieran, concep-
ciones alternativa con el fin de eliminarlas.

Esta reflexion encierra comoproposito la construccion
de una actitud critica que permite observar, analizar y
repensar la propia practica docente.

A partir de este andalisis comenz6 a vislumbrarse
resultados que cumplen con los objetivos propuestos por
el equipo docente en beneficio de los aprendizajes de los
alumnos, como asi también de la posibilidad de realizar
una practica reflexiva y argumentada.
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Resumen

Nuestro objetivo fue evaluar el valor diagnostico de pruebas serologicas de enfermedad celiaca en poblaciones
pediatricas con sospecha clinica de celiaquia.

En el suero de los pacientes con sintomas clasicos, no clasicos o pertenecientes a grupos de riesgo de celiaquia
se dosaron anticuerpos anti-transglutaminasa tisular de tipo IgA (a-tTG-IgA) y anticuerpos contra los péptidos
deaminados de gliadina de tipo 1gG (a-DGP-IgG). Fueron biopsiados 97 pacientes: 62 presentaron histologia Marsh
3 (enfermedad celiaca confirmada), 7 histologia Marsh 2 y 28 histologia Marsh 0-1. Se obtuvo valor predictivo
positivo 100% para valores de a-tTG-IgA > 100 U/mly 96% para a-DGP-IgG > 100 U/ml. Cuando ambos anticuerpos
fueron < 10 U/ml se obtuvo valor predictivo negativo 100%.

En nuestro estudio, los anticuerpos a-tTG-IgA permitieron el diagndstico de celiaquia cuando su valor fue > 100 U/
ml. Cuando a-tTG-IgA 'y a-DGP-IgG fueron ambos < 10 U/ml se pudo descartar enfermedad celiaca.

Palabras clave: Enfermedad celiaca; Transglutaminasa tisular; Anticuerpos; Péptidos deaminados de gliadina;
Biopsia.

Abstract

The aim was to evaluate the diagnosis value of serological tests in a pediatric population with suspected celiac
disease. In the serum of patients with classical symptoms, non-classical symptoms, or with an increased risk for
celiac disease, antibodies anti-tissue transglutaminase IgA (a-tTG-IgA) and IgG anti-deamidated gliadin peptide
(a-DGP-IgG) were measured. Endoscopic biopsy was performed on 97 patients: 62 of them had Marsh 3 lesion (celiac
disease confirmed), 7 had Marsh 2 lesion and the other 28, Marsh 0-1 lesion. A 100% of positive predictive value for
a tTG-IgA > 100 U ml, and 95% for a-DGP-IgG > 100 U/ml were obtained. When both (tTG-IgA and a-DGP-IgG) were
<10 U/ml, the negative predictive value was 100%. Values of a-tTG-IgA > 100 U/ml allowed the diagnosis of celiac
disease in the studied population. When a-tTG-IgA and a-DGP-IgG, were both < 10 U/ml it ruled out celiac disease.

Key words: Celiac disease; Tissue transglutaminasa; Antibodies; Deamidated gliadin peptide; Biopsy.

Introduccién

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia cronica
de naturaleza autoinmune, que afecta a individuos genéti-
camente predispuestos, al entrar en contacto con alimentos
que contienen gluten, el almacén de proteinas del trigo y
granos similares (1-3). Moléculas no digeridas de la glia-
dina, como la alfa-gliadina, resistentes al jugo gastrico,
pancreatico y proteasas del borde en cepillo intestinal,
permanecen en el lumen después de la ingestion del gluten
y pueden atravesarlo posiblemente durante las infecciones
intestinales o cuando hay un aumento en la permeabilidad

RECYT / Ao 19 / N° 28 / 2017

intestinal e interactuar con las células presentadoras de
antigeno en la lamina propia (2, 3). Los péptidos del gluten
en el intestino desencadenan una respuesta mediada por
linfocitos T-helper que resulta en inflamacion epitelial, un
aumento del nimero de linfocitos intraepiteliales, atrofia
vellositaria, produccion de autoanticuerpos y sintomas de
malabsorcion (3). Como consecuencia puede producirse
un defecto de malabsorcion de nutrientes (principios
inmediatos, sales minerales y vitaminas) que conduce a
diversos estados carenciales responsables de un amplio
espectro de manifestaciones clinicas (1). La lesion que se
produce revierte con la supresion del gluten y reaparece
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con su introduccion (4-6).

Los hallazgos clave para el diagndstico incluyen:
cambios histopatologicos en una biopsia intestinal,
caracterizados por destruccion de la superficie epitelial
de revestimiento y evidencia de que la enteropatia del
intestino delgado depende del gluten, a saber, anticuerpos
positivos especificos de EC (1, 2, 4, 5, 7, 8).

La descripcion en 1997 por Dieterich y cols. (9) que la
transglutaminasa tisular (tTG) es el autoantigeno hacia el
cual se dirigen los anticuerpos anti-endomisio (EmA) per-
mitié un nuevo enfoque diagnostico de EC. Este marcador
posee una sensibilidad de 86,7- 99,0% y una especifici-
dad de 92,8 - 99,7% (10). La tTG es una enzima calcio
dependiente que se libera cuando se produce dafio tisular
y promueve la reparacion por estabilizacion de la matriz
extracelular a través de la unién entre la fibronectina y el
colageno (1, 2). Dada la adecuada area bajo la curva ROC
(Caracteristica Operativa del Receptor) de los anticuerpos
anti-transglutaminasa tisular humana de tipo IgA (a-tTG-
IgA), asi como la facilidad de sistematizacion de la técnica,
menor costo y consistencia inter-operador comparada con
el ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizado
para detectar los EmA, hacen de éste el anticuerpo de
eleccidn para el estudio inicial del paciente con sospecha
de EC (6). Los ensayos ELISA e IFI de a-tTG-IgA y EmA
son considerados las herramientas no invasivas mas fiables
para la deteccion y seguimiento de la EC (10).

También esta disponible la determinacion de anti-
cuerpos anti-transglutaminasa tisular humana de tipo IgG
(a-tTG-IgG), especialmente 1til en caso de déficit de IgA
asociado a EC (1, 2, 5, 7, 8); sin embargo tienen menor
precision diagnostica (11).

Recientemente se han informado excelentes resultados
con ensayos de ELISA para detectar anticuerpos anti-
péptidos deaminados de gliadina de tipo IgG (a-DGP-IgG)
en EC activa (11-13). La elevada precision diagnostica de
la clase IgG de a-DGP los convierte en una herramienta
potencial para el diagnostico de EC en pacientes con
deficiencia de IgA. Los ensayos para a-DGP-IgG fueron
superiores a las pruebas de medicion de anticuerpos contra
gliadina nativa (13, 14). Los a-DGP-IgG aportan mas al
diagnostico que los de clase IgA en EC, presentando una
sensibilidad entre 80,7 - 95,1% y especificidad entre 86,3
-93,1% (15, 16).

El estudio histopatologico de la biopsia intestinal en
EC persigue la identificacion de cambios estructurales
y alteraciones citoldgicas caracterizadas por hiperplasia
de las criptas, linfocitosis intraepitelial y destruccion del
revestimiento epitelial superficial que en un adecuado
contexto clinico y seroldgico lleven al diagndstico de la
enfermedad y a la instauracion de una dieta libre de gluten.
Los cambios histopatolégicos son informados segun la
clasificacion de Marsh (17), que reconoce cambios posibles
en la mucosa intestinal que van desde una mucosa normal
a otra hipoplasica, segln el siguiente esquema: Tipo 0:

mucosa normal; Tipo 1: lesion infiltrativa, aumento de
linfocitos intraepiteliales; Tipo 2: lesion hiperplasica, tipo
1 mas elongacion de criptas; Tipo 3: lesion destructiva, tipo
2 mas atrofia vellositaria, 3a: atrofia vellositaria parcial,
3b: atrofia vellositaria subtotal, 3c: atrofia vellositaria total.

Si bien la biopsia intestinal atin se considera el patron
de oro para el diagnédstico de EC, el procedimiento a
menudo es rechazado por los pacientes y los cambios
observados en la biopsia duodenal adolecen de falsos
positivos (alergias alimentarias, giardiasis, enteropatia
autoinmune, enteropatia por VIH, enfermedad de Crohn,
etc.) y falsos negativos (atrofia en parche o insuficiente
cantidad de muestras tomadas) dependiendo de la subje-
tividad del operador especialmente cuando los cambios
histologicos son minimos (17-22). Por lo tanto, la serologia
actual, de alta sensibilidad y especificidad (23, 24) puede
ser una alternativa a la biopsia intestinal en poblaciones
seleccionadas (25-29).

La sensibilidad y especificidad de las pruebas serolo-
gicas realizadas en poblaciones de bajo riesgo difieren de
las obtenidas en poblaciones de alto riesgo. La precision
diagnostica de dichas pruebas se puede mejorar aumentan-
do los valores de corte hasta obtener un valor predictivo
positivo de 100%, o anadiendo otras técnicas serologicas
de forma simultanea o secuencial. Con esta ultima estra-
tegia, la concordancia en los resultados (si los resultados
de ambas pruebas son positivas o negativas) implicaria
muy altos valores de sensibilidad, especificidad y de los
valores predictivos positivos y negativos (4, 16) logrando
un incremento de los casos diagnosticados y una pronta
instauracion de la dieta libre de gluten. Una intervencion
dietética temprana, implica beneficios en la prevencion de
las complicaciones tardias de EC.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el valor
diagnostico de pruebas seroldgicas de EC en poblaciones
pediatricas con sospecha clinica de celiaquia.

Material y Métodos

Disefio del estudio: estudio transversal, descriptivo y
prospectivo

Poblacion: se seleccionaron nifios hasta 15 afios con
sintomas clasicos, no clasicos o asintomaticos y pertene-
cientes a grupos de riesgo de EC (6) que concurrieron al
Hospital Provincial de Pediatria Dr. F. Barreyro (HPPP) de
Posadas, Misiones durante el periodo 2013 a 2015.

E1 HPPP (nivel III de atencidn) perteneciente al Parque
de la Salud de la ciudad de Posadas es el unico hospital
de pediatria de la provincia y recibe pacientes de 1 mes a
15 afios. El laboratorio del HPPP es centro provincial de
referencia de EC y pertenece a la Red Provincial de Labo-
ratorios y al Programa Nacional de Deteccion y Control de
Enfermedad Celiaca.

Criterios de inclusion: pacientes con indicacion de biop-
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sia (criterio médico en pacientes sintomaticos siempre que
sea necesario conocer la existencia de alguna enfermedad
en es6fago, estbmago o duodeno) cuyos padres o tutores
hayan firmado el consentimiento.

Criterios de exclusion: lactantes que atin no hayan
incorporado gluten, pacientes que estuvieran realizando
una dieta libre de gluten al momento de la evaluacion y
aquellos con IgA total deficiente.

Pruebas seroldgicas: se determinaron en suero del
paciente obtenido en ayunas los a-tTG-IgA por método
ELISA, reactivo comercial ORGENTEC Diagnostika (va-
lor de corte > 10 U/ml) y los a-DGP-IgG por método ELI-
SA, reactivo comercial ORGENTEC Diagnostika (valor
de corte > 10 U/ml). Ambos anticuerpos se cuantificaron
con lector de placas Stat Fax 303 (Awareness). El dosaje
de IgA total se realiz6 por método de inmunodifusion
radial (Diffu-Plate, Biocientifica). Los niveles de IgA se
consideraron deficientes cuando fueron menores a 20 mg/
dl (30).

Endoscopia: la endoscopia digestiva alta (EGD) fue
realizada por un gastroenter6logo pediatrico, con un gas-
troscopio Olympus 180 bajo anestesia general. Se tomaron
4 muestras de segunda porcion de duodeno y 2 muestras
de bulbo. La preparacion para la gastroscopia consistié en
7-8 horas de ayuno y evaluacion prequirurgica realizada
por el anestesista.

Las biopsias de los pacientes se realizaron en el
Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Escuela
de Agudos Dr. R. Madariaga del Parque de la Salud. Los
cambios histopatolégicos fueron informados segun la
clasificacion de Marsh. Si bien la Sociedad Norteamericana
de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion Pediatrica
recomienda considerar los tipos Marsh 2 y 3 indicativos de
EC (31), para aumentar la especificidad diagndstica en este
trabajo se calificaron enfermos celiacos a los tipos Marsh
3. Se considerd que un nimero aumentado de linfocitos
intraepiteliales (Marsh 1) no eran diagnostico de EC.

Pruebas diagndsticas:

Valor predictivo positivo (VPP): es la probabilidad que
tiene un individuo de estar enfermo cuando el resultado de
la prueba es positivo (férmula 1) (32).

Valor predictivo negativo (VPN): es la probabilidad de
que un individuo que obtenga un resultado negativo a la
prueba, no presente la enfermedad o esté sano (formula
2) (32).

Debido a que los valores predictivos dependen de la
proporcion de enfermos en la muestra estudiada se calcula-
ron los cocientes de probabilidad (CP) positivo y negativo.

El CP positivo (CP+) se calcula dividiendo la probabili-
dad de un resultado positivo en los pacientes enfermos entre
la probabilidad de un resultado positivo en los individuos
sanos (formula 3) (32). El CP negativo (CP-) se calcula
dividiendo la probabilidad de un resultado negativo en pre-
sencia de enfermedad, entre la probabilidad de un resultado
negativo en ausencia de la misma (formula 4) (32).
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Las formulas utilizadas fueron:

vpp= 2 1)
VP+FP
VPN=——"— 2)
VN+FN
CP+= Sen/(1 - Esp) 3)
CP-— 1-Sen @)
Esp
P
Sen = VP )
VP+FN
VN
Esp= ——— (©)
VN-+FP

VP= verdadero positivo, FP= falso positivo, VN:
verdadero negativo, FN: falso negativo, Sen: sensibilidad,
Esp: especificidad.

Analisis estadistico: Se confeccionaron tablas de
contingencia tomando como patron de referencia (gold
standard) la clasificacion histopatologica Marsh y se cal-
cularon los VPP y VPN de a-tTG-IgA y a-DGP-IgG para
el punto de corte del fabricante y distintos puntos de corte.

Consideraciones éticas: Para la participacion en el
estudio se solicitd a los padres o tutores de los pacientes
que firmaran el consentimiento informado aprobado por
el comité de Etica del HPPP Dr. F. Barreyro (23/11/2012.
DICTAMEN N° 10/12). Todos los padres o tutores de los
pacientes con indicacion de biopsia endoscopica firmaron
ademas el consentimiento informado del procedimiento y
la anestesia previa a la realizacion del mismo.

Resultados

Se analizaron sueros de 1302 pacientes con una edad
media de 6 afios (rango de 1 a 15 afos), de los cuales 108
tuvieron criterios de inclusion para realizar la biopsia.
Se realizaron 97 biopsias duodenales, informandose 62
pacientes (63%) con atrofia de las vellosidades (Marsh
3) y 7 con lesiones Marsh 2. Los 28 pacientes restantes
presentaron histologia Marsh 0 — 1 y fueron usados como
VN o FP. En 11 pacientes no se realizé la endoscopia, tres
por negacion y ocho por falta de medios para trasladarse
al lugar de realizacion del estudio.

En las tablas I y II se muestra la distribucion de pacien-
tes seglin los valores de a-tTG-IgA y a-DGP-IgG (limites
reales) obtenidos y los resultados de la lesion intestinal.
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Tabla 1: Distribucién de pacientes segln niveles de a-tTG-IgA y lesion
histologica. N= 97

Rango de valores de Clasificacion histopatolégica
de a-tTG IgA N° de pacientes
u/mi Marsh0 | Marsh 1 Marsh 2 Marsh3

<9,5(<1XUNL) 16 5 2
9,5-19,5(>1XxUNL) 0 3 6
19,5-29,5 (> 2 X UNL) 3 1 1 3
29,5-39,5 (> 3 x UNL) 4
39,5-49,5 (>4 x UNL) 1
49,5-99,5 (> 5 x UNL) 2 3
>99,5 (> 10 X UNL) 2 45

a-tTG-IgA: anticuerpos anti-transglutaminasa tisular humana de tipo IgA; UNL: limite superior

de normalidad.

Tabla 2: Distribucién de pacientes segln niveles de a-DGP-IgG y lesion
histologica. N= 97

Rango de valores de Clasificacion histopatologica
de a-DGP-IgG N° de pacientes
u/mi Marsho | Marsh1 | Marsh2 Marsh3

<9,5(<1XxUNL) 6 6 2 —
9,5-19,5(>1XxUNL) 3 5 1 14
19,5-29,5 (> 2 X UNL) 1 2 1 5
29,5 -39,5 (> 3 x UNL) -—- - 1 5
39,5-49,5 (>4 x UNL) - 2 - 8
49,5-99,5 (>5 X UNL) 2 1 10
>99,5 (> 10 X UNL) 1 - 1 20

a-DGP-IgG: anticuerpos anti-transglutaminasa tisular humana de tipo IgA; UNL: limite superior
de normalidad

Los sintomas presentados por 65 (94%) nifios se carac-
terizaron por la aparicion de diarrea crénica y/o malabsor-
tiva, pérdida de peso, desnutricion, distension abdominal.
Cuatro pacientes presentaron otros cuadros: un paciente
presento diabetes tipo 1, un paciente present6 constipacion
cronica y dos pacientes presentaron sindrome de Down.

En la tabla III se presentan los VPP, VPN y CP de los
anticuerpos estudiados. Se calcularon los VPP y VPN para
la combinacion de ambos anticuerpos >a 10 U/mly < 10
U/ml.

Cuando ambos anticuerpos fueron negativos la proba-
bilidad de que un individuo no presente la enfermedad o
esté sano fue 100%.

Tabla 3: Valores predictivos positivos, negativos y cocientes de pro-
babilidad para diferentes puntos de corte de anticuerpos a-tTG-IgA 'y
a-DGP-IgG obtenidos en pacientes pediatricos con sintomas clésicos,
no clasicos o pertenecientes a grupos de riesgo.

Rango de valores VPP | VPN | CP+ cp
a-tTG-IgA (U/ml)
<9,5(< 1XxUNL) 100% - -
9,5 - 19,5 (> 1 X UNL) 67% 1,00
19,5-29,5 (> 2 X UNL) 43% - 1,00 -

29,5-39,5 (> 3 X UNL) 100% - - -

39,5-49,5 (>4 X UNL) 100% - - -

49,5-99,5 (> 5 X UNL) 100% - - -

>99,5(>10 X UNL) 100% - - -

a-DGP-IgG (U/ml)

<9,5(<1xUNL) - 100% - -

9,5-19,5(>1x UNL) 64% 1,00
19,5-29,5 (> 2 X UNL) 62% 1,00
29,5-39,5 (>3 X UNL) 71% 1,00
39,5-49,5 (>4 X UNL) 80% 1,00
49,5-99,5 (> 5 X UNL) 83% 1,00

99,5 (> 10 X UNL) 95% 1,00
a-tTG-IgA > 9,5 U/ml 97% 1,00

y a-DGP-1gG > 9,5 U/ml

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; a-tTG-IgA: anticuerpos
anti-transglutaminasa tisular humana de tipo IgA; a-DGP-IgG: anticuerpos anti-péptidos
deaminados de gliadina de tipo IgG; CP+: cociente de probabilidad positivo; CP-: cociente de
probabilidad negativo.

Discusion

La confirmacion diagnéstica de la EC actualmente es la
histologia intestinal, “patron de referencia o patrén de oro”,
que requiere una biopsia de intestino delgado que muestre
atrofia de las vellosidades, aumento de los linfocitos in-
traepiteliales y criptas hiperplasicas (17-22). Teniendo en
cuenta las molestias ocasionadas a los pacientes, los altos
costos asociados con la biopsia intestinal y el advenimiento
de las pruebas seroldgicas de deteccion fiables hay un
creciente llamado a realizar pruebas menos invasivas para
el diagnostico.

Un aspecto importante de la practica clinica en la EC es
el uso de las pruebas seroldgicas. La serologia actual, de
alta sensibilidad y especificidad puede ser un complemento
muy interesante o alternativa a la biopsia intestinal en
poblaciones seleccionadas (24-27).

La dependencia exclusiva de la serologia para el
diagnostico de EC es adecuada sélo si el VPP es del
100%. Nuestros resultados mostraron que con valores de
a-tTG-IgA > 30 U/ml (3 x ULN) se pudo diagnosticar la
EC en el 100% de los pacientes pediatricos con sintomas
de celiaquia. Si bien esto coincide con un reciente estudio
pakistani (33) la cantidad de pacientes con esos resultados
no permite que esto sea usado como evidencia.

Diversas investigaciones en nifios como las de Mubarak
y col. (25) en los Paises Bajos, Biirgin-Wolff y col. (26) en
Suiza, Alemania y Austria o Berker y col. (27) en Canada
obtuvieron resultados comparables a los nuestros, con VPP
100% para valores de a-tTG-IgA > 100 U/ml en pacientes
sintomaticos. Estos investigadores proponen que en los
pacientes que presentan concentraciones de a-tTG-IgA
muy altas la biopsia de intestino delgado no seria necesaria
para confirmar el diagndstico ya que esos niveles aumen-
tados son altamente sugerentes de la EC. La Sociedad
Europea de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia y
Nutricion (ESPGHAN) (8) en el afio 2012 ha modificado
sus pautas y recomienda que en niflos sintomaticos, la EC
se puede diagnosticar sin una biopsia cuando los titulos
de a-tTG-IgA son 10 veces superiores al limite de la
normalidad (10 x ULN) verificado por EmA y presencia de
haplotipo HLA-DQ2 o HLA-DQ8. Las nuevas directrices
ESPGHAN pueden ser aplicables en nifios sintomaticos
en entornos de bajos recursos de paises en desarrollo cuya
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disponibilidad de recursos (por ejemplo, falta de instalacio-
nes endoscopicas para nifios) es limitada. La provincia de
Misiones no escapa a esa situacion, contando los hospitales
de salud publica con un solo endoscopio pediatrico ubicado
en la capital provincial.

Las guias BSPGHAN and Coeliac UK (Sociedad
Britanica de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia
y Nutricion y Celiaquia del Reino Unido) (34) adaptadas
de la ESPGHAN recomiendan que si la prueba EmA no
esta disponible localmente, puede ser sustituido por una
segunda determinacion a-tTG-IgA también con altos titulos
de positividad y conservar el suero para una posterior
confirmacion con EmA.

El mayor VPP para a-DGP-IgG (95%) se obtuvo para
valores > 100 U/ml. Biirgin-Wolff y col. (26) publicaron
un VPP de 93% para a-DGP-IgG > 10 U/ml, Basso y col.
(35) VPP 97% para un valor de corte de a-DGP-IgG >
20 U/ml, mientras que nuestros hallazgos para valores
de a-DGP-IgG > 10 y < 100 fueron entre 56% y 82%.
Sin embargo, Niveloni y col. (13) informaron un VPP del
100% en poblacion adulta usando un punto de corte > 20
U/ml. Nuestros resultados indicaron que los a-DGP-IgG no
podrian ser utilizados como unica prueba serologica para
confirmar celiaquia.

Cuando ambos anticuerpos se emplearon de forma
simultanea para valores de a-tTG-IgA y a-DGP-IgG >
10 U/ml se obtuvo el VPP de 97%; Biirgin-Wolff y col.
(26) obtuvieron para la misma combinacion de anticuerpos
VPP y VPN de 96% y 98% respectivamente y Basso y
col. (35) informaron VPP de 99,2% y VPN 77,8%. Estos
datos sugieren que en ese rango de valores, en aquellos
pacientes con clinica indicativa de EC la combinacion de
test propuestos puede mejorar la precision diagndstica.
Cuando ambos resultados de las pruebas fueron negativos
se pudo descartar EC.

Numerosos autores coinciden en la afirmacion que un
nuevo estandar de diagnéstico podria detectar con preci-
sion los pacientes celiacos, basandose en VPP muy altos
de pruebas serologicas fiables, de tal manera que la biopsia
intestinal podria ya no ser obligatoria para el diagndstico
de EC en algunos pacientes (14, 25, 26, 35). Debido a que
los cambios histologicos son caracteristicos pero no patog-
nomonicos, deberia ser revisada la biopsia duodenal como
“gold standard” y consensuar nuevos criterios diagnosticos
para EC.

conclusiones

-El dosaje de a-tTG-IgA permitio el diagnostico de EC
cuando su valor fue diez veces mayor al valor de corte
utilizado (mayor a 100 U/ml), en una poblacion pediatrica
con sospecha clinica de celiaquia.

-Los a-DGP-IgG utilizados como unica prueba sero-
logica no fueron utiles para diagnosticar la EC de forma
concluyente en individuos con alta sospecha clinica.
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-La utilizacion de dos pruebas serologicas combinadas
permitieron descartar el diagnostico de la EC en el 100%
de los pacientes con alta sospecha de enfermedad que
presenten concentraciones de a-tTG-IgA <10 U/ml y a-
DGP-IgG <10U/ml.

Abreviaturas

EC: enfermedad celiaca

tTG: transglutaminasa tisular

EmA: anticuerpos anti-endomisio

ROC: Caracteristica Operativa del Receptor

ELISA: enzimoinmuno ensayo

a-tTG-IgA: anticuerpos anti-transglutaminasa tisular
humana de tipo IgA

IFI: inmunofluorescencia indirecta

a-tTG-IgG: anticuerpos anti-transglutaminasa tisular
humana de tipo IgG

DGP: péptidos deaminados de gliadina

a-DGP-IgG: anticuerpos anti-péptidos deaminados de
gliadina de tipo IgG

HPPP: Hospital Provincial de Pediatria Dr. F Barreyro
VPP: valor predictivo positivo

VPN: valor predictivo negativo

CP: cociente de probabilidad

EGD: endoscopia digestiva alta

UNL: limite superior de normalidad

ESPGHAN: Sociedad Europea de Gastroenterologia
Pediatrica, Hepatologia y Nutricion

BSPGHAN and Coeliac UK: Sociedad Britanica de
Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia y Nutricion y
Celiaquia del Reino Unido
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

I. ALCANCE DE LA REVISTA

1) La Revista de Ciencia y Tecnologia (RECyT) publica
articulos originales que representan una contribucion para
el desarrollo cientifico-tecnologico. Incluye trabajos de
investigacion basica y aplicada y de desarrollo tecnologi-
co, revisiones bibliograficas de alto impacto, notas técnicas
y, eventualmente, estudios de casos que por su relevancia
ameriten publicarse!.

2) Las areas de incumbencia de la revista son Ingenie-
ria, Tecnologia, Informatica, Biologia, Genética, Bioqui-
mica, Farmacia, Educacion Cientifica y Tecnolodgica, con
su correspondiente tecnologia. La decision Gltima sobre la
incumbencia de un articulo presentado, quedara a cargo del
Cuerpo Editorial.

3) Los autores interesados en publicar articulos en la
RECyT, deberan enviar sus trabajos de acuerdo con las
normas que se estipulan mas abajo.

4) Los articulos sometidos para publicacion no deberan
tener “Derechos de Autor” otorgados a terceros, a la fecha
de envio del articulo. Caso contrario, el autor debera ges-
tionar, ante quien corresponda, la autorizacion por escrito
para su nueva publicacion en la RECyT.

5) Los conceptos y opiniones vertidos en los articulos
publicados y del uso que otros puedan hacer de ellos, son
de exclusiva responsabilidad de los autores, la cual se asu-
me con la sola presentacion del articulo enviado por los
autores para su publicacion. Los articulos se publicaran
en espafiol, inglés o portugués, con resumenes, titulos y
palabras clave en los tres idiomas.

Il. PRESENTACION Y REVISION DE ARTiICULOS

6) Los idiomas oficiales de la RECyT son espaiiol,
inglés y portugués. Los manuscritos en espafol deberan
ajustarse a las normas y usos gramaticales que establece
el Diccionario y la Gramatica de la Lengua Espafiola de la
Real Academia Espafiola en sus tltimas ediciones. Se debe
evitar el uso de términos en otros idiomas, si existe uno
equivalente en espaiiol. Los manuscritos en inglés deberan
ajustarse a las normas y usos gramaticales que establece el
Longman Dictionary of Contemporary English 4th Edi-
tion, aplicandose aqui también, lo expresado respecto del
espafiol. Los manuscritos en portugués deberan ajustarse a
las normas y usos gramaticales que establece el Dicionario

Aurélio da Lingua Portuguesa 5ta Edicao, aplicandose aqui
también, lo expresado respecto del espafiol.

7) El manuscrito se presentara en formato electronico
como archivo tipo Word, anexo por correo electronico a la
direccion: recyt@fceqyn.unam.edu.ar. Todas las comunica-
ciones con los autores (revision y aceptacion de articulos)
se realizaran por correo electronico.

8) Los trabajos presentados para publicar seran some-
tidos a una primera evaluacion interna de incumbencia,
calidad general y categoria a cargo del Cuerpo Editorial y
posteriormente a una evaluacion externa de pertinencia y
calidad cientifica por miembros del Comité de Revision. El
Comité de Revision esta integrado por reconocidos espe-
cialistas en los temas de incumbencia de la RECyT.

9) El proceso general de evaluacion consiste en una
exhaustiva revision critica de los contenidos y la estructura
del articulo, la recomendacion, o no, de su publicacion y
eventuales correcciones.

10) El Cuerpo Editorial se reserva el derecho de re-
chazar el trabajo por no ajustarse a las areas involucradas,
no cumplir las normas establecidas o no poseer la calidad
cientifica requerida.

También se reserva el derecho de realizar modificacio-
nes menores de edicion para una mejor presentacion final
del trabajo.

11) El Cuerpo Editorial notificara al autor la aceptacion
o rechazo del articulo. De ser necesario, le solicitara que
realice las modificaciones recomendadas para proceder a
los tramites pertinentes previos a su publicacion.

12) Los autores deberan realizar las correcciones y
modificaciones requeridas por el Cuerpo Editorial y el CE
en el plazo de 30 dias. Los autores podran solicitar acla-
raciones sobre las correcciones. El Cuerpo Editorial deci-
dira sobre el particular, y realizara la revision del trabajo
modificado.

13) La aceptacion del trabajo en su forma definitiva
serd comunicada por escrito a los autores. A partir de ese
momento no se aceptaran modificaciones, salvo solicitud
explicita y fundamentada al Cuerpo Editorial.

14) Los trabajos originales quedaran en poder de la RE-
CyT, se publiquen o no.

1- Un articulo se considera trabajo cuando representa el resultado y las conclusiones de una investigacién completa. Este tendra categoria de nota
técnica cuando trate de cuestiones como calibraciones, propuestas metodolégicas, opiniones sobre normas, resolucion de problemas operativos, etc.
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Instrucciones a los autores

IIl. NORMAS DE ELABORACION DE ORIGINALES
Articulos

15) Los articulos completos deberan tener como méxi-
mo 6.000 palabras, 12 figuras y hasta 20 paginas. El Cuer-
po Editorial podra aceptar trabajos de mayor extension en
casos especiales.

En todos los casos debera utilizarse letra tipo Arial ta-
mafio 11 puntos, y formato de hojas tipo A4, numeradas
en el margen inferior derecho, con interlineado doble, sin
separacion automatica de silabas al fin de linea y con los
cuatro margenes de 2,5 cm.

16) Las tablas y figuras deberan insertarse en el texto
del articulo y deberan ubicarse lo mas cerca posible del
sitio en el que son mencionadas. De acuerdo con su tama-
flo, podran presentarse por separado, correctamente iden-
tificadas.

Las figuras escanecadas deberan estar en formato TIFF
y EPS, con 300 dpi de resolucion. El CD podra pedir a los
autores, una vez aceptado el trabajo, que entregue las ima-
genes y los graficos del articulo, con el formato, tamafio,
dimensiones, resolucion, etc. necesarios para la edicion.

17) Los articulos cientifico-técnicos escritos en espa-
flol e inglés se organizaran siguiendo el esquema general
en orden sucesivo: titulo en espafiol, nombres del (los)
autores, nombres y direcciones de la institucion a la que
pertenecen, resumen y palabras clave en espafiol, titulo en
inglés, resumen y palabras clave en inglés. Los articulos
cientifico-técnicos escritos en portugués se organizaran si-
guiendo el esquema general en orden sucesivo: titulo en
espaiiol, nombres del (los) autores, nombres y direcciones
de la institucion a la que pertenecen, resumen y palabras
clave en espafiol, titulo en inglés, resumen y palabras clave
en inglés, titulo en portugués, resumen y palabras clave en
portugués. Posteriormente, en el idioma que corresponda,
introduccion, materiales y métodos, resultados y discusion,
(juntos o separados), conclusiones, lista de abreviaturas (si
corresponde), agradecimientos, referencias y apéndices o
anexos (si corresponde).

18) Titulo en espafiol: debera ser breve (no mayor de
15 palabras), conciso y reflejar aspectos especificos del
trabajo. Debera corresponderse con el titulo en inglés y/o
portugués.

19) Autores: se colocaran los autores separados por
punto y coma, situando primero el o los apellidos seguidos
de una coma, y a continuacion, el primer nombre ¢ inicial
del segundo con un punto.

20) Direccion: debajo de los autores se indicara la ins-
titucion a la que pertenecen o donde fue llevado a cabo el

trabajo. Si los autores pertenecen a distintas instituciones,
luego de cada nombre se colocard un numero entre parén-
tesis, estableciéndose asi la referencia a las instituciones y
sus respectivas direcciones. Se sugiere incluir los nombres
de las secciones y dependencias imprescindibles. Sefialar,
entre paréntesis, las direcciones electronicas personales.

21) Resumen en espafiol: debera ser una condensacion
de todas las partes del trabajo en 150 palabras como maxi-
mo, sintetizando los objetivos, los métodos, los resultados
y las conclusiones. Debe corresponderse al contenido del
Resumen en inglés y/o portugués.

22) Palabras clave en espaiiol: el articulo debera conte-
ner 5 palabras clave en idioma espaiiol, que serviran para
catalogarlo en las bases de datos?.

23) Titulo en inglés: debera ser breve (no mayor a 15
palabras), conciso y reflejar aspectos especificos del tra-
bajo. Debera corresponderse con el titulo en espafiol y/o
portugués.

24) Resumen en inglés (Abstract): debera ser una con-
densacion de todas las partes del trabajo en 150 palabras
como maximo, sintetizando los objetivos, los métodos, los
resultados y las conclusiones. Debe corresponderse al con-
tenido del Resumen en espafiol y/o portugués.

25) Palabras clave en inglés (Key words): el articulo
debera contener 5 palabras clave en idioma inglés, que ser-
viran para catalogarlo en las bases de datos?.

26) Titulo en portugués: debera ser breve (no mayor
a 15 palabras), conciso y reflejar aspectos especificos del
trabajo. Debera corresponderse con el titulo en espafiol e
inglés.

27) Resumen en portugués (Resumo): debera ser una
condensacion de todas las partes del trabajo en 150 pala-
bras como maximo, sintetizando los objetivos, los métodos,
los resultados y las conclusiones. Debe corresponderse al
contenido del Resumen en espaiiol e inglés.

28) Palabras clave en portugués (Palavras-chave): el
articulo debera contener 5 palabras clave en idioma portu-
gués, que serviran para catalogarlo en las bases de datos2.

29) Introduccion: debe presentar claramente el tema,
haciendo solamente referencia a los antecedentes biblio-
graficos de interés. Los objetivos y las hipotesis deberan
estar adecuadamente explicados.

30) Materiales y Métodos: el trabajo debera describir en
forma completa los materiales y metodologias utilizados.

Las normas reconocidas deberan ser citadas pero no
explicadas.

Las técnicas publicadas deberan presentar en forma
resumida sus caracteristicas principales y las referencias
correspondientes. Deberan detallarse todas las modifica-

ciones efectuadas a cualquier norma o técnica?.

2- Si la disciplina que trata el articulo posee tesauros publicados, se sugiere utilizarlos para la definicion de las palabras clave.
3- El criterio general es que con los datos de este item se pueda replicar correctamente el trabajo experimental. 4- Ademas de las que poseen signatura,
se podran colocar referencias inéditas o en prensa (indicando la revista en que se publicardn), comunicaciones personales y paginas web.
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31) Resultados y Discusion: estas dos secciones podran
incluirse juntas o separadas. Los resultados se expondran
con estilo conciso y facilmente entendible. La discusion
de los resultados incluird la comparacion con resultados
previos (propios o de otros autores, con las referencias co-
rrespondientes).

Se debera evitar la duplicacion de informacion en tablas
y graficos.

32) Conclusiones: deben presentarse en parrafos cortos
y concretos. No deben hacer referencia a trabajos futuros
ni a hipotesis no incluidas en el trabajo.

33) Agradecimientos: podran incluirse a los organismos
que financiaron el trabajo, asi como a los colaboradores y
al personal técnico o especializado, especificando las tareas
realizadas por cada uno. Como referencia institucional de
los autores se colocard el nombre completo de la entidad y
la sigla entre paréntesis, por ejemplo, Fundagdo de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP).

34) Referencias: las citas bibliograficas deberan consig-
narse con numeros correlativos colocados entre corchetes
o paréntesis, de tamano igual al del texto. El texto puede
incluir nombres de autores, pero conjuntamente figurar el
numero de referencia bibliografica correspondiente. En el
item correspondiente, se consignaran segun el orden en que
aparezcan en el texto. No se incluiran referencias que no
figuran en el texto. Las referencias se colocaran segun el
estilo de la disciplina correspondiente, figurando, en todos
los casos: apellido e iniciales de los nombres de los autores
en ese orden; nombre de la publicacion periddica completo
o con las abreviaturas oficiales; volumen; nimero, paginas
inicial y final, afio de publicacion®. En el caso de libros:
nombre; capitulo; editorial, paginas y afio de edicion. Las
paginas web deberan tener la fecha de consulta.

Ejemplos orientativos:

1. Atanassov, Z; Zheringe, P y Wharton D., Evalua-

tion of Wheat Response to Fusarium Head Blight Ba-

ses on Seed Set., Appl. Environm, Chem. 48: p. 993—

998.1994.

2. Cole, R.J. y Cox R.H., Handbook of Toxic Fungal

Matabolites, Assoc.Press, New York. p 356-379.1981.

3. Cotty, P.J., Agriculture, Aflatoxins and Aspergillus

in The genus Aspergillus, K. A. Powll, Editor. Plenum

Press, New York. p 1-27.1994.

4. National Agricultural Statistics Service (1997) Crops

county data [Online]. Available at http://usda.mannlib.

cornell. edu/data—sets/crops/9X100 (verified 30 Nov.

1998).

35) Apéndices o Anexos: se reservan para detallar técni-
cas originales utilizadas o analisis teoricos que impedirian
seguir fluidamente el trabajo si se incluyeran en el texto.

Las tablas de los apéndices pueden llevar ntimeros co-
rrelativos con los del texto o comenzar otra numeracion.

36) Figuras: las figuras (graficos, cuadros, fotografias,
otros) deberan numerarse correlativamente en orden de
aparicion en el texto y deberan incluir un breve titulo ex-
plicativo en la parte inferior de la figura. Las imagenes y
fotografias se designaran como figuras.

37) Tablas: las tablas deberan numerarse correlativa-
mente segun su orden de aparicion en el texto y en forma
independiente de las figuras. Deberan incluir un titulo ex-
plicativo en su parte superior. De ser necesario se agregaran
al pie notas explicativas para detallar abreviaturas, signos,
medidas, otros, de tal manera que el lector pueda compren-
der su contenido sin recurrir al texto.

38) Formulas: las formulas y expresiones matematicas
deberan ser escritas dejando dos espacios sobre, debajo y
entre cada una de ellas. Las féormulas se ajustaran al mar-
gen izquierdo y seran numeradas correlativamente y entre
paréntesis sobre el margen derecho. Debe quedar definido
el significado y las unidades utilizadas en cada término de
las expresiones.

39) Unidades: debe utilizarse el sistema internacional
de unidades (SI).

40) Presentar ademas:

- Un titulo resumido del trabajo, de 9 palabras como

maximo.

- Datos de los autores: 80 palabras como maximo. Ape-

llido y Nombres; Titulo de Grado; Estudios de Posgra-

do; Cargo / Posicion en el lugar de trabajo; Categoria en
el Sistema de Incentivos a los Docentes—Investigadores

(si es argentino) o similar. Correo electronico.

Notas técnicas

41) La Nota Técnica es el formato recomendado de pre-
sentacion de investigaciones originales en los siguientes
casos: divulgacion de nuevos métodos, comparacion del
funcionamiento de instrumentos o técnicas, y descripcion
de los resultados experimentales de interés para la comuni-
dad cientifica cuando no se pueden realizar investigaciones
completas por alguna causa justificada. Deberan limitarse
a 10 paginas o 3500 palabras, con no mas de 4 figuras y
tablas, y no mas de 15 referencias, combinando resultados
y discusion en una sola seccion. El resto del formato sera
igual al de los articulos. Las Notas Técnicas son sometidas
al mismo proceso riguroso de revision por pares que los
articulos.

4- Ademas de las que poseen signatura, se podran colocar referencias inéditas o en prensa (indicando la revista en que se publicaran), comunicaciones

personales y paginas web.
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I. Scope of the journal

1) The Journal of Science and Technology (RECyT)
publishes original articles which represent a contribution
to scientific and technological development. It includes
works on basic and applied research and technological de-
velopment, high-impact bibliographical reviews, technical
notes, and occasionally case studies which, due to their
relevance, deserve their publication'.

2) The areas of concern are Engineering, Technology,
Computer Science, Biology, Genetics, Biochemistry, Phar-
macy, Scientific and Technological Education, with their
corresponding technology. The final decision on the rele-
vance of an article submitted will be the responsibility of
the Editorial Board.

3) Authors who are interested in publishing articles in
the RECyT should send their manuscripts in accordance
with the norms established below.

4) The articles submitted for publication should not
have “Copyright” granted to a third party at the date of
submission of the article. Otherwise, the author should re-
quest written permission for a new publication in the RE-
CyT.

5) The concepts and opinions expressed in the articles
published and their use by others are the sole responsibil-
ity of the authors, which is assumed by merely submitting
the paper for publication. Articles will be published in
spanish, english or portuguese, with their abstracts, titles
and keywords in three languages.

Il. Submission and review of articles

6) The official languages of RECyT are Spanish, Eng-
lish and Portuguese. Contributions in Spanish must con-
form to the grammatical rules and practices established by
the Dictionary and Grammar of Spanish Language of the
Spanish Royal Academy in its latest edition. It is advisable
to avoid terms in other languages, as long as there is an
equivalent in Spanish. Manuscripts in English should con-
form to the grammatical rules and practices established by
the Longman Dictionary of Contemporary English 5th Edi-
tion, authours should comply with the norms established
for manuscripts in Spanish. Manuscripts in Portuguese
should conform to Dicionario Aurélio da Lingua Portu-
guesa Sta Edigdo, authors should also comply with the
norms established for manuscripts in Spanish.

7) The manuscript should be submitted electronically

as a Word file, attached by email to: recyt@fceqyn.unam.
edu.ar. All the communications with the authors (review
and acceptance of articles) will be carried out by email.

8) Manuscripts submitted for publication will first un-
dergo an internal evaluation regarding its relevance, overall
quality and category, by the Editorial Board and later, to an
external evaluation of relevance and scientific quality by
Members of the Review Committee. The Review Commit-
tee comprises recognized specialists of the subject area de
la RECyT.

9) The general process of Evaluation consists of a com-
prehensive critical evaluation of the contents and structure
of the article, the recommendation or not, of its publication
and possible corrections.

10) The Editorial Board reserves the right to rreject the
work if it does not conform to the areas involved, does not
meet the standards established, or does not have the re-
quired scientific quality. It also reserves the right to make
minor editing changes for a better final presentation of the
work.

11) The Editorial Board will notify the author the ac-
ceptance or rejection of the article. If necessary, the recom-
mended changes will be asked to proceed with the pertinent
steps previous to its publication.

12) Authors should make the corrections and modifica-
tions required by the Editorial Board within 30 days. Au-
thors could ask for clarification about the corrections made.
The Editorial Board will decide whereafter, and will carry
out the modifications requested

13) The final acceptance of the manuscript will be noti-
fied to authors in written. After this step, no further chang-
es will be accepted, unless explicitly requested and clearly
justified to the Editorial Board.

14) The original manuscripts will be kept by the RE-
CyT, whether published or not.

IIl. Manuscript writing rules
Articles

15) Full papers should be up to 6000 words, 12 figures
and 20 pages. The Editorial Board may accept longer
works in special cases. In all cases, authors should use
Arial font, point size 11, and A4 sheets, numbered in the
lower right margin, with double spacing, without automat-
ic hyphenation at end of the line, and all margins of 2.5 cm.

16) Tables and figures should be inserted within the text

1- A manuscript will be considered a full paper when it represents the outcome and conclusions of a full investigation. It will beconsidered a technical
note when dealing with issues such as calibration, methodological proposals, opinions about standards, resolution of operational problems, etc
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of the article and located as close as possible to the para-
graph where they are mentioned. According to their size,
they may be submitted separately, and correctly identified.
The scanned figures should be in TIFF and EPS formats,
with a 300 dpi resolution. The EB could ask authors to
submit the images and graphs of the article, with the for-
mat, size, dimentsions, resolution, etc. necessary for the
edition, once the article has been accepted.

17) Scientific-technical articles written in Spanish and
English will be organized following a general scheme as
follows: title in Spanish, name of author/s, affiliation (name
and address), abstract and keywords in Spanish, title in
English, abstract and keywords in English. Scientific-tech-
nical articles written in Portuguese will be organized fol-
lowing a general scheme as follows: title in Spanish, name
of author/s, affiliation (name and address), abstract and key
words in Spanish, title in English, abstract and keywords
in English, title in Portuguese, abstract and key words in
Portuguese. Then, in the corresponding language: introduc-
tion, materials and methods, results and discussion (sepa-
rately or together), conclusions, list of abbreviations (if
applicable), acknowledgments, references and appendices
or annexes (if applicable) in the corresponding language
(i.e. Spanish, English or Portuguese).

18) Title in Spanish: it should be brief (no more than 15
words) and concise, and should reflect the specific aspects
of the work. It must correspond to the title in English.

19) Authors: the authors should be separated by semi-
colons, placing first the last name followed by a comma,
and then the first name and middle initial.

20) Institutional affiliation: affiliation of authors or
where the work was carried out should be indicated below
the authors. If the authors have different affiliations, a num-
ber will be placed in parenthesis after each name, thus es-
tablishing the reference to the institutions and their respec-
tive addresses. It is suggested that only the names of the
essential sections and departments be included. The email
addresses of each author should be indicated between pa-
rentheses.

21) Abstract in Spanish: It must be a condensation of
all parts of the work in 150 words or less, summarizing the
objectives, methods, results and conclusions. It must cor-
respond to the content of the Abstract in Spanish and/or
Portuguese.

22) Key words in Spanish: The article should contain
five key words in Spanish, which will serve to categorize
the work in databases?.

23) Title in English: It should be brief (no more than 15
words) and concise, and should reflect the specific aspects
of the work. It must correspond to the title in Spanish and/

or Portuguese.

24) Abstract in English: It must be a condensation of all
parts of the work in 150 words or less, summarizing the
objectives, methods, results and conclusions. It must cor-
respond to the content of the Abstract in Spanish and/or
Portuguese.

25) Key words in English: The article should contain
five key words in English, which will serve to categorize
the work in databases?.

26) Title in Portuguese: It should be brief (no more than
15 words) and concise, and should reflect the specific as-
pects of the work. It must correspond to the title in Spanish
and English.

27) Abstract in Portuguese (Resumo): it should be a
condensation of all parts of the work in 250 words or less,
summarizing the objectives, methods, results and conclu-
sions. It must correspond to the content of the Spanish and
English abstract.

28) Key words in Portuguese (Palavras-chave): The
article should contain five key words in Portuguese, which
will serve to categorize the work in databases?.

29) Introduction: it should present the subject clearly,
making reference only to bibliography of interest. The ob-
jectives and hypotheses must be adequately explained.

30) Materials and Methods: The paper must fully de-
scribe the materials and methodology used. Recognized
norms should be quoted but not explained. The techniques
published should briefly include their main features and the
corresponding references. Details of all modifications made
to any norm or technique should be indicated?.

31) Results and Discussion: These two sections may be
included either together or separately. The results should
be presented concisely and should be easy to understand.
The discussion of the results should include a comparison
with previous results (either the authors’ own previous re-
sults or those of others, with the corresponding references).
The authors should avoid duplication of information in
tables and graphs.

32) Conclusions: the conclusions should be presented
in short and concise paragraphs and must not refer to future
work and hypotheses not included in the work.

33) Acknowledgements: these could include the organ-
isms funding the work, as well as the names of the col-
laborators and technical or specialized staff, specifying the
tasks performed by each. For institutional reference of au-
thors, the name of the entity in full and the acronym in
parentheses, for example, “Fundacdo de Amparo a Pes-
quisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP)” should be.

34) References: References should be mentioned with
consecutive numbers in parentheses or square brackets, and

2- If the article is about a discipline which has published thesauri, it is suggested that they be used to define the key words.
3- The general criterion is that the experimental work could be replicated correctly with the data in this item.
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should be equal in size to that of the text. The text can in-
clude authors’ names, but should also include the corre-
sponding reference number. They should be listed accord-
ing to the order in which they appear in the text. Refer-
ences not mentioned in the text should not be listed. Refer-
ences will be written according to the style of the corre-
sponding discipline, mentioning in all cases: the last name
and initials of the authors’ names, the complete name or the
official acronym of the journal, the volume, number, initial
and final pages, and year of publication. For books: name,
chapter, publisher, pages and year of publication. The web
pages must have the date of access®. For books: name;
chapter: publishers; pages and year of edition. Web pages
should include the date they were retrieved.

Examples:

1. Atanassov, Z.; Zheringe, P. and Wharton D., Evalu-

ation of Wheat Response to Fusarium Head Blight

Bases on Seed Set, Appl. Environm., Chem. 48: p 993-

998. 1994.

2. Cole, R.J. and Cox R.H., Handbook of Toxic Fungal

Matabolites, Assoc. Press, New York. p 356-379. 1981.

3. Cotty, P.J., Agriculture, Aflatoxins and Aspergillus in

The genus Aspergillus, K.A. Powll, Editor. Plenum

Press, New York. p 1-27. 1994.

4. National Agricultural Statistics Service (1997) Crops

county data [Online]. Available at http://usda.mannlib.

cornell.edu/data-sets/crops/9X100 (verified 30 Nov.

1998).

35) Appendices or Annexes: Appendices and Annexes
are reserved to describe in detail the original techniques
used, or theoretical analysis that would prevent the reader
from following the manuscript fluently if they were in-
cluded in the text. The tables in the appendices may bear
numbers that correlate to the text or new numbers.

36) Figures: figures (graphs, charts, photographs, etc.)
should be numbered in the order in which they appear in
the text and should include a brief caption at its bottom.
Images and photographs will be designated as figures.

37) Tables: Tables should be numbered in the order in
which they appear in the text and independently of the fig-
ures. They must include an explanatory title on the top. If
necessary, explanatory notes should be added as footer,
detailing abbreviations, symbols, dimensions, etc, so that

the reader can understand their content without referring to
the text.

38) Formulas: Formulas and mathematical expressions
should be written leaving two spaces above, below and
between each other. Formulas should be adjusted to the left
margin and should be numbered correlatively and in paren-
theses on the right margin. The meaning and units used in
each term of the expressions should be defined.

39) Units: the International System of Units (SI) should
be used.

40) The authors should also provide:

- A short title of the work, comprising nine words or

less.

- Authors’ information: 80 words or less. Surname and

Names; degree; postgraduate studies; position in the

place of work; category in the Incentive System for

Lecturers-Researchers (if they are Argentine) or simi-

lar; email address.

Technical Notes

41) A technical note is the recommended format for
submission of original research in the following cases: de-
scription of new methods, comparison of the performance
of instruments or techniques, and description of the ex-
perimental results of interest to the scientific community
when a full investigation cannot be carried out for any rea-
son. They should be limited to 10 pages or 3500 words,
with no more than four figures and tables, and no more than
15 references, combining results and discussion into one
section. The rest of the format will be equal to that of the
articles. Technical Notes will be subjected to the same rig-
orous peer review process as the articles.

4- Besides those which have signature, unpublished references or in press (indicating the magazine where they will be published), personal communi-

cations and web pages can also be mentioned.
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I. Alcance da revista

1) A Revista de Ciéncia e Tecnologia (RECyT) publica
artigos originais que representam uma contribui¢do para o
desenvolvimento cientifico-tecnologico. Inclui trabalhos de
investigacdo basica e aplicada e de desenvolvimento tec-
nolégico, revisdes bibliograficas de alto impacto, notas
técnicas e eventualmente, estudos de casos que pela sua
relevancia meregam ser publicados!.

2) As areas de incumbéncia da Revista sdo Engenharia,
Tecnologia, Informatica, Biologia, Genética, Bioquimica,
Farmacia, Educagao Cientifica e Tecnologica, com sua cor-
respondente tecnologia. A decis@o ultima sobre a incum-
béncia de um artigo apresentado ficara a cargo do Con-
selho de Dire¢do (CE).

3) Os autores interessados em publicar artigos na RE-
CyT, deverdo enviar seus trabalhos segundo as normas
apresentadas mais abaixo.

4) Os artigos submetidos para a publica¢do nao deverao
ter “Direitos de Autor” outorgados a terceiros, a data de
envio do artigo. Caso contrario, o autor devera gerenciar,
ante quem corresponder, a autorizag¢do por escrito para sua
nova publicagdo na RECyT.

5) Os conceitos e opinides expostos nos artigos publi-
cados e 0 uso que outros possam fazer deles, sdo de exclu-
siva responsabilidade dos autores, a qual é assumida com
a so apresentagdo do artigo para sua publicacdo. Os artigos
se publicardo em espanhol, inglés ou portugués, com resu-
mos, titulos e palavras-chave nos trés idiomas.

Il. Apresentacao e revisao de artigos

6) Os idiomas oficiais da RECyT sdo o espanhol, o in-
glés e o portugués. Os manuscritos em espanhol deverdo
se ajustar as normas e usos gramaticais que estabelece o
Dicionario e a Gramatica da Lingua Espanhola da “Real
Academia Espanhola” em suas tltimas edigdes. Deve-se
evitar o uso de termos em outros idiomas, caso exista um
equivalente em espanhol. Os manuscritos em inglés de-
verdo se ajustar as normas e usos gramaticais que esta-
belece o Longman Dictionary of Contemporary English 4th
Edition, aplicando-se aqui também, o expresso respeito do
espanhol. Os manuscritos em portugués deverao se ajustar
as normas e usos gramaticais que estabelece o Dicionario
Aurélio da Lingua Portuguesa 5ta Edigdo, aplicando-se
aqui também o expresso respeito do espanhol.

7) O manuscrito se apresentard em formato eletronico
como arquivo tipo Word, anexo por correio eletrdnico ao
enderego: recyt@fceqyn.unam.edu.ar. Todas as comuni-
cacdes com os autores (revisdo e aceitacdo de artigos) se
realizardo pelo correio eletronico.

8) Os trabalhos apresentados para publicar serdo sub-
metidos a uma primeira avalia¢do interna de pertinéncia,
qualidade geral e categoria a cargo do Corpo Editorial e,
posteriormente a uma avaliagdo externa de pertinéncia e
qualidade cientifica pelos integrantes do Comité de Re-
visdo. O Comité de Revisdo esta integrado por reconheci-
dos especialistas nos temas de incumbéncia da RECyT.

9) O processo geral de avaliacao consiste numa exaus-
tiva revisao critica dos conteudos e da estrutura do artigo,
a sugestdo, o ndo, de sua publicacdo e eventuais corre¢des.

10) A Corpo Editorial se reserva o direito de rejeitar o
trabalho por ndo se ajustar as areas em referéncia, ndo cum-
prir as normas estabelecidas ou ndo possuir a qualidade
cientifica requerida. Também se reserva o direito de realizar
modificagdes menores de edi¢do para uma melhor apresen-
tagdo final do trabalho.

11) A Corpo Editorial notificara ao autor a aceitagdo ou
rejeicdo do artigo. Caso ser necessario lhe solicitara que
faga as modificagdes sugeridas para continuar com o0s
tramites pertinentes prévios a sua publicacao.

12) Os autores deverao realizar as corregdes ¢ modifi-
cacdes requeridas pela Corpo Editorial num prazo de 30
dias. Os autores poderao solicitar aclaragdes sobre as cor-
regdes. O CE decidira sobre o particular e realizara a re-
visdo do trabalho modificado.

13) A aceitagdo do trabalho em forma definitiva sera
comunicada por escrito aos autores. A partir desse momen-
to ndo se aceitardo modificagdes, exceto solicitude explici-
ta e fundamentada a Corpo Editorial.

14) Os trabalhos originais ficardo no poder da RECyT,
se publiquem ou ndo.

lll. Normas para a elaboracao de originais
Artigos

15) Os artigos completos deverdo ter no maximo 6.000
palavras, 12 figuras e até 20 paginas. A Corpo Editorial podera
aceitar trabalhos de maior extensdo em casos especiais.

Em todos os casos se deverao utilizar letra tipo Arial,
corpo 11 e formato de folha tipo A4, numeradas na margem

1- Um artigo se considera trabalho quando apresenta os resultados e conclusdes de uma pesquisa completa. Este tera categoria de Nota Técnica quando
apresente questdes como calibracoes, propostas metodoldgicas, opinides sobre normas, resolucao de problemas operativos, etc.
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inferior direita, com espagcamento duplo, sem separagdo
automatica de silabas no fim de linea e com as quatro mar-
gens de 2,5 cm.

16) As tabelas e figuras se deverdo inserir no texto do
artigo ¢ deverdo se colocar o mais perto possivel do sitio
no qual sdo nomeadas. Tendo em conta seu tamanho
poderdo se apresentar por separado, corretamente identifi-
cadas.

As figuras scaneadas deverao estar em formato TIFF e
EPS, com 300 dpi de resolugdo. A Corpo Editorial podera
pedir aos autores, uma vez aceito o trabalho, que fagam
entrega das imagens e os graficos do artigo, com o formato,
tamanho, dimensdes, resolucdo, etc. necessarios para a
edigdo.

17) Os artigos cientificos - técnicos escritos em espan-
hol e inglés se organizardo seguindo o esquema geral em
ordem sucessivo: titulo em espanhol, nome (s) de o (0s)
autor (es), nomes e enderecos da institui¢ao a qual pert-
encem, resumo e palavras-chave em espanhol, titulo em
inglés, resumo e palavras-chave em inglés.

Os artigos cientificos- técnicos escritos em portugués
se organizardo seguindo o esquema geral em ordem suces-
sivo: titulo em espanhol, nome (s) de o (0s) autor (es),
nomes e enderegos da instituicdo a qual pertencem, resumo
e palavras-chave em espanhol, titulo em inglés, resumo e
palavras-chave em inglés, titulo em portugués, resumo e
palavras-chave em portugués. Logo, no idioma que cor-
responder, introdugdo, materiais ¢ metodologia, resultados
e discussdo, (juntos ou separados), conclusdes, lista de
abreviaturas (se corresponder), agradecimentos, referencias
e apéndices ou anexos (se corresponder).

18) Titulo em espanhol: Devera ser breve (no maior a
15 palavras), conciso e dar conta de aspectos especificos
do trabalho. Devera se corresponder com o titulo em inglés
e/ou portugués.

19) Autores: Deverdo ser nomeados separados por
ponto e virgula. Primeiro os sobrenomes seguidos de vir-
gula, e a continuagdo, o primeiro nome e inicial do seg-
undo com um ponto.

20) Endere¢o: Em baixo dos autores se indicara a insti-
tuigdo a qual pertencem ou onde foi desenvolvido o tra-
balho. Caso os autores pertencam a diferentes instituicdes,
logo de cada nome se escreverd um numero entre parénte-
ses, se estabelecendo assim a referéncia as institui¢des e
seus respetivos enderecos. Sugere-se incluir os nomes das
se¢des ¢ dependéncias imprescindiveis. Indicar, entre
parénteses, os enderegos eletronicos pessoais.

21) Resumo em espanhol: Devera ser uma condensagao
de todas as partes do trabalho num méximo de 150 palavras
sintetizando os objetivos, a metodologia, os resultados e as
conclusodes. Deve se corresponder com o conteudo do Re-
sumo em inglés e/ou portugués.

22) Palavras - chave em espanhol: O artigo devera con-
ter 5 palavras-chave no idioma espanhol, que servirdo para
cataloga-lo nas bases de dados?.

23) Titulo em inglés: Devera ser breve (no maior a 15
palavras), conciso e dar conta dos aspectos especificos do
trabalho. Devera se corresponder com o titulo em espanhol
e/ou portugués.

24) Resumo em inglés (Abstract): Devera ser uma con-
densagdo de todas as partes do trabalho num maximo de
150 palavras, sintetizando os objetivos, a metodologia, os
resultados e as conclusdes. Deve se corresponder com o
contetudo do resumo em espanhol e/ou portugués.

25) Palavras - chave em inglés (Key words): O artigo
devera conter 5 palavras-chave no idioma inglés, que serdo
de utilidade para cataloga-lo nas bases de dados?.

26) Titulo em portugués: Devera ser breve (no maior a
15 palavras), conciso e dar conta dos aspectos especificos
do trabalho. Devera se corresponder com o titulo em es-
panhol e inglés.

27) Resumo em portugués (Resumo): Devera ser uma
condensagdo de todas as partes do trabalho num maximo
de 150 palavras, sintetizando os objetivos, a metodologia,
os resultados e as conclusdes. Deve se corresponder com o
contetdo do Resumo em espanhol e inglés.

28) Palavras - chave em portugués (Palavras - chave):
O artigo devera conter 5 palavras-chave no idioma portu-
gués, que servirdo para cataloga-lo nas bases de dados?.

29) Introdugdo: Deve apresentar com clareza o tema,
fazendo referéncia somente aos antecedentes bibliograficos
de interesse. Os objetivos e as hipdteses deverdo estar ad-
equadamente explicados.

30) Materiais e Metodologia: O trabalho devera de-
screver de maneira completa os materiais e metodologias
utilizados. As normas reconhecidas deverado ser citadas mas
ndo explicadas.

As técnicas publicadas deverdo apresentar em forma
resumida suas caracteristicas principais e as referéncias
correspondentes. Deverdo se detalhar todas as modificagdes
realizadas a qualquer norma o técnica’.

31) Resultados e Discussao: Estas duas se¢des poderao
se incluir juntas ou separadas. Os resultados serdo expostos
com estilo conciso e facilmente compreensivel. A discussao
dos resultados incluird a comparagéo com resultados prévi-
os (proprios ou de outros autores, com as referéncias cor-
respondentes). Devera - se evitar a duplicagdo de infor-
macao em tabelas e graficos.

32) Conclusdes: Devem se apresentar em paragrafos
curtos e concretos. Nao devem fazer referéncia a trabalhos
futuros nem a hipdteses ndo incluidas no trabalho.

33) Agradecimentos: Poderdo se incluir os 6rgdos que
financiaram o trabalho, assim como os colaboradores € o
pessoal técnico ou especializado, especificando as tarefas

2- Caso a disciplina que é abordada pelo artigo possua tesauros publicados, se sugere utiliza-los para a definicdo das palavras-chave.
3- O critério geral é que com os dados deste item se possa replicar corretamente o trabalho experimental.
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realizadas por cada um. Como referéncia institucional dos
autores se escrevera o nome completo da entidade ¢ a sigla
entre parénteses, por exemplo: Fundagdo de Amparo a Pes-
quisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP).

34) Referéncias: As citas bibliograficas deverdo se con-
signar com numeros correlativos, entre parénteses, de ta-
manho igual ao do texto. O texto pode incluir nomes de
autores, mas conjuntamente figurar o niimero de referéncia
bibliografica correspondente. No item correspondente, se
consignardo segundo a ordem na que aparegam no texto.

Nao se incluirdo referéncias que ndo figuram no texto.
As referéncias se colocardo segundo o estilo da disciplina
em questdo, figurando, em todos os casos: sobrenome e
iniciais dos nomes dos autores nessa ordem; nome da pub-
licagdo periddica completa ou com as abreviaturas oficiais,
volume, numero, pagina inicial e final, ano de publicacio®.
No caso de livros: nome, capitulo, editorial, pagina e ano
de edigdo. As paginas web deverdo ter a data de consulta.

Exemplos:

1. Atanassov, Z; Zheringe, P y Wharton D., Evaluation

of Wheat Response to Fusarium Head Blight Bases on

Seed Set., Appl. Environm, Chem. 48: p. 993—

998.1994.

2. Cole, R.J. y Cox R.H., Handbook of Toxic Fungal

Matabolites, Assoc.Press, New York. p 356-379.1981.

3. Cotty, P.J., Agriculture, Aflatoxins and Aspergillus in

The genus Aspergillus, K. A. Powll, Editor. Plenum

Press, New York. p 1-27.1994.

4. National Agricultural Statistics Service (1997) Crops

county data [Online]. Available at http://usda.mannlib.

cornell. edu/data—sets/crops/9X100 (verified 30 Nov.

1998).

35) Apéndices ou Anexos: Reservam-se para detalhar
técnicas originais utilizadas ou analises tedricos que seriam
de impedimento para seguir fluidamente o trabalho caso
foram inclusos no texto.

As tabelas dos apéndices podem levar numeros cor-
relativos com os do texto ou iniciar outra numeragao.

36) Figuras: As figuras (graficos, Quadros, fotografias,
outros) deverdo se numerar correlativamente em ordem de
aparicdo no texto e deverdo incluir um breve titulo expli-
cativo na parte inferior da figura. As imagens e fotografias
se designardao como figuras.

37) Tabelas: As tabelas deverdo se numerar correlativa-
mente segundo sua ordem de apari¢do no texto e de ma-
neira independente das figuras. Deverao incluir um titulo
explicativo na parte superior. Caso ser necessario se somara
no rodapé notas explicativas para esclarecer abreviaturas,
signos, medidas, outros, de maneira que o leitor possa com-
preender seu contetido sem ter que ir para o texto.

38) Formulas: As formulas e expressdes matematicas
deverio ser escritas deixando dois espagos sobre, embaixo
e entre cada uma delas. As formulas se ajustardo a margem
esquerda e serdo numeradas correlativamente e entre parén-
teses sobre a margem direita. Deve ficar definido o signifi-
cado e as unidades utilizadas em cada termo das ex-
pressdes.

39) Unidades: Deve se utilizar o sistema internacional
de unidades (SI).

40) Apresentar também:

- Um titulo resumido do trabalho, no maximo de 9 pa-

lavras.

- Dados dos autores: No maximo de 80 palavras. So-

brenome ¢ Nomes; Titulo de Graduagao ¢ Pds-gradu-

acdo; Cargo / Posigdo no local de trabalho; Categoria
no Sistema de Incentivos de Docentes—Pesquisadores

(se ¢ argentino) ou semelhante. Correio eletronico.

Notas técnicas

41) A Nota Técnica ¢ o formato de apresentagdo sug-
erido para pesquisas originais nos seguintes casos: Divul-
gacdo de novas metodologias, compara¢do do funciona-
mento de instrumentos ou técnicas, e descri¢dao dos resul-
tados experimentais de interesse para a comunidade cienti-
fica, quando ndo se possam realizar pesquisas completas
por alguma causa justificada. Deverdo se limitar a 10 pagi-
nas ou 3500 palavras, com ndo mais de 4 figuras e tabelas,
e nao mais de 15 referéncias, combinando resultados e
discussao numa so6 se¢do. As demais caracteristicas do for-
mato serdo iguais as dos artigos.

As Notas Técnicas sdo submetidas a0 mesmo processo
rigoroso de revisdo por pares que 0s artigos.

4- Além das que possuir assinatura, se poderao colocar referéncias inéditas ou em imprensa (indicando a revista em que se publicardo), comunicacdes

pessoais e paginas de Internet.
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CONFIRMACION DE AUTORIA Y DERECHOS DE PUBLICACION
al presentar un trabajo, completar y enviar por fax a la revista

Fecha:

Los autores del trabajo titulado:
confirman a través de sus firmas al final del texto que:

1. Este trabajo no fue enviado para publicacion a ninguna otra revista cientifica;

2. Cada autor leyo y aprobo el trabajo enviado;

3. Si el trabajo pudiera afectar los derechos humanos, o ser causa de un eventual dafio al medio ambiente, a los animales y/o a las generaciones
futuras, los autores deberan informar las previsiones tomadas para evitar riesgos emergentes y garantizar el buen uso y manejo de la informacion;

4. Eventuales contenidos del texto o figuras u otras partes del manuscrito tomados de otras publicaciones estan debidamente citados y en caso
necesario, los permisos para publicaciones de tales partes son de responsabilidad de los autores;

5. En el caso especifico de la Investigacion Biomédica, los investigadores deben conocer y realizar las salvaguardas previstas en todos los requisitos
éticos, legales y juridicos, establecidos en las normas bioéticas nacionales e internacionales';

6. Los autores no tienen conflictos personales, financieros u otro tipo de conflictos de intereses y no han realizado ningtin acuerdo que pueda
interferir con el acceso a los datos de la investigacion.
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CONFIRMATION OF AUTHORSHIP AND PUBLICATION REGULATIONS
When submitting a manuscript, please complete and fax to the journal

Date:

The authors of the manuscript entitled:
by signing at the end of this text, certify that:

1. This article has not been previously published and is not under consideration for publication elsewhere;

2. All authors have seen and approved the manuscript being submitted;

3. If the article affects the human rights in any way, or is a reason of possible damage to the environment, animals and/or future generations, the
authors will have to inform the precautions taken to avoid consequent risks and to guarantee the good use and managing of the information;

4. Contents of the text or fgures or other parts of the manuscript taken from other publications should be declared when submitting; and in such
a case, the permissions for publications of those parts are the author’s responsibility;

5. In the specifc case of the Biomedical Research, the investigators must know and be sure about all the ethical, legal and juridical requirements,
established in the national and international bioethical procedures?;

6. The authors have no personal, fnancial or another type of conficts of interests and have not assumed any agreement that could interfere with
the access to the information of the research.

Full Name Signature e-mail
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2- National: ANMAT 5330/97 file. International: Niremberg Code; Helsinski's declaration with modifications, Universal Declaration about Human Genome and Rights prooved by
UNESCO General Conference; on November 11th, 1997.



CONFIRMACAO DE AUTORIA E DIREITOS DE PUBLICACAO
Para apresentar um trabalho, preencher e enviar por fax a revista

Data:

Os autores do trabalho titulado:
Confirmam através de suas assinaturas no final deste texto que:

1. Este trabalho nao foi submetido para a publicagdo em nenhuma outra revista cientifica;

2. Cada autor leu e aprovou o trabalho submetido;

3. Caso o trabalho pudesse afetar os direitos humanos, ou ser causa de um eventual dano ao médio ambiente, a os animais ¢/ou as geragdes
futuras, os autores deverdo informar as previsdes necessarias para evitar riscos emergentes ¢ garantir o bom uso e emprego da informagao;

4. Eventuais conteudos do texto ou figuras ou outras partes do artigo retiradas de outras publicagdes estdo devidamente referenciados e, caso
necessario, as permissoes para publicacdes desses contetidos sdo de responsabilidade dos autores;

5. No caso especifico da Investigagdo Biomédica, os pesquisadores devem conhecer e realizar as salvaguardas previstas em todos os req-
uisitos éticos, legais e juridicos, estabelecidos nas normas bioéticas nacionais e internacionais’;

6. Os autores ndo tem conflitos pessoais, financeiros ou outro tipo de conflitos de interesses nem tem realizado nenhum convénio que possa
interferir com o acesso aos dados da pesquisa.

Nome e Sobrenome Assinatura Endereco eletronico

3- Nacionais: Disposicao ANMAT 5330/97. Internacionais: Cadigo de Nlremberg, Declaracdo de Helsinski e suas modificacdes, Declaracdo Universal sobre Genoma Humano
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