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A més de 10 afios de la Resolucidn de creacion de la entonces Facultad de
Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Nordeste, en los albores
de la década del'70, un lucido Docente de la Casa, que se habia iniciado en
tareas de Investigacién en la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universi-
dad Nacional del Litoral y perfeccionado en Centros de Estudios de Japon y
Alemania, ponia en marcha el primer proyecto de investigacion cientifica de
nuestra Casa de Estudios. Por suerte, y a pesar de las dificultades propias de
la Institucion Universitaria, la semilla plantada por el Ing. Alfredo Gonzélez
en el area de Celulosa y Papel no s6lo germingd, sino que crecid, fructificé y
se reprodujo adecuadamente. En efecto, y como resultado, también, de la ca-
pacitacion de algunos docentes en Centros de Estudios de Alta Complejidad,
del pais y del extranjero, se inician en la década del’70 proyectos de investi-
gacion en las areas de alimentos, de microbiologia y de medio ambiente.

La investigacion cientifica, que es impulsada en la Universidad por ser herra-
mienta idonea de la formacién de recursos humanos para docencia, naci6 en
nuestra Facultad estrechamente vinculada al sistema productivo provincial y
regional, cumpliendo asi la Universidad, el compromiso social con el desa-
rrollo y mejoramiento de la calidad de vida de la comunidad en la que se
halla inmersa. Esto se comprueba facilmente analizando los nombres de los
primeros proyectos de investigacion: en el Area de Celulosa y Papel: «Apro-
vechamiento integral de la madera del monte natural»; en Alimentos: «Esta-
cionamiento acelerado de la Yerba Mate»; en Microbiologia: «Fermentacion
acetobutilica del almidén de mandioca»; y en Medio Ambiente: «Calidad del
agua -quimica y bromatolégica- del rio Parand». Y el monte natural, la
mandioca, el rioy, sobre todo, la yerba mate, son pardmetros definitorios de
la arquitectura cultural y productiva de la Provincia de Misiones y del Nor-
deste Correntino.

La creacion de la Carrera de Bioguimica produce cambios pronunciados en
la estructura tipicamente ingenieril de la Facultad e incorpora nuevas areas
de investigacion. La incorporacion de «Farmacia» y de la Escuela de Enfer-
meria lleva a nuestra Casa de Estudios a comprometer su esfuerzo cientifico
y técnico con la Salud de la comunidad regional, estableciéndose convenios
con las autoridades nacionales y provinciales administradoras de la Salud y
creando nuevos proyectos de investigacion nacidos de la iniciativa y del com-
promiso de los propios docentes.

En esa etapa de nuestro crecimiento se decide crear el Centro de Investiga-
cién y Desarrollo Tecnolégico -CIDeT- como organismo asesor, orientador
y administrador de la actividad de Ciencia y Técnica cuyo Consejo Directi-
vo es elegido en forma directa por los docentes-investigadores.

La incorporacién de las Carreras de Biologia y de Genética terminan por
definir el perfil de nuestra Casa de Estudios. La naturaleza tipicamente aca-
démicay cientifica de estas carreras acentlla marcadamente el compromiso
de la Facultad con la Investigacion Cientifica, crece significativamente el
ndmero de proyectos de investigacion y se amplia marcadamente el campo
cientifico abarcado.



Por ultimo el Programa de Incentivos a los docentes investigadores instituido
por el Gobierno Nacional en 1993 logra movilizar toda la capacidad produc-
tiva de nuestros docentes e investigadores, siendo el resultado de los cuatro
ultimos afios un namero de trabajos de investigacion terminados, oscilante
entre 80 y 90.

A esta altura de nuestro crecimiento, el Consejo Directivo del CIDeT cree
oportuno crear la Revista de Ciencia y Tecnologia con el objetivo primordial
de ofrecer la posibilidad de completar el ciclo productivo de la tarea cienti-
fica y de desarrollo: publicar los resultados. Hoy, con inmensa satisfaccion e
inocultable orgullo, presentamos nuestro primer nimero. Como es facil de-
ducir, es el resultado del esfuerzo de muchas personas pero, muy particular-
mente, de los integrantes del Consejo de Direccién, que han puesto en esta
tarea no solo el tiempo robado a sus actividades particulares sino también el
quitado al descanso bien merecido. Y, estoy seguro, lo seguiran haciendo con
igual dedicacidn, tratando de mantener y, si es posible, mejorar la calidad de
la revista y el nivel cientifico-técnico de los trabajos publicados.

La calidad técnica y cientifica de los trabajos a publicar es un compromiso
que hemos asumido para con nuestra Institucién, para con nuestros docen-
tes e investigadores, para con los autores que quieren publicar en nuestra
revista y, sobre todo, para con nuestros lectores. Y creemos que los
parametros de calidad deseados se garantizan plenamente con la formacién
de un Consejo de Edicidn integrado por docentes e investigadores de exce-
lencia cientifica y probidad reconocidas. Con ese criterio hemos seleccionado
a cada uno de ellos con el aditamento, para asegurar imparcialidad, de que
son todos externos a nuestra Institucion.

A cada uno de estos hombres y mujeres, integrantes del Consejo de Edicion
de la Revista de Ciencia y Tecnologia, nuestro publico y sincero agradeci-
miento por aceptar acompafiarnos en el emprendimiento. Un agradecimien-
to extra para aquéllos a los que ya les hemos robado tiempo con la evaluacion
de estos primeros trabajos publicados hoy, y un pedido de disculpas si nues-
tra inexperiencia ha hecho engorrosa y mas pesada atin la tarea encomenda-
da. Y juntamente con el agradecimiento, el deseo que nos sigan acomparian-
do por mucho tiempo mas.

Por dltimo queremos agradecer a los autores que decidieron publicar en este
primer namero, esperamos que la revista sea del agrado de los lectores, de-
seamos nos hagan llegar criticas y sugerencias que crean oportunas, e invita-
mos a todos nuestros colegas, de la regidn, del pais y del exterior a que elijan
nuestra Revista de Ciencia y Tecnologia de la Facultad de Ciencias Exactas
Quimicas y Naturales de la UNaM para publicar los resultados de sus traba-
jos de investigacion y desarrollo.

Hasta el préximo numero. hd

Dr. ROGELIO SANTOS STAMPELLA
DIRECTOR CENTRO DE INVESTIGACION
Y DESARROLLO TECNOLOGICO



ABSTRACT

RESUMEN

CONTAMINACION FUNGICA DEL TE
CAMBIOS DURANTE LA ELABORACION
CONTROLADA DEL TE NEGRO

Tonon, Sergio A. / Marucci, Raul S. / Fontana, Jorge
Jerke, Gladis / Ferreras, Julian A.

Fungal contamination of Tea.
Changes during the controlled processing of black tea.

Standard analysis of black tea processed in the Province of Misiones, Argentina,
evaluate its intrinsic characteristics -color, flavor, fragrance and stringency- acquiring
a commercial classification in result of it. Biological or chemical contamination can alter
the quality of the raw material. Fungal growth during processing and storage is one of
the possibilities. The sub-tropical climate of the region and the mainly manual
processing of tea favors it. Due to the broad variety of fungal genera able to
contaminate plants and the absence of previous evaluation in the literature regarding
black tea, we have analyzed the contaminant fungi present in regional tea, sowed and
during processing in a pilot plant under controlled conditions of temperature and
relative humidity. The total fungal count of green leaves showed an average value about
35 X 103 CFU/qg. It continuously descended during processing, reaching a final value of
6 X 10% CFU/g during storage of black tea. The main contaminating genera were
Cladosporium, Trichophyton, Aspergillus, Fusarium, Penicillium and Microsporum. Being
Aspergillus, Fusarium and Penicillium, found in elevated percentages during storage.

KEYWORDS: Tea; contamination; processing; fungi; Misiones; Argentina.

El té procesado y envasado en la Provincia de Misiones esta sujeto a andlisis
organolépticos para la evaluacion de caracteristicas tales como color, sabor, aroma y
astringencia, entre otros, conduciendo a su posterior clasificacion comercial. Estas ca-
racteristicas deseables se ven alteradas generalmente por contaminacion de la mate-
ria prima con diversas sustancias producidas por eventuales contaminaciones quimicas
o biolégicas. Dentro de las alteraciones biolégicas posibles, se encuentran aquéllas
causadas por hongos contaminantes que se desarrollan durante las diversas etapas del
procesamiento del té. Este tipo de contaminacién se ve favorecido por el clima sub-
tropical y la practica semi-artesanal de procesamiento empleada en la regién. Dada la
amplia variedad de géneros y especies flingicos contaminantes de productos vegetales
y la virtual ausencia de evaluaciones previas de este sustrato en la literatura, realiza-
mos un relevamiento de la micoflora presente en té regional cosechado y procesado en
microsecadero piloto bajo condiciones de temperatura y humedad relativa ambiente
controladas. El recuento general indica una contaminacién promedio de 35 X 10° UFC/



g en la materia prima, con un descenso continuo durante la elaboracién hasta situar-
se en 6 X 10° UFC/g en el almacenamiento. La identificacién de los principales géneros

flngicos contaminantes destaca

la presencia de Cladosporium, Trichophyton,

Aspergillus, Fusarium, Penicillum y Microsporum. Siendo los géneros Aspergillus,
Fusarium y Penicillium, los principales contaminantes presentes en el producto alma-

cenado.

PALABRAS CLAVES: Té; contaminacion; elaboracién; hongos; Misiones; Argentina.

INTRODUCCION

El 90 % de las 50 mil toneladas anuales de té que
produce nuestro pais se realiza en la Provincia de
Misiones y el 10 % restante en la Provincia de
Corrientes, siendo una de las actividades agricolas
de mayor relevancia econémica en nuestra region.
El 80 % del volumen de la produccién anual, pro-
veniente de 9.000 productores tealeros, se destina
a la exportacion; correspondiendo al 3,3 % del
comercio mundial. De esta manera, nuestro pais
se posiciona en décimo lugar como productor y
en el séptimo como exportador. El té elaborado se
exporta a 20 paises, entre los que se destacan:
EE.UU. (60%), Chile (18%), Reino Unido (6%),
Rusia (6%) y Holanda (3%) entre otros [1].

La Camellia sinensis (L) O. Kutze es la especie
mas importante desde el punto de vista comercial,
pertenece a la familia de las Theaceas que abarca
aproximadamente 80 especies. Su principal area
de distribucion natural es la zona montafiosa del
Sudeste Asiatico por sobre el paralelo de 30° Lati-
tud Norte en una media luna que se extiende des-
de Japén a Nepal. En su estado natural puede al-
canzar el tamafio de un arbusto, hasta un peque-
fio arbol de 6 a 8 m de altura [2].

La mayoria de las plantaciones de té regionales
son originarias de semillas de calidad desconoci-
da. Como consecuencia de esto las plantaciones
de té de Misiones son de variedades heterogéneas
con aspectos fisicos y botdnicos muy diferentes
entre si: Assemicas (hoja ancha), China (hoja chi-
ca) y todos los hibridos intermedios [1; 2].

El sistema de elaboracidn del té negro consta
de varias etapas en las que se combinan y suceden
operaciones mecanicas y transformaciones fisico-
quimicas; el contenido de agua se reduce y la ma-
teria seca sufre cambios en su composicion [1].

Las caracteristicas del licor, que se obtiene del
producto final seco, son definidas en mayor medi-
da por los componentes de la hoja, tales como
polifenoles, sustancias pécticas, compuestos aro-
maticos y cafeina. Es asi que la elaboracién del té
es entendida como un proceso simple, pero que
debe efectuarse prestando particular atencién a
los numerosos factores que afectan al producto
final [2].

Las distintas etapas del procesamiento inclu-
yen los procesos de: 1) Marchitado, 2) Enrulado,
3) Fermentado, 4) Secado, 5) Despalado y Des-
fibrado, y 6) Tipificado.

ESQUEMA GENERAL DE ELABORACION DE TE NEGRO

Materia prima

marchitado

| almacenado |

enrulado

| despalado vy tipificado |

fermentado |

secado |




MARCHITADO

En este proceso, los brotes jovenes del té que
constituyen la materia prima, son marchitados
por espacio de 12 a 16 horas, generalmente me-
diante circulacion de aire forzado a temperatura
ambiente en catres de madera, a efectos de acon-
dicionarlos para la siguiente etapa [1].

ENRULADO

Durante esta etapa se inicia el proceso enzimatico,
por el cual los compuestos polifenélicos pertene-
cientes al grupo de las catequinas, son parcial o
totalmente oxidados; originando teoflavinas ama-
rillas o teorrubiginas rojas o marrones [1]. Para
ello se hacen pasar las hojas marchitadas a través
de un dispositivo de compresién rotativa. La fun-
cién del mismo es romper las células vegetales
para poner en contacto los jugos vegetales con las
enzimas contenidas dentro de las mismas, permi-
tiendo la oxidacion de los compuestos responsa-
bles del buen aroma del té. Luego se procede al ta-
mizado de la muestra a fin de disminuir la tempe-
ratura producida por friccién y facilitar la
aireacion de las células.

FERMENTADO

Luego del enrulado, el material disgregado y
acondicionado, pasa a la fermentacion, que con-
siste en una serie de oxidaciones y condensaciones
que generar, en tiempos variables, un producto
final de calidad relativa a la materia prima em-
pleada. Junto con la fermentacion se producen
otros cambios, entre ellos el desarrollo de los
compuestos aromaticos propios del té [1].

SECADO

En el momento adecuado, la fermentacion se de-
tiene completamente por medio de la remocion
de la humedad durante la operacion de secado.
Ademas de los procesos de deshidratacion e
inactivacion de la oxidacién enzimatica, algunas
catequinas contintian sus cambios quimicos. Ade-
maés, los azucares son caramelizados, con el resul-
tado del tipico aroma a caramelo del té seco. Por
medio del secado, no sélo se detiene el proceso de
fermentacidn, sino que se obtiene ademas un pro-
ducto seco, facil de manipular, apto para una con-
servacion mas o menos prolongada y listo para su

envasado y comercializacion [1; 2].

La Estacion Experimental Agropecuaria Cerro
Azul del INTA (Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria) ha implementado una planta pilo-
to a escala, para el procesamiento del té, estable-
ciéndose condiciones controlables a lo largo de
todo el proceso, con el propésito de optimizar las
diversas etapas con vista a la obtencion de un pro-
ducto de excelencia.

Las muestras de té elaboradas en esta planta
provienen, generalmente, de cultivos experimen-
tales propios de la Estaciéon y en el marco del pre-
sente estudio, dada la ausencia de estudios detalla-
dos acerca de la micoflora contaminante de té y
subproductos en la Provincia, se determind la ne-
cesidad de conocer el tipo y cambios de la conta-
minacidn flngica del sustrato durante las distintas
etapas de su procesamiento.

Si bien existen descripciones técnicas precisas
acerca de las operaciones involucradas en el pro-
cesamiento del té, por lo general el rango de hu-
medad, temperatura e higiene empleados en el
mismo varian ampliamente. Esta situacion, con-
duce a la generacidn de condiciones favorables
para la proliferacién de diversos géneros de hon-
gos contaminantes; los cuales mediante su creci-
miento en el sustrato en distintas etapas de su
procesamiento y posterior almacenamiento, pue-
den modificar mediante accion directa o indirec-
ta su calidad bromatolégica y comercial.

MATERIALES Y METODOS

El sustrato analizado provino de la plantacion de
té clonal de la Estacion Experimental INTA Cerro
Azul, Clon/semilla Policlonal 3-18, sembrada en
Nazareno, INTA, Cerro Azul, cosechado de ma-
nera mecéanica-manual.

Se analizaron 7 muestras en total, obtenidas
aleatoriamente durante las diversas etapas de pro-
cesamiento en planta piloto, mediante sonda
muestreadora cilindrica: 1) muestra verde, 2-5)
etapas de marchitado, enrulado, fermentado y se-
cado, respectivamente, y 6-7) té negro elaborado y
almacenado en latas, cosecha 91y 93, tipificacion
BOP y BOPF, respectivamente (Tabla I).

PREPARACION DE LAS MUESTRAS
ANALITICAS

De cada muestra general se tomaron aleato-
riamente y por duplicado, 50 g como muestras



MUESTRA Peso Total Humedad Tiempo de Caracteristicas de la Muestra
Relativa muestra Proceso
Muestra verde 2,430 Kg 80 % —_ Color verde
Hojas en buen estado
Marchitado 1,880 Kg 77 % 120 min. Color verde
Hojas apenas marchitas
Enrulado 800 ¢ 70 % 50 minutos Color verde-cobrizo
Aroma fuerte
Fermentado 810g¢g 65 % 45 minutos Color cobrizo
Aroma suave
Secado 800 g 3% 45 minutos Color cobrizo-fuerte.
(a98°C) Aroma a caramelo fuerte
BOP/ 91 5009 5% 5 afios almacenado Té negro elaborado
cosecha 1991
BOPF/ '93 500¢g 4% 3 afios almacenado Té negro elaborado
cosecha 1993

analiticas; se homogeneizaron en licuadora con
cantidad suficiente de agua peptonada estéril,
obteniéndose diluciones 101, 102 y 10 de cada
muestra, adecuadas al posterior proceso de re-
cuento e identificacion fungica. Luego de filtrar
los homogenatos por gasa estéril, fueron manteni-
dos en tubos plasticos con tapa a rosca estériles, a
4°C hasta su siembra [3; 4; 8].

SIEMBRA DE LAS MUESTRAS

En el secadero piloto de la Estacion Experimental
se sembraron las diversas diluciones con espétula
de Drigalski, por dispersion en superficie. Se uti-
lizaron placas de petri de 100 mm. de didmetro
conteniendo medio OGYE (Agar Glucosa Extrac-
to de levadura con Oxitetraciclina) o DRBC (Agar
Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol). Una vez
sembradas, rotuladas y secas, las placas se
recubrieron con polietileno y se guardaron en
heladera portatil a 4°C para ser transportadas has-
ta el laboratorio, en donde se incubaron en estufa
a 27 £+ 2°C, durante 7 a 14 dias [4; 7; 8; 10].

RECUENTO DE CEPAS FUNGICAS

Como técnica de recuento se empled la técnica de
dilucién en placas; procediéndose a contar las co-
lonias desarrolladas en las siembras a diversas di-
luciones y promediando los duplicados. Los resul-
tados se expresaron en unidades formadoras de

colonias/gramo de muestra analizada (UFC/g) [4-
7].

IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS
CEPAS CONTAMINANTES

Una vez realizado el recuento fungico general, se
sembraron en placas de OGYE y DRBC homo-
genatos representativos de 5 gramos de cada
muestra analitica; utilizando espatula de Drigalski
e incubandose en estufaa 27 + 2°C, durante 7 a 14
dias. Durante este tiempo se llevo a cabo el aisla-
miento de las cepas de crecimiento independien-
te, repicandolas a picos de flauta conteniendo
PDA (Agar papa-dextrosa), Agar papa zanahoria
y/o Agar jugo V8. La identificacion a nivel de gé-
nero de las cepas aisladas se realizd por observa-
cién de sus caracteristicas macroscépicas genera-
les y bajo lupa estereoscOpica, ademas de sus ca-
racteristicas microscopicas mediante las técnicas
de la cinta engomada y de microcultivo. Se utilizd
diversa bibliografia descriptiva de los principales
géneros fangicos [7; 9; 11-14].

RESULTADOS Y DISCUSION

RECUENTO GENERAL DE LA
MICOFLORA CONTAMINANTE

La materia prima, hojas y palos de té verde, pre-
senta un grado importante de contaminacién



fangica inicial con 35 X 10® UFC/g en promedio.
Se observo un descenso de la misma luego del
marchitado a 20 X 10% UFC/g en promedio, alcan-
zando sus valores mas bajos luego del secado, 6 X
10% UFC/g. Las muestras provenientes de lotes al-
macenados presentaron un grado de contamina-
cién similar a la procesada en el secadero piloto,
entre 6 y 8 X 10° UFC/g. Los datos generales del
recuento se presentan en la tabla Il.

El relevamiento de la flora flngica contami-
nante del té regional, nos permite evaluar la cali-
dad microbiol6gica inicial del sustrato y su sus-
ceptibilidad al ataque fungico durante su procesa-

miento y posterior almacenamiento. Debido a la
inexistencia de datos bibliograficos sobre esta te-
maética, los resultados obtenidos clarifican puntos
previamente estimados por comparacion a otros
productos similares.

Asi observamos que debido al tipo de cosecha
preferentemente manual y contacto directo con el
suelo regional, la materia prima posee niveles
apreciables de contaminacidn flngica inicial. Sin
embargo, ésta decrece rapidamente durante las
diferentes etapas involucradas en el proceso de
elaboracion, manteniéndose en niveles bajos du-
rante el almacenamiento.

Etapa Medio DRBC Medio OGYE Promedio
Muestra Verde 30;33;35;29 38;41,37;35 35
Marchitado 28;30;31;33 37;34;29;32 32
Enrulado 22:24:;22;20 26;24;23;24 23
Fermentado 15;16;13; 16 18;16;15; 18 16
Secado 6;4;4;5 8;6;7;7 6
Almacenado’91 8;7;5;8 9;10;12;7 8
Almacenado’93 7:5;5;6 6;4;7;9 6
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GRAFICO I: Evolucién de la contaminacién fangica durante el procesamiento piloto y almacenamiento de té regional



La naturaleza de los procesos involucrados en
la elaboracidn del té -tratamientos térmicos eleva-
dos y macerados- afectan directamente el grado
de contaminacién fingica presente en cada una
de las distintas etapas. Se establecen dos mesetas
en el descenso de la contaminacion; el inéculo ini-
cial de 30-35 X 10® UFC/g se reduce a 20 X 1C°
UFC/g luego del proceso de enrulado, posible-
mente por el calor generado por friccion mecani-
ca, para finalmente llegar a valores de 6 X 103
UFC/g luego del secado en horno con aire caliente
forzado. El anélisis de las muestras almacenadas
demuestra que el bajo contenido de humedad re-
lativa y por consiguiente el bajo aw del té negro
seco, contribuye como barrera fisico-quimica a la
colonizacion y contaminacion fungica, detectan-
dose niveles similares a los de la muestra reciente-
mente procesada y secada (6-8 X 102 UFC/qg).

IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LOS
PRINCIPALES GENEROS FUNGICOS
CONTAMINANTES

La identificacion a nivel de género de la flora
fungica contaminante presente en el procesa-
miento piloto del té y su almacenamiento, se deta-
llaen la Tabla IlI.

Se observé una alta incidencia de hongos de
los géneros Cladosporium (18-38%) y Trichophy-
ton, (15-22%) en las muestras tomadas durante el
procesamiento; siguiendo en importancia los gé-
neros Aspergillus (10-21%), Fusarium (9-18%),
Penicillium (6-11%) y Microsporum (4-8%).

En las muestras almacenadas, la distribucion
relativa de géneros fue diferente, teniendo pre-
ponderancia los Aspergillus (31-37%), Fusarium
(15-24%) y Penicillium (17-18%) sobre el género
Cladosporium (9-11%).

Los principales géneros fangicos contaminan-
tes representan una muestra tipica de los presen-
tes en el suelo regional, con predominio de Deute-
romicetes. El indculo inicial presente en la hoja
verde muestra una limitada variedad de géneros,
destacandose Cladosporium (31%), Trichophy-
ton (15%), Aspergillus (14%) y Fusarium (12%).

La evolucion de cada uno de estos géneros
durante el procesamiento muestra un comporta-
miento diferencial; mientras el género predomi-
nante Cladosporium disminuye del 37% en mues-
tra verde al 18% en el secado, los demas mantie-
nen o incluso aumentan su porcentaje relativo.
Esto podria relacionarse con una menor resisten-
cia térmica del género mencionado frente a los
demés contaminantes presentes (Grafico I1).
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GRAFICO II: Evolucién de los principales géneros fingicos durante el procesamiento piloto de té regional
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Tabla Ill: Recuento e identificacién de los principales géneros fungicos contaminantes

de las distintas etapas del procesamiento piloto y el almacenamiento del té

Géneros Muestra Marchitado Enrulado Fermentado Secado Almacenado | Almacenado
Verde 91 93
Cladosporium | 50 (30,7%)® | 45 (37,8%) 22 (24,7%) 14 (26%) 7 (18,4%) 6 (11%) 5 (9,2%)
Trichophyton 25 (15%) 23 (19,3%) 19 (21,3%) 12 (22%) 7 (18,4%) 4 (6,9%) 1 (1,8%)
Aspergillus 23 (14%) 15 (12,6%) 10 (11,4%) 7 (13%) 8 (21%) 18 (31%) 20 (37%)
Penicillium 10 (6%) 8 (6,9%) 5 (5,6%) 5 (9,3%) 4 (10,5%) 10 (18%) 9 (17%)
Fusarium 20 (12,3%) 10 (8,4%) 10 (11,4%) 9 (16,7%) 7 (18,4%) 9 (15%) 13 (24%)
Microsporum 8 (5%) 5 (4,2%) 5 (5,6%) 3 (5,5%) 3 (7,8%) 1(1,7%) 1 (1,8%)
Curvularia 5 (3,3%) 3 (2,5%) 2 (2,2%) 1 (2%) 0 2 (3%) 0
Gliocladium 3 (0,5%) 1 (0,8%) 1 (1,1%) 0 0 1(1,7%) 0
Pseudoallescheria 3 (1,8%) 1 (0,8%) 0 0 0 2 (3%) 0
Levaduras 8 (5%) 1 (0,8%) 0 1 (2%) 0 3 (4%) 2 (3,7%)
Sin identificar 3 (1,8%) 3 (2,5%) 6 (6,7%) 0 0 1(1,7%) 1(1,8%)
Otros 5 (3,3%) 4 (3,4%) 9 (10%) 1 (2%) 2 (5,5%) 1(1,7%) 2 (3,7%)
TOTAL 163 119 89 54 38 58 54

Otros: Rhizopus, Alternaria, Trichoderma, Trichotecium, Botritis, Aerobasidium, Scopulariopsis, Epidermophyton.

(a) Numero de cepas independientes aisladas, (b) Porcentaje relativo en las muestras de dicha etapa.

En las muestras almacenadas, se observa una materia prima va siendo procesada y por consi-
preponderancia de los géneros denominados “de  guiente perdiendo humedad relativa, hasta alcan-
almacén” Aspergillus, Fusarium y Penicillium. La zar porcentajes importantes (34-17%) en el pro-
presencia relativa de estos contaminantes va to- ducto almacenado (Gréfico Il1).
mando paulatina importancia a medida que la
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La presencia de esporas de estos hongos en el
té almacenado puede representar un problema
desde el punto de vista bromatolégico. La mayo-
ria de las especies pertencientes a los mencionados
géneros tienen la capacidad de sintetizar metabo-
litos secundarios téxicos, denominados mico-
toxinas [15]. Las mismas representan un riesgo
potencial a la salud humana y animal, por lo que
diferentes paises han implementado programas de
control de micotoxinas en diferentes alimentos,
preferentemente cereales y oleaginosas. Diversos
estudios en nuestro laboratorio contindan anali-
zando las especies contaminantes aisladas y su po-
tencialidad micotoxigénica; teniendo en cuenta
que la mayoria de las micotoxinas son termo-
resistentes, pudiendo resistir los procesos de ela-
boracion y encontrarse presentes de manera
inalterada en el producto final.

Dada la amplia variedad de esquemas de pro-
cesamiento del té empleados en nuestra region,
estamos, ademas, realizando un estudio mico-
I6gico comparativo entre establecimientos pro-
ductores y el microsecadero piloto, para poder
generar un esquema regional de la contaminacion
fangica de este producto. i
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ABSTRACT

RESUMEN

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE
SALMONELLAS Y PSEUDOMONAS EN
CANALES DE POLLOS REFRIGERADAS
PROCEDENTES DE MISIONES (ARG.)

Benassi, F. / von Specht, M. / Garcia, M. / Pucciarelli, A. / Zubreski, E.

ISOLATION FREQUENCY OF SALMONELLA AND PSEUDOMONAS IN REFRIGERATED RAW
CHICKEN CARCASSES FROM MISIONES (ARGENTINA)

The research was focused on the ocurrence of psychrotrophic microorganisms, Salmo-
nella and Pseudomonas in raw chicken carcasses from a poultry processing plant of
Misiones, Argentina.

Microorganisms were removed from carcasses by the rinse method. Plate counts of
psychrotrophic microorganisms were performed by plating Plate Count Agar (total
microorganisms), Calcium Caseinate and Milk Agar (proteolytic psychrotrophic), Butter
Agar and Triolein Agar (lipolytic psychrotrophic). Pseudomonas spp. were recovered
from plates of Cetrimide Agar.

Elevated temperature technique for the isolation of Salmonella spp. was applied. The
methodology consisted in applying an enrichment procedure by using Selenite-Cystine
and Rappaport-Vassiliadis Broth. Salmonella organisms were recovered by streaking
plates of Bismuth Sulphite Agar (BS), Xylose Lysine Deoxicholate Agar (XLD), and Eosin
Methylene Blue Agar (EMB).

Out of 52 refrigerated carcasses (-2°C), Salmonella spp. were isolated from 12,5% of the
samples Balmonella Enteritidis (82%), Salmonella Hadar (18 %)]. Best isolation fre-
quency of Salmonella spp. was obtained when the combination of RV Broth and XLD
Agar was used. Also, Pseudomonas fluorescens (70,7 % ) and Pseudomonas putida
(19,5 %) were identified.

Average plate count of total psychrotrophic microorganisms was 1,7 x 108 UFC/ml,
proteolytic psychrotrophic prevailed among the studied samples.

These results show an important raw chicken carcasses contamination, therefore
measures should be taken in order to correct this situation.

KEY WORDS: Chicken carcasses. Salmonella. Pseudomonas. Psychrotrophic microor-
ganisms.

Se investigo la presencia de microorganismos psicrotrofos, Pseudomonasy Salmonella
en canales de pollos refrigeradas, provenientes de una planta faenadora de la provin-
cia de Misiones.



La toma de muestras se realizé por el método del lavado de cada canal. Se efectuaron
recuentos de microorganismos Psicrotrofos Totales (Plate Count Agar - PCA),
Psicrotrofos Proteoliticos (Agar Leche y Agar Caseinato de Calcio), Psicrotrofos
Lipoliticos (Agar Manteca y Agar Trioleina) y aislamiento vy tipificacion de microorganismos
pertenecientes a los géneros Pseudomonas (Agar Cetrimide) y Salmonella en caldos:
Selenito-Cistina (SC) y Rappaport-Vassiliadis (RV) y placas de: Agar Bismuto - Sulfito
(BS), Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD), Agar Eosina Azul de metileno (EMB).
Sobre un total de 52 canales evisceradas refrigeradas (-2°C), se aislé Salmonella en el
12,5% de las mismas [S. Enteritidis (82%), S. Hadar (18 %)]. La mejor combinacion de
medios resultd: Caldo RV / Agar XLD. Las especies del género Pseudomonas identifica-
das fueron P. fluorescens (70,7 %) y P. putida (19,5 %). El promedio de los recuentos
psicrotrofos totales fue de 1,7 x 106 UFC/mI, con predominio de flora proteolitica.
Los resultados demuestran una importante contaminacion de las canales, lo que hace
necesario aplicar medidas correctivas para optimizar la calidad del producto refri-
gerado.

PALABRAS CLAVES: Canales de pollos. Salmonella. Pseudomonas. Microorganismos al-

terantes.

INTRODUCCION

La industria aviar constituye una importante acti-
vidad econémica en el pais. En nuestro medio se
considera de gran interés la actividad avicola y en
los tltimos afios se ha verificado un aumento sos-
tenido del consumo de carne de pollo.

Las bacterias alterativas psicrotrofas, entran a
la planta procesadora en las patas y en las plumas
de las aves, y en menor numero en el suministro
de agua y de hielo. Posteriormente se multiplican
sobre las superficies sucias del equipo, en los tan-
ques de agua helada y sobre la superficie de las
aves. Los microrganismos psicrotrofos, juegan un
rol significativo en procesos de deterioro a bajas
temperaturas. Su presencia en alto namero puede
causar diversos tipos de alteraciones en las canales
evisceradas refrigeradas, que se manifiesta por
malos olores, seguidos por la formacién de limo y
diversos cambios en la coloracién de las carcasas,
durante el periodo de almacenamiento, y a la vez
indica un manejo sanitario deficiente [1, 2].

A medida que las bacterias se multiplican, el
pH se eleva y aumenta la cantidad de amoniaco y
compuestos afines, aunque estos cambios no son
marcados hasta que el nivel de bacterias
psicrotrofas no sobrepasa 108 UFC/mI [2, 3].

Uno de los principales factores que influyen en
el crecimiento bacteriano de canales refrigeradas,
es la carga inicial de microorganismos psicro-
trofos alterativos. Si ésta es elevada, el tiempo de
latencia se acortard, y por tanto la vida util sera
menor [2, 4].

La mayor parte de los autores [1-5], coinciden
en que el principal agente causal de deterioro a
bajas temperaturas es el género Pseudomonas. Se-
gun la ICMSF [2], también intervienen especies
de los géneros Alteromonas, Acinetobacter y
Moraxella.

El género Salmonella comprende especies
patdgenas que ocasionan enfermedades entéricas
en el hombre [6-9], siendo las principales causas
la ingestion de agua y alimentos contaminados.

Se considera a la carne de pollo como uno de
los vehiculos importantes para la transmision de
Salmonella en humanos [10, 11].

Debido a que en nuestra zona no se han reali-
zado hasta el presente, estudios microbiolégicos
durante el procesamiento en planta, se procedio a
investigar microorganismos psicrotrofos totales,
proteoliticos, lipoliticos y presencia de Salmonella
y Pseudomonas en canales de pollos refrigeradas,
provenientes de una planta procesadora de la pro-
vincia de Misiones, con el fin de contribuir a
optimizar la calidad del producto refrigerado.
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MATERIALES Y METODOS
RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Se realizaron 13 operaciones de muestreo en el
periodo marzo-diciembre de 1994. Cada mues-
treo consistié en la toma de 5 canales de pollo
evisceradas de la cdmara (-2°C) de la Planta
Faenadora. Se colocaron en bolsas de polietileno
estériles y se trasladaron refrigeradas para ser pro-
cesadas inmediatamente en el laboratorio.

Investigacion de microorganismos psicrotrofos.
Se procedi6 de acuerdo con la siguiente
metodologia [12-16]:

Toma de muestra. Por el método no destructivo
del lavado de cada canal con 300 ml de Agua de
Peptona al 1% (suspension madre).

Preparacién de las diluciones. A partir de la sus-
pensién madre se efectuaron diluciones 10, 102,
103, 10* y 10" empleando Agua de Peptona al
0,1%.

Psicrotrofos totales. Se inocularon por duplicado
placas de PCA, mediante el método de siembra en
volumen [17].

Psicrotrofos proteoliticos. Se inocularon en su-
perficie y por duplicado placas de Agar Caseinato
de Calcio y Agar Leche. Se efectuaron recuentos
de colonias que presentaron halos debidos a la
protedlisis.

Psicrotrofos lipoliticos. En placas de Agar Man-
teca y Agar Trioleina, por duplicado. Se contaron
colonias que presentaron halos de lipdlisis [18].
Condiciones de cultivo. En todos los casos la
incubacion se realizé a 7°C durante 10 dias, efec-
tuandose luego los recuentos correspondientes.
Pseudomonas psicrotrofas. Se inocularon en su-
perficie, placas de Agar Cetrimide (AC). Se incu-
baron a 7°C durante 10 dias. Se seleccionaron co-
lonias caracteristicas en Agar Infusion de Cerebro
y Corazon, se incubaron 24 horas a 30°C y se efec-
tuaron las siguientes pruebas bioquimicas [19]:
Tincion de Gram, prueba de la oxidasa, prueba de
la catalasa, formacion de H2S, movilidad, O/F
(oxidacién fermentacion) fermentacion de los si-
guientes compuestos: glucosa, inositol, sorbitol,
manitol, ramnosa; produccion de indol, de lisina
descarboxilasa y de fenil alanina deaminasa.

Las cepas presuntivas de género Pseudomonas, se
enviaron al Instituto Nacional de Microbiologia
«Dr. Carlos G. Malbran», para confirmacion
bioquimica.

Investigacion de Salmonella: Para aislamiento y
tipificacion se procedi6 de acuerdo con la siguien-
te metodologia [19-24]:

Toma de Muestras. La toma de muestras se reali-
z6 por el método no destructivo del lavado de
cada canal, utilizando 300 ml. de caldo peptonado
bufferado en bolsas de polietileno estériles.

a) Preenriquecimiento. En caldo peptonado
bufferado, incubado a 37°C, durante 24 hs.

b) Enriquecimiento selectivo. Se sembraron al 10
% caldos Selenito-Cistina (SC) y Rappaport-
Vassiliadis (RV), que se incubaron durante 48 hs.
a41,5°C.

c) Aislamiento. Se utilizaron placas de los si-
guientes medios: Agar Bismuto-Sulfito (BS),
Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD), Agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) y Agar Verde Bri-
Ilante-Rojo fenol-Lactosa-Sacarosa (BPLS). Se in-
cubaron a 37°C por periodos variables segin re-
guerimientos. Los ensayos se realizaron por dupli-
cado. De cada placa se aislaron 5 colonias que se
sembraron en Agar Tripticasa Soya ( TSA), con el
fin de lograr cultivos adecuados para realizar las
pruebas bioquimicas.

d) Identificacion primaria. Se realizaron las si-
guientes pruebas: oxidasa, ureasa, fenil-alanina
deaminasa, fermentacidn de hidratos de carbono:
glucosa, lactosa, sacarosa; produccién de
sulfhidrico; lisina decarboxilasa, produccion de
indol; pruebas de Voges-Proskauer y licuefaccion
de gelatina. Se efectuaron las pruebas de beta-
galactosidasa (ONPG) y utilizacion de citrato con
cepas lisina decarboxilasa negativas.

e) Tipificacion seroldgica. Fue realizada en el
Centro Nacional de Referencia de Enterobacterias
del Instituto Nacional de Microbiologia «Carlos
G. Malbran», utilizando sueros somaticos y
flagelares polivalentes, monovalentes y factores.
La identificacion de serovariedades se realizo de
acuerdo con los criterios de Popoff y Le Minor.
f) Anadlisis Estadistico. Se utiliz6 el Test de
Student para comparar los valores medios de
psicrotrofos proteoliticos y lipoliticos y el test de
las proporciones para evaluar la combinacion de
medios [25].

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislé Salmonella en el 12,5 % de las canales. La
identificacion seroldgica demostrd la presencia de
Salmonella Enteritidis (82%) y Salmonella Hadar
(18%).



S. Hadar 18%

S. Enteritidis 82%

GRAFICO 1. Aislamientos de Salmonella. Porcentajes.

La eficiencia de aislamiento de los medios de cultivo se aprecia en el cuadro 1. La combinacién mas
adecuada resultd XLD - SC (p<0,05).

CALDOS DE MEDIOS DE AISLAMIENTO TOTAL
ENRIQUECIMIENTO XLD EMB BS BPLS (%)
SC 40% 27% 13% 0% 80%

T 0% 2% 0% 0% 2%

RV 16% 0% 2% 0% 18%

Se identificaron Pseudomonas fluorescens (70,7%), Pseudomonas putida (19,5%) y Stenotrophomonas
maltophilia (9,8%) lo que se ilustra en el gréfico 2.

S. maltophilia 10%

Ps. putida 19% Ps. fluorescens 71%

GRAFICO 2. Distribucién de Pseudomonas spp en canales de pollos evisceradas refrigeradas.



El promedio de los recuentos de psicrotrofos
totales fue de 6,2 x 10° UFC/ml, con una minima
de 2,3x10° UFC/g y maxima de 3x107 UFC/g. El
coeficiente de variacidn resulto elevado en todos
los casos, dando valores entre 100 y 240.

Las diferencias entre los valores medios de
psicrotrofos proteoliticos (2,9x10* UFC/g) vy
lipoliticos (2,0x10% UFC/g), demuestran predomi-
nio de los primeros (p<0,004).

Los resultados obtenidos muestran una im-
portante contaminacion de las canales de pollos,
lo que hace necesario la aplicacion de medidas
correctivas a través de la aplicacion del analisis de
riesgos y puntos criticos de control como asi tam-
bién, introducir innovaciones durante el faena-
miento de las canales de pollos, como ser el trata-
miento con compuestos organicos de manera tal
de minimizar la contaminacion en el producto fi-
nal [5].

Seglin Ayres y colaboradores [2], para una car-
ga microbiana inicial comprendida entre 103 y 10*
UFC/g, el periodo de vida Gtil a 4°C es de una se-
mana. En nuestro caso, la carga microbiana inicial
oscila entre el orden de 10°y 10 UFC/qg, lo que
asegura una vida Util de 2 a 5 dias. b
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ABSTRACT

RESUMEN

CONTROL DE LA CALIDAD HIGIENICA
DE HELADOS ARTESANALES EN
POSADAS, MISIONES

von Specht, Martha / Amer, Lidia / Maubecin, Elsa
Alonso, Roxana / Bargardi, Severino.

HYGIENIC CONTROL ON ICECREAM FACTORY STORES IN POSADAS, MISIONES.

With the purpose of assesing the hygienic quality on icecream production and selling
conditions, 47 icecream samples from three different stores in the city of Posadas were
examined during the period 5/95 to 3/96.

Total mesophilic aerobic microorganisms, coliforms, thermotolerant coliforms,
Escherichia coli, and Staphylococcus aureus counts were carried out, and Salmonella
sp searched for.

All samples showed total mesophilic, on a 102 to 104 UFC/g average rate, a 7 to 93
NMP/g coliforms and no thermotolerant coliforms, E. coli nor Salmonella sp were
found. Although these microorganisms were not isolated, it is absolutely necessary to
evaluate them in case of food diseases outbreak.

For the S. aureus counts, two methods described by Food and Drug Administration
(FDA) were used and it turned positive in two samples: in one 10 UFC/g and in the other
2 to 10/g (NMP)

All samples showed lower levels than the maximum ones allowed by the Argentinian
Food Code for icecream production.There were no season difference from the
microbiological point of view along the year.

Key Words: Hygienic Control; Bacterias in icecream factory; Salmonella sp in icecream.

Con el propodsito de conocer la calidad higiénica en helados de fabricaciéon artesanal y
formas de comercializacion, se examinaron 47 muestras de helados en tres heladerias
de Posadas (Misiones) durante el periodo 5/95 al 3/96.

Se realizaron recuentos de microorganismos mesofilos aerobios totales, coliformes,
coliformes termotolerantes Escherichia coli, Staphylococcus aureus y se investigé
Salmonella sp.

Todas las muestras presentaron microorganismos mesofilos totales, en un rango com-
prendido entre 102y 10* UFC/g, coliformes de 7 a 93/g y no se detectaron coliformes
termotolerantes, E. coli ni Salmonella sp. A pesar de no haberse aislado estos gérme-
nes es necesario tenerlos presentes siempre y estar preparados para casos de brotes
de enfermedades de transmisién alimenticia.

Para el recuento de S. aureus se usaron dos métodos recomendados por la Food and
Drug Administration (FDA) y resultd positivo en dos muestras, en una con 10 UFC/g y
otra entre 2 y 10 /g (NMP)



Todas las muestras alcanzaron resultados inferiores a los maximos permitidos por el
Cadigo Alimentario Argentino para helados de elaboracién artesanal. No se observo
diferencia estacional, desde el punto de vista microbioldgico, en todo el afio.

Palabras Claves: Higiene en helados; Helados artesanales; Salmonella sp en helados.

INTRODUCCION

Debido a la necesidad de aportar una base real de
lo que acontece con alimentos no carnicos en esta
provincia, dado que no se cuenta con datos esta-
disticos o trabajos sobre el tema, se procedié a
realizar un estudio de la calidad microbioldgica de
helados de elaboracion artesanal desde mayo/95 a
marzo de 1996.

La calidad higiénico sanitaria se evalué me-
diante las siguientes determinaciones: a) Recuento
de Microorganismos Aerobios Meséfilos Totales
(MT); b) Recuento de Coliformes (C); ¢) Recuen-
to de Coliformes termotolerantes (CT) y E. coli;
d) Recuento de S. aureus; e) Investigacion de
Salmonella sp.

Teniendo en cuenta el gran consumo de hela-
dos en esta ciudad durante todo el afio, se concen-
tré la tarea a comprobar la higiene de la fabrica-
cion, y el posterior expendio de los mismos, a fin
de aportar datos a los medios e instituciones en-
cargadas del control oficial y asesoramiento técni-
co a las fabricas.

Es importante tener en cuenta la posible con-
taminacidn exdgena a través del factor humano
(1) o la contaminacién post pasterizacion proce-
dente de las superficies de contacto del equipo y
también de las frutas, nueces, colorantes, aroma-
tizantes que pueden contribuir a la contamina-
cién del producto, sobre todo si la adicién se efec-
tda después de la pasterizacion.

Se sabe de la importancia del consumo de ali-
mentos de buena calidad para resguardar la salud
de la poblacién. En nuestra zona, las diarreas in-
fantiles son muy frecuentes y originadas por cau-
sas diversas, entre ellas los helados; ello debe indu-
cir a efectuar controles de calidad frecuentes y es-
tar alertas a los brotes de enfermedades de trans-
misién alimenticia (ETA).

La microflora de los helados antes de la
pasterizacidn es la que procede de los diversos in-
gredientes; sin embargo, no suelen ocurrir altera-
ciones, debido a que la mezcla debe ser pasteriza-
da a temperaturas mas altas que las que se utilizan

para la leche, y ademés durante el congelamiento
hay una desintegracion de las células microbianas
por efecto del movimiento rapido de los cristales
de hielo (2).

La masa de helado liquido constituye un me-
dio de cultivo donde puede ocurrir un rapido cre-
cimiento microbiano, mientras que en el helado
duro (-20°C), la baja temperatura y la baja activi-
dad de agua impide la proliferacion microbiana.
No obstante, no debe existir una demora entre la
pasterizacion y la congelacién para que no se pro-
duzca alteracién, a menos que se vaya a utilizar
como helado blando, el cual esta a una temperatu-
ra de -6°C a -7°C.

Las ETA causadas por Staphylococcus aureus,
son debidas a la contaminacidn post-proceso que
permite su crecimiento, o en su defecto, a la apor-
tada por la leche, ya que la enterotoxina estafilo-
cécica (3) es termoestable y resiste al tratamiento
térmico de la pasterizacién (4), lo que no ocurre
con las enterotoxinas de Salmonella sp, las que son
termosensibles.

La presencia de Salmonella spy S. aureus en
helados, como también de una flora acompafante
en proporciones mayores a las permitidas, atentan
a la salud publica y son un claro indicio de una
labor descuidada en los puntos criticos que se
debe analizar y prevenir comunicando a los fabri-
cantes para no incurrir en errores por desconoci-
miento y en otros casos motivados por factores
econémicos personales.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

Se examinaron 47 muestras de 500 gramos cada
una de helados de fabricacién artesanal a base de
crema de leche, procedentes de 3 heladerias de la
ciudad de Posadas, con muestreos semanales, du-
rante el periodo entre mayo/95 y marzo/96. Las
muestras fueron tomadas directamente de los es-
tablecimientos tal como se comercializa al pabli-
co, se transportaron refrigeradas y se analizaron
de inmediato a su arribo al laboratorio.



ANALISIS MICROBIOLOGICOS:

Se homogeneizaron por agitacién 25 g con 225 ml
de agua peptonada (AP) al 0,1% (5), y se efectua-
ron los siguientes recuentos: microorganismos
aerobios mesofilos totales (agar para recuento en
placa, PCA), (UFC/g); coliformes y coliformes
termotolerantes (caldo lauril sulfato , LST; caldo
verde brillante lactosa bilis, BGLB) (NMP/g); E.
coli, biotipo 1, (BGLB, agar eosina azul de
metileno, EMB; IMViC).

DETERMINACION DE SALMONELLA SP
Se realiz6 el pre-enriquecimiento no selectivo en
AP al 1% (24 hs a 35-37°C). Luego se sembraron
los cultivos en dos caldos de enriquecimiento se-
lectivo: selenito cistina (SC) y tetrationato (TT) .
Se incubaron durante 24 horas a 43°C.

Para el aislamiento de Salmonella se utilizaron
los siguientes medios selectivos: EMB, Agar
Salmonella Shigella (SS), agar bismuto sulfito
(BS), agar verde brillante (VB), agar xilosa lisina
desoxicolato (XLD) y se incubaron entre 35y 37
°C durante 24 -48 horas. Las siembras se efectua-
ron por duplicado.

De cada una de las placas, se aislaron 5 colo-
nias presuntivas de Salmonella, previa purifica-
cion de las mismas, se sembraron en tubos de agar
triple azlcar hierro (TSI) y agar lisina hierro
(LIA) y se incubaron durante 24 horas a 37°C.
Luego se continué con la identificacién
bioguimica y serolégica de las mismas (oxidasa,
ureasa, indol, rojo de metilo,Voges Proskauer,
citrato, fermentacién de glucosa, lactosa, sacarosa,
gas de glucosa, SH2)(6). La tipificacion seroldgica
de las cepas de Salmonella se efectué con anti-
sueros polivalentes provistos por el Instituto Na-
cional de Microbiologia Dr. Carlos G. Malbran,
Bs. As.

DETERMINACION DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Para esta determinacion se emplearon dos méto-
dos (2): 1) Recuento en placas y 2) NMP. En am-
bos casos con 10 g de muestra en 90 ml de agua de
peptona salada al 0,1% con pH 7 (7).

1) Recuento en placas: A partir de la suspension
madre homogenizada, se prepararon diluciones
seriadas al décimo en agua de peptona salada al
0,1%. Se sembraron en placas agarizadas de me-
dio de Baird Parker, adicionadas de telurito y
yema de huevo. Se incubaron 48 hs a 37°C y se
efectuaron los recuentos. Las colonias tipicas se

repicaron para su confirmacién en caldo de
infusion de cerebro y corazén. Previa observacion
microscopica de los preparados coloreados por
Gram, se efectuaron las siguientes determinacio-
nes: catalasa, la coagulasa en tubo y la utilizacion
anaerobica de la glucosa. (8).

2) Técnica del NMP (9,10): Se utiliz6 caldo
tripteina soja (CTS) con 10% de CINay 1% de
piruvato de sodio y se incubaron durante 48 horas
a 37°C. Se estriaron luego placas de Baird Parker,
y se incubaron a 37°C durante 48 horas. Se confir-
maron como se indicd anteriormente.

RESULTADOS

Los resultados de las 47 muestras analizadas se
observan en las Tablas N° 1y 2.

Salmonella sp no se aisl6 en los 47 muestreos
analizados, pero se recuper6 la cepa patrén de
Salmonella Enteritidis en los ensayos realizados.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El recuento de microorganismos aerobios mesd-
filos totales encontrados esta en un rango de 10% y
10* UFC/g y no sobrepas6 el limite establecido por
el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) para el
ndmero maximo de bacterias permitidas en hela-
dos de elaboracién artesanal (no > 2 x 10%/g) pero,
segun bibliografia, el recuento total de aerobios
tras la pasterizacion no deberia ser mayor de unos
cientos por mililitro de muestra (11, 4).

En lo referente al grupo coliforme, en algunos
Cadigos de Salud Publica de los Estados Unidos se
propusieron para este grupo, valores entre 10y 20
bact/g (2) y el CAA sefiala que no debe ser mayor
de 1,5 x 102 bact/g (11). Nuestros valores oscilan
entre 7 y 93 bact/g.

En base a estas comparaciones los helados es-
tudiados poseen una calidad higiénica adecuada a
nuestro CAA.

Los recuentos de S. aureus por los métodos
usados dieron 10 UFC/g y otro entre 2 y 10/g
(NMP), resultados éstos que se encuentran dentro
de lo permitido por el CAA (11) que establece
menos o igual a 5 x 102 NMP/g y son concor-
dantes con otros estudios llevados a cabo por in-
vestigadores argentinos en helados artesanales, 1o
que en cierta forma sefiala que los helados estu-
diados poseen una buena calidad higiénica. Para
realizar este tipo de anélisis recomendariamos la
técnica del NMP debido a la baja cantidad de gér-
menes encontrados (9, 10). Consideramos tam-



TABLA NO°1: Recuento de bacterias aerobias meséfilas totales y S. aureus

en helados artesanales. Periodo Mayo 1995 - Marzo 1996

MUESTRAS Distribucién de los recuentos: % DE MUESTRAS
No positivas (UFC/9)
No Analizadas Mesofilos Totales
6/47 10 -102 13
31/47 102 -108 65
10/47 103 -104 22
Staphylococcus aureus
1/24* < de 10 4

* En las primeras 24 muestras. Método de recuento en placas (B.Parker).

TABLA NO°2: Recuento de coliformes, coliformes termotolerantes, E. coli y

S. aureus en helados artesanales. Periodo Mayo 1995 - Marzo 1996

TIPO DE RECUENTO Distribucién de los recuentos % (N° positivas
(NMP/g) Mesdfilos Totales N° analizadas)
Coliformes menor a 10 89 (42/47)
11 - 100 11 (5/47)
Coliformes 0 100 (47/47)
termotolerantes
E. coli 0 100 (47/47)
S. aureus * 2al0 4 (1/23)

* En las 23 muestras restantes. Método del NMP.

bién importante, coincidentemente con otros au-
tores, la inclusién del método de recuento utiliza-
do en el CAA (3).

En un estudio global, se podrian obtener segu-
ramente helados de mejor calidad microbiolégica
con respecto a normas de paises mas exigentes.
Para ello debera tenerse en cuenta una suma de
otros factores para determinar el origen humano
o bovino principalmente de S. aureus ya que éste
es un buen indicador de la higiene de operarios y
establecimientos procesadores de alimentos, mas
aun considerando que estas bacterias son vulnera-
bles a tratamientos térmicos y desinfectantes (2);
esto también implicaria a Salmonella sp.

Por otra parte, es fundamental el control de la
calidad bacteriolégica de los insumos donde es
posible sefialar: a) seleccion de ingredientes con

una baja tasa bacteriana, b) el uso de tratamientos
pasterizantes suficientemente intensos para redu-
cir la carga bacteriana hasta niveles bajos, pero no
lo suficientemente severos para ser perjudiciales
para el producto, c) evitar la contaminacion post-
pasterizacion, d) el mantenimiento constante de
la mezcla de helado a una temperatura baja (4) y
e) el factor econdmico humano en relacién a cos-
to/beneficio de mucha importancia en nuestros
dias en los paises en desarrollo.

En cuanto a las pruebas de identificacion para
S. aureus recomendadas por el FDA, la prueba de
coagulasa en tubo que da 4+ debe ser confirmada
por otras pruebas como acidez de la glucosa y
manitol en anaerobiosis, sensibilidad a la lisos-
tafina y termonucleasa.
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El bajo recuento de mesofilos, habla de un relati-
vamente buen diagrama de flujo de las heladerias.

Si bien no se detectd Salmonella sp en las
muestras investigadas, ensayos efectuados con ce-
pas control, revelan que el método empleado es
Gtil para este tipo de trabajo, por la recuperacién
lograda.

En la ciudad de Posadas el consumo de hela-
dos no presenta una variacion estacional significa-
tiva, como tampoco observamos diferencias desde
el punto de vista microbioldgico en todo el afio.
Algunos autores sostienen que los controles debe-
rian realizarse hasta los 10 dias de elaboracion del
helado para obtener resultados mas fidedignos
(12, 13), opinioén con la que se coincide pensando
que es un dato mas que se aporta si no se conoce
el comportamiento local del ambiente y las cir-
cunstancias que muchas veces motivan la fabrica-
cién de helados basandose en la mera especula-
cién econémica y muy alejada del dafio al consu-
midor, sin tener en cuenta tampoco a los
microorganismas; otros sostienen que la muerte
microbiana en el helado es minima (3).

La opinién del grupo de trabajo es que el
muestreo y analisis bacteriolégicos de helados de-
berian estar orientados a conocer la tasa total de
los indicadores generales de higiene como MT, C,
CT, hongos y de contaminacion fecal como E.
coli; y en caso de un brote de enfermedad
alimentaria investigar bacterias enteropatégenas
como Salmonella spy S. aureus, entre otras. ®
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ABSTRACT

RESUMEN

VARIACION DE LA CONCENTRACION
DE ACIDO ASCORBICO (VITAMINA C)
EN EL PROCESAMIENTO DE LA
YERBA MATE

Ramallo, L. A. / Schmalko, M. E. / Kénzig, R. G.

VARIATION OF ASCORBIC ACID (VITAMIN C) CONTENT IN YERBA MATE MANUFACTURE

The objective of this research was the determination of ascorbic acid (vitamin C)
content during the manufacture and consumption of the yerba mate (ilex
paraguariensis saint hilaire).

A chromatographic technique (HPLC) for vitamin C in yerba mate was developed. With
this technique, vitamin C, in twigs and leaves was determined. Higher concentration in
leaves than in twigs was found.

During the manufacture of yerba mate, an important degradation of vitamin C was
found, varying its concentration from 104.31 to 22.10 mg/100g of dry solid. During the
consumption of the drink, as maté, a 38% of the vitamin C is extracted.

Finally, during the manufacture and consumption of the yerba mate, as maté, only the
5.6% of the content of vitamin C in the tree is consumed.

KEY WORDS: vitamin C, yerba mate, degradation.

Este trabajo tiene por objetivo la determinacién de la variacién del acido ascorbico (vi-
tamina C) en la yerba mate durante el procesamiento y consumo de la yerba mate (ilex
paraguariensis saint hilaire).

Se desarrollé una técnica de cromatografia liquida (HPLC) para determinar la concen-
tracion de vitamina C en la yerba mate. Con esta técnica se determiné la concentracion
de esta vitamina en hojas y palos. Se encontraron contenidos mayores de esta vitamina
en hojas que en los palos.

En el procesamiento de la yerba mate se produce una importante degradacién de la vi-
tamina C, variando en las hojas de 104,31 a 22,10 mg/100 g de sélido seco. En el con-
sumo del mate, se extrae el 38% de la vitamina contenida en el sélido.

Finalmente, durante el procesamiento de la yerba mate y su consumo en forma de
mate, se mantiene solamente el 5,6% del contenido inicial en la planta.

PALABRAS CLAVES: vitamina C, yerba mate, degradacion.



INTRODUCCION

En general, las vitaminas son sensibles a diversos
factores tales como la variacion genética, el grado
de madurez, las condiciones del suelo, la tempera-
tura, la disponibilidad de luz y de agua, la mani-
pulacién post-recoleccion y los procesamientos
industriales[1], [2], [3], [4].

El proceso de elaboracion de la yerba mate
consta de cuatro etapas principales: sapecado, se-
cado, canchado o molienda gruesa y estaciona-
miento. La primera, es un tratamiento térmico
violento (temperaturas superiores a los 300°C)
durante corto tiempo. El secado se realiza general-
mente con gases de combustion a temperaturas
no superiores a los 120°C, durante varias horas.
La cuarta etapa, el estacionamiento que puede ser
natural o acelerado, se lleva a cabo en condiciones
de temperatura, humedad y concentracion de oxi-
geno que varian considerablemente de una indus-
tria a otra. En general, los equipos utilizados y las
condiciones de operacion varian grandemente,
haciendo que practicamente no existan dos esta-
blecimientos que trabajen de la misma forma.

Debido a que la yerba mate se consume exclu-
sivamente en forma elaborada y teniendo en
cuenta lo antes mencionado, en el presente estu-
dio se busca determinar el contenido de &cido
ascorbico en el extracto acuoso, simulando la for-
ma mas comuin de consumo (el tradicional
“mate”). Por otra parte, se estudia la degradacion
del &cido ascérbico durante el procesamiento ana-
lizando el contenido del mismo en hojas y palos
verdes (sin procesar) y en hojas y palos secos.

MATERIALES Y METODOS
PREPARACION DE LA MUESTRA

a) Para cuantificacion del contenido de acido
ascorbico en el material solido:

Se utilizaron hojas y palos de yerba mate verde
y yerba mate provenientes de un molino de la
Provincia de Misiones. Dado el alto contenido de
humedad de las hojas verdes no fue posible molerlas
y se las utilizé cortadas en pequefios pedazos. En la
yerba seca se separaron en forma manual las hojas de
los palos, los que fueron molidos utilizando un mo-
lino de cuchilla con tamiz abertura 1,5 mm.

En el estudio de la yerba elaborada (procesada
y estacionada) se seleccionaron seis de las marcas
més comercializadas.

Las muestras se escogieron al azar en comer-
cios locales, en paquetes de 1 Kg.

Partiendo de 2 Kg. de cada marca, por cuarteo
se separd un lote de aproximadamente 100 gr.
para el estudio de vitaminas.

Estas muestras fueron finamente molidas y al-
macenadas en frascos cerrados durante més de 48
horas para uniformar su humedad.

Se coloco 5 gr. de muestra en un erlermeyer de
125 ml., al que se adicion6 50 ml. de buffer
(pH=5,2), dejando macerar la mezcla durante 30
minutos a 60°C en un bafio a temperatura cons-
tante, con agitacién cada 5 minutos y en ausencia
de luz.

Posteriormente se separ6 el residuo solido
mediante filtracidn a través de papel Whatman N°
3, y se enras6 a 50 ml. el filtrado obtenido. Antes
de la inyeccion al cromatégrafo se realizd una se-
gunda filtracion a través de un filtro de nylon 0.22
M, 13 mm.

b) Para cuantificacion del contenido de acido
ascorbico en el extracto acuoso:

Debido a que la yerba mate se consume exclu-
sivamente en forma elaborada y teniendo en
cuenta que el objetivo de este estudio es determi-
nar la cantidad de vitamina que se extrae durante
la mateada, se trabajo con varias marcas de yerba
ya industrializada.

Partiendo de 2 Kg. de cada marca, por cuarteo
se separd un lote de aproximadamente 500 gr.
para el estudio de vitaminas.

La extraccion de las substancias solubles en
agua de la yerba mate, se realizé en un dispositivo
que simula el proceso real de toma de mate.

El mismo consta de un recipiente de vidrio de
50 mm. de didmetro y 110 mm. de altura con una
bombilla conectada por medio de una manguera
flexible a un kitasato en el que se hace vacio por
medio de una trompa de vacio. Se utiliza una
bombilla de plastico de calidad alimenticia, con
orificios no mayores a 0,8 mm. El kitasato se en-
cuentra dentro de un recipiente con hielo. El dis-
positivo tiene la forma que se muestra en la figu-
ra l.

En el recipiente de vidrio se colocan 50 gr. de
muestra. Se vierten aproximadamente 30 ml. de
agua destilada a 70°C (en termo), se espera 20 se-
gundos y se realiza vacio hasta extraer todo el ex-
tracto posible. Después de 40 segundos del primer
vertido se realiza el siguiente. El proceso se repite
hasta que en el kitasato alcance un nivel de 500 ml.



METODO DE ANALISIS: [5]

Equipamiento cromatografico: Se utilizé un mo-
delo de cromatdgrafo liquido Shimadzu LC 6A,
equipado con un integrador CR3 Ay un detector
a 254 nm (Shimadzu).
Columna: Se utiliz6 una columna Alltima C18 5
Micron, de 250 mm x 4,6 mm.
Fase movil: Consistié en una fase isocratica for-
mada por una mezcla buffer: acetonitrilo (95:5
v:v). La solucién buffer se preparé disolviendo
acetato de sodio en agua bidestilada en una con-
centracion 0,05 M, pH=5,20 ajustado con acido
acético. Una vez preparada la mezcla buffer:
acetonitrilo, la misma fue desaireada con
ultrasonido.
Flujo: 1 mm/min.
Detector: UV 254 nm;. UFS=0,04
Inyeccién: 10 pl
Standard de referencia: las muestras standard de
acido ascorbico se prepararon diluyendo 30 mg de
acido ascorbico (Sigma Chemical CO) en 30 ml
de buffer. Luego esta solucién se diluyé 1/100 (10
I de la solucion anterior en 1 ml de buffer). Se
tomo como referencia el rea obtenida con la in-
yeccion de 10 pl de standard (técnica de patrén
externo).

Los analisis, en todos los casos, se realizaron
por duplicado y los resultados que se registran son
la media de estos analisis.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
HUMEDAD:

El contenido de humedad se determiné por el
método de la pesada constante en estufa a 105°C
durante 6 hs. [6].

RESULTADOS Y DISCUSION
La Tabla 1 muestra la variacion en el conteni-

do de &cido ascérbico durante el procesamiento
de las hojas y palos de yerba mate.

Tabla [: contenido de vitamina C en
hojas y palos de yerba mate de

la muestra verde y el producto
seco (en mg/100 g de solido

Seco).
Hojas Palos Hojas Palos
verdes | verdes secas secos
104,31 6,29 22,10 3,81

La Tabla 2 muestra el contenido de acido
ascorbico en yerba mate elaborada (mezcla de ho-
jasy palos) y se compara con el contenido del ex-
tracto acuoso de yerba mate obtenido simulando

L Vacio

foom Recipiente
a} 'Y * con hielo

FIGURA 1 Extractor de la muestra para el andlisis del extracto acuoso simulando una mateada.
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el tradicional mate. Tomando los valores medios
de los resultados obtenidos se puede inferir que se
extrae aproximadamente el 38 % del Aacido
ascorbico durante la mateada.

Tabla 2: contenido de vitamina C en 6
muestras diferentes de yerba

mate elaborada, en el producto
seco y en el extracto acuoso

Contenido Contenido
en la yerba en el extracto
mate elaborada | acuoso (mate)
(mg/100g (mg/100g
de solido seco) | de sélido seco)
14,76 3,98
12,76 2,81
8,05 3,46
9,74 3,20
11,18 5,61
8,47 5,62
Valores
promedios 10,83 4,11
Desviacion
standard 2,60 1,22

Por otra parte, a partir de los valores de extrac-
to acuoso de las seis muestras de yerba mate ela-
borada cuyos contenidos en vitamina C figuran en
la Tabla 2 y conociendo la relacidn existente entre
el valor de extracto acuoso y la fraccién en peso de
hojas [7], daria un contenido de palos del 32%
aproximadamente.

De acuerdo con este valor, el porcentaje de vi-
tamina C que se consume es del 5,6%, con respec-
to al contenido inicial en las hojas y palos verdes
de yerba mate.

Este porcentaje es mucho menor que el encon-
trado en otros vegetales. En arvejas se encontrd
una retencién de aproximadamente el 79% [4] En
habas Van Buren et al. [8], encontraron una re-
tencion de aproximadamente el 78%. En el proce-
samiento de las papas se encontré que luego del
escaldado la retencidn del &cido ascorbico era del
40,5% [2]. Sin embargo, estos autores no identifi-
can contenido alguno de acido ascérbico en papas
elaboradas en forma de copos. En pimientos,
Howard et al. [9] encontraron pérdidas de vitami-
na C del orden del 75% en el procesamiento, pero,
el tratamiento térmico a que es sometido es mu-
cho menor que el de la yerba mate. En esparragos,

Esteve et al. [10], encontraron una pérdida del
66% a los 10 dias cuando se almacenaba a 4°C.
Comparando las pérdidas reportadas con las pro-
ducidas en la yerba mate, se concluye que en esta
Gltima son mucho mayores. Sin embargo se tiene
que tener en cuenta que el tratamiento térmico a
que es sometida la yerba mate, como se menciona
en la introduccion de este trabajo, es mucho ma-
yor.

CONCLUSIONES

Se encontrd que la concentracién de vitamina C
es notoriamente mayor en las hojas que en los
palos de yerba mate; encontrandose en hojas/pa-
los verdes una relacién del 16,6 y en la yerba seca
esta relacion es del 5,8.

El procesamiento de la yerba (sapecado, seca-
doy canchado) produce una importante degrada-
cién de la vitamina C haciendo que los valores en
el contenido de la misma en hojas caigan de
104,31 a 22,10 mg/100 gr de yerba seca. A partir
del contenido en hojas y en palos se estim6 que
durante el estacionamiento se degrada aproxima-
damente un 66 % del acido ascérbico presente.
Durante la toma del mate se extrae un 38 % del
contenido de vitamina C en la yerba mate.

Finalmente, durante el procesamiento de la
yerba mate y el consumo en forma de mate, se
mantiene sélo el 5,6% del contenido inicial de vi-
tamina C presente en la planta. i

RAMALLO, L. A.; SCHMALKO, M. E. y KANZIG, R. G.
Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico.
Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales.
Universidad Nacional de Misiones.
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ABSTRACT

RESUMEN

EVOLUCION DE LA CALIDAD DE
LIXIVIADOS DE RESIDUOS SOLIDOS
DOMICILIARIOS - FRACCION
ORGANICA - PRODUCIDOS EN
CONDICIONES ANAEROBICAS

Pettri Flores, M. D. / Reta, M. R. / Acufia, M. G. / Barboza, O. M. / Russo, H. R.

EVOLUTION OF THE LEACHATE QUALITY OF DOMICILIARY SOLID WASTES ORGANIC
FRACTION PRODUCED IN ANAEROBIC CONDITIONS

The characteristics of the leachate generated during the process of anaerobic digestion
of the Urban Solid Waste organic fraction, inoculated with rural biodigester effluent
were studied in a batch, pilot scale reactor of 69 litres, during 434 days.

Quality indicators such as BOD5, COD, TS, TVS, TFS, pH, Volatile Organic Acids and
Conductivity, were analysed employing standard methods. The results obtained are in
good agreement with the literature data. Correlations between the most important
parameters were found. It was determined that pH with Volatile Organic Acids can be
used together with any one of the following parameters: BOD5, COD, Total Solids or
Total Fixed Solids, to characterise the leachates generated in the conditions of the
present work.

The selection of the parameter will be subject to the availability of equipment and
materials, the degree of reliability and reproductibility of the adopted method and the
cost involved.

KEY WORDS: leachate; anaerobic digestion; municipal solid waste; putrescible waste.

Se estudiaron las caracteristicas del lixiviado generado durante el proceso de digestién
anaerdbica de la fraccion organica de Residuos Solidos Urbanos inoculada con efluente
de un biodigestor rural, en un ensayo tipo batch a escala piloto, llevado a cabo en un
reactor de 69 litros, durante 434 dias.

Se analizaron los indicadores de calidad tales como DBO5, DQO, ST, STV,STF, pH, Aci-
dos Organicos Volatiles y Conductividad, empleando métodos estandarizados. Los re-
sultados obtenidos concuerdan de manera general con los encontrados en la literatura
especifica.

Se hallaron las correlaciones existentes entre los parametros mas significativos y se
demostré que el pH juntamente con los Acidos Organicos Volatiles y cualesquiera de
los siguientes parametros, Demanda Bioquimica de Oxigeno, Demanda Quimica de



Oxigeno, Sdlidos Totales o Sélidos Fijos Totales, pueden ser utilizados para caracteri-
zar a los lixiviados generados en las condiciones del desarrollo del trabajo. El
parametro seleccionado, estara sujeto a la disponibilidad de los equipamientos y ma-
teriales necesarios, al grado de confiabilidad y de reproductibilidad del método adop-

tado, ademas de los costos involucrados.

PALABRAS CLAVES: lixiviado; digestion anaerébica; residuos sdélidos domiciliarios; re-

siduos biodegradables.

INTRODUCCION

Los residuos sélidos urbanos (RSU), si no son eli-
minados en forma apropiada, constituyen fuentes
seguras de contaminacidn.

En la mayoria de los municipios de la Provin-
cia de Misiones, la disposicién final de los resi-
duos sélidos domiciliarios (RSD) generados, aun
se realiza a cielo abierto, con las consecuencias
ambientales que ello involucra: contaminacion de
aguas superficiales y subterraneas por los lixivia-
dos producidos que llegan a ellas, del aire como
consecuencia de la quema de los mismos y del
suelo por la accion de los percolados infiltrados.

Asimismo, dichos basurales constituyen ambi-
tos propicios para la proliferacion de vectores y
roedores, involucrando el conjunto de efectos ne-
gativos, un grave peligro para la salud de la pobla-
cion.

Las técnicas mas comunes de disposicion final
de los residuos sélidos urbanos son las siguientes:
compostaje, incineracion y relleno sanitario. De
las tres mencionadas y de acuerdo con los estudios
realizados por la Organizacion Panamericana de
la Salud (OPS), el relleno sanitario es el mas utili-
zado en América Latina y el Caribe por las venta-
jas que presenta frente a los otros métodos (1).

Sobre la base de la informacion sefialada, en
un estudio realizado acerca de la situacién de la
disposicién de los RSU de la ciudad de Posadas
que fuera encomendado por la OPS, se sugirio la
técnica del relleno sanitario como la disposicion
mas adecuada para los mismos.

El objetivo del presente trabajo es determinar
las caracteristicas del lixiviado producido por la
descomposicion de la fraccion organica de los re-
siduos solidos domiciliarios, en condiciones
anaerdbicas; como etapa previa para el analisis y
adopcion del tratamiento méas adecuado para su
estabilizacion; analizar el patrén de variacién de
los principales contaminantes en funcién del

tiempo y contribuir a seleccionar los parametros
mas representativos para la elaboracién de un
plan de monitoreo de dichos liquidos en las con-
diciones de desarrollo del trabajo.

Con el fin de cumplir dicho objetivo se insta-
16 un reactor discontinuo a escala piloto de 69 li-
tros, teniendo en cuenta que un relleno sanitario
puede ser convenientemente descrito mediante
un ensayo de fermentacion anaerdbica de tipo
batch, en el que las variables involucradas se van
modificando con el tiempo hasta que sea alcanza-
do el estado estacionario (2).

MATERIALES Y METODOS

La operacidn se inicié el 18/4/95 y concluy®d el 2/7/
96, totalizando 434 dias.

Para llevar a cabo la experiencia de fermenta-
cion biologica de residuos sélidos domiciliarios, se
utiliz6 como sustrato una muestra extraida de la
Base Operativa Zaiman (Estacién Provisoria de
Transferencia de Residuos) de la Municipalidad
de la ciudad de Posadas. La muestra representati-
va del total de los residuos depositados en el lugar,
fue obtenida siguiendo la técnica descripta por
Tchobanouglous (3); para ello se seleccionaron en
forma aleatoria tres camiones volcadores con Re-
siduos Sélidos Urbanos de diferentes zonas de la
ciudad, la cantidad separada de cada uno de ellos
fue alrededor de 100 Kg., por lo cual la muestra
inicial consistié en aproximadamente 300 Kg., se
procedi6 a romper las bolsas y mezclar los conte-
nidos sobre una lamina de polietileno (area de
trabajo), luego mediante cuarteos sucesivos se lo-
gré una muestra de 99 Kg. la cual fue trasladada al
Laboratorio del Programa Efluentes Industriales y
Urbanos (PEIU) de la FCEQyN.

Se efectud una clasificacion de los componen-
tes contenidos en los residuos y se determino el
porcentaje en peso de cada uno, los que figuran en
Tabla N° 1.
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Fraccion

% (base seca)

Orgéanica
Papeles
Plasticos
Panales
Metales varios
Vidrios
Maderas
Piedras
Cueros y gomas
Huesos
Trapos

82,93
2,69
4,08
5,75
1,12
1,27
0,16
0,49
0,05
1,32
0,14

Se separd la fraccion organica, con un peso de
33 Kg. resultante de la operacion anterior, com-
puesta principalmente de restos de alimentos y
follaje. Dicho material fue desmenuzado en trozos
de 50 mm. aproximadamente -empleando una
barra provista de un sistema de cuchillas en su
parte inferior- y nuevamente a través de cuarteos
adicionales se extrajo 300 gr. de muestra para los
analisis fisicoquimicos y el resto fue inoculado
con efluente generado por un biodigestor rural
que opera con estiércol vacuno, situado en la loca-

lidad de Candelaria, Provincia de Misiones, con el
propdsito de asegurar un desarrollo satisfactorio
del proceso de digestion [4, 5]. La mezcla de am-
bos materiales se efectud en una proporcién en
peso de 3:1 (residuos solidos: efluente biodi-
gestor); relacion generalmente utilizada en ensa-
yos anaerébicos de produccién de biogas a partir
de residuos soélidos (5). La caracterizacion fisico-
quimica de los residuos organicos, del inéculo y
de la mezcla de ambos que constituyd la carga ini-
cial del digestor, se presenta en la Tabla N° 2.

Pardmetros Inéculo Basura Mezcla
pH (u pH) 6,27 4,57 5,14
Humedad relativa a 60°C (%) 92,27 22,21 22,21
Humedad a 100°C (%) 92,53 53,51 55,24
Solidos Totales (%) 6,08 59,76 70,61
Sélidos T. Fijos (%) 1,87 13,79 16,89
Solidos T. Volatiles (%) 4,21 45,97 53,72
Sdlidos Suspendidos Volatiles (%) 0,021 — —
Solidos Suspendidos Fijos (%) 0,05 — —
Demanda Quimica de Oxigeno (mg 02/g) 903,24 963,49 1023,21
Carbono Organico Total (%) 38,24 42,68 42,15
Carbono Organico Facilmente Degradable (%) 31,58 36,14 38,38
Carbono Organico Resistente a la Degradacion (%) 6,66 6,54 3,77
Materia Org. Total (%) 68,91 76,88 75,98
Materia Org. Facilmente Degradable (%) 64,09 65,05 69,08
Materia Org. Resistente a la Degradacion (%) 4,82 11,82 6,87
N.T.K. (%) 1,87 2,04 2,18
N-Organico (%) 1,85 1,74 1,86
N-Amoniacal (%) 0,026 0,300 0,323
Fosforo Total (%) 1,52 2,15 2,96
C/N 20,45 20,92 19,33
C/P 25,15 19,85 14,24
Peso Especifico (g/cm3) 1,023 — —




Se empled una columna de PVC de 2,25 m de
altura y 0,20 m de diametro interior, cerrada en
ambos extremos, provista de valvula para extrac-
cion de lixiviado en la parte inferior; valvulas para
entrada de agua de lluvia, agregado de solucién de
alcali y salida de gases en el extremo superior. En
un punto intermedio del cuerpo del reactor se ins-
talé un termémetro encamisado para medicién de
temperatura de la masa contenida en el reactor.

Todo el equipo fue aislado con membrana de
espuma de polietileno de 5 mm dispuesta en dos
capas y membrana de fibra de vidrio de 40 mm de
espesor, con el fin de proteger al sistema de posi-
bles variaciones bruscas de la temperatura am-
biente.

El agua de lluvia, almacenada en un tanque
calefaccionado eléctricamente y con termostato,
fue incorporada al reactor por gravedad en canti-
dades equivalentes a las precipitaciones pluviales,
que fueron registradas durante el periodo de estu-
dio por el Servicio Meteoroldgico Nacional - Ae-
ropuerto Posadas.

Se instal6 un sistema para captacion y medi-
cion de los gases que pudieran generarse durante
el proceso, consistente en la medicion del volu-
men de liquido por desplazamiento de los gases,
conjuntamente con un mandémetro de rama
abierta para las medidas de presion.

El material s6lido fue cargado al reactor en
forma manual por el extremo superior, logran-
dose el grado de compactacién por simple accion
de la gravedad. El valor del peso especifico alcan-
zado, resulto ser consistente con valores similares
informados por otros investigadores (6).

Las condiciones iniciales de operacion del
reactor, son las que se presentan en la Tabla N° 3.

Una vez concluida la operacion de carga, se
procedio al cierre de la columnay a los 2 (dos)
dias de la puesta en marcha, se abri6 parcialmente
la valvula de extraccidn de lixiviado para eliminar
los primeros liquidos producidos (fase aerébica de

la digestidn). Se mantuvo en esa condicion hasta
que el valor del pH presenté una pequefia tenden-
cia a aumentar y la concentracién de acidos vola-
tiles a disminuir.

ORIGEN DE LOS DATOS Y CONTROL
DEL PROCESO

Durante el periodo de estudio se realizaron con-
troles de diversos parametros del sistema. Las va-
riables controladas diariamente fueron la tempe-
ratura interna del reactor y la temperatura am-
biente, mientras que semanalmente se midieron
conductividad y pH sobre muestras de lixiviado y
con una frecuencia mensual se procedié a la ca-
racterizacion fisicoquimica del mismo. Los para-
metros analizados fueron: DBOs, DQO, Sélidos
Totales, Sélidos Totales Fijos y Volatiles, Nitré-
geno Total Kjeldahl, Nitrégeno Organico y Amo-
niacal, Acidos Organicos Volatiles, Alcalinidad,
Conductividad y pH.

Al mismo tiempo fueron registradas las preci-
pitaciones pluviales ocurridas, segin informacio-
nes del Servicio Meteoroldgico Nacional, Estacion
Aeropuerto de la ciudad de Posadas.

Periddicamente, se efectud el aforo de lixivia-
dos, empleandose el método volumétrico para su
cuantificacion, mediante apertura de la valvula de
salida de los mismos.

Las técnicas empleadas para las distintas deter-
minaciones son las que se describen a continua-
cion.

Las temperaturas del ambiente y del reactor
fueron medidas con sendos termémetros de mer-
curio.

Tanto el pH como la conductividad de las
muestras de lixiviados fueron determinadas en
forma inmediata a la extraccion de las mismas,
mediante un peachimetro y un conductimetro
respectivamente, este Ultimo provisto de celda de
conductividad del tipo electrodo de niquel plati-

Masa total de residuos més indculo (gr) 42.700
Humedad a 105°C (%) 55,24
Altura ocupada por los residuos (cm) 184
Volumen de la columna (cm3) 69.000

Peso especifico de los desechos inoculados (gr/l) 712
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no, efectudndose las correcciones cuando la tem-
peratura diferia de 25°C, segln se describe en el
Manual de Métodos Normalizados para el Anali-
sis de Aguas Potables y Residuales (7).

Los demas parametros DBOs, DQO, Sélidos
Totales, Sélidos Totales Fijos y Volatiles; Nitr6-
geno Total Kjeldahl, Nitrégeno Oganico y Amo-
niacal; Acidos Organicos Volatiles; Alcalinidad y
Fosforo Total, fueron analizados aplicando las
técnicas descriptas en el Manual indicado en el
parrafo anterior (7).

ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un Test de Correlacion, entre los
parametros determinados, utilizando el programa
Estadistico STATGRAPHICS Plus, 1993 [8].

Las variables correlacionadas fueron: Deman-
da Bioquimica de Oxigeno, Demanda Quimica de
Oxigeno, Sélidos Totales, Sélidos Totales Fijos,
Acidos Organicos Volatiles y pH.

RESULTADOS Y DISCUSION

El caso en estudio es un proceso de descompo-
sicién anaerdbica con sélidos en alta concentra-
cion, por lo que la influencia ejercida por los
pardmetros ambientales sobre el mantenimiento
del equilibrio adecuado de la poblaciéon micro-
biana involucrada en la generacion de hiogas, es
mucho mayor que durante el proceso con sélidos
en baja concentracion [3].

Esto justifica los resultados obtenidos en el
presente trabajo, en el que el proceso de descom-

posicién de los residuos sélidos ha sido lento, no
superandose las primeras fases del desarrollo de la
degradacidn bioldgica, evidenciada por los bajos
valores de pH del lixiviado y la presencia de trazas
de metano en la composicion de los gases produ-
cidos, detectadas por el método de Cromatografia
Gaseosa-Espectrometria de Masas Modo SIM vy,
cualitativamente, por sus caracteristicas organo-
Iépticas.

Con relacion a las caracteristicas del lixiviado
generado y de acuerdo con los valores obtenidos
de los pardmetros seleccionados, se observa que
concuerdan de manera general con los que figu-
ran en la literatura especializada [2, 4, 9].

El pH, uno de los factores esenciales de la fer-
mentacion anaerdébica, registrd los valores que se
grafican en la Figura N° 1; fluctu6 entre 4,30 y
6,00, mientras que en la etapa final el valor de 5,26
muestra una leve tendencia a disminuir. No se ha
observado, por consiguiente, el valor indicativo
del inicio de la fase metanogénica, superior a 6,5
[3, 4, 10].

En la Figura N° 2 se indican los valores de
DBOs; DQOy la relacion DBOs/DQO, en funcion
del tiempo. Como puede apreciarse, la DBOs y la
DQO alcanzan altos valores de: 90.000 mg/It y
98.060 mg/It respectivamente, correspondiendo a
una elevada carga organica del lixiviado, para lue-
go presentar una tendencia a decrecer con el
transcurso del tiempo.

La razén DBOs/DQO, indicativa del caracter
organico de un lixiviado, al inicio de la experien-
cia fue de 0,9, (correspondiendo a una alta
biodegradabilidad de la materia organica) decre-

Tiempo (dias)

250 300 350 400 450

FIGURA N° 1: Evolucion del pH en funcién del tiempo.
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FIGURA N° 2 Evolucion de DBO5, DQO y raz6n DBO5/DQO en funcién del tiempo.

ciendo posteriormente con el tiempo hasta un va-
lor de 0,48 al finalizar los ensayos (caracteristica de
un lixiviado de biodegradabilidad media) [9].

Los valores mencionados concuerdan con los
resultados encontrados para lixiviados y perco-
lados de rellenos sanitarios y de ensayos de pro-
duccion de biogas a escala laboratorio [2, 9].

En la Figura N° 3, se representan los datos de
Solidos Totales, Sélidos Totales Fijos y Volatiles
obtenidos en la experiencia.

Los mayores valores, se registraron a los 108
dias de iniciada la experiencia, (72.160 mg/It para
ST; 22.220 mg/It y 49.940 mg/It para STFy STV
respectivamente); disminuyendo con el transcur-
so del tiempo hasta alcanzar los valores minimos,

de 15.944 mg/I (ST); 5.948 mg/I (STF) y 9.996 mg/
I (STV) al final del ensayo.

Los valores de alcalinidad presentaron su
méaximo valor de 10.153 mg/I a los 196 dias, coin-
cidente con el maximo valor del pH observado en
la Figura N° 1, para luego disminuir con el tiempo
hasta la finalizacién de los estudios; como puede
apreciarse en la Figura N° 4.

En concordancia con esta tendencia decre-
ciente de los valores de alcalinidad, se ha verifica-
do igual comportamiento para los valores de pH,
lo que podria indicar que el tenor de alcalinidad
fue insuficiente para evitar que aquéllos decaye-
ran, impidiendo alcanzar los niveles minimos ne-
cesarios para iniciar la etapa metanogénica.
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60000 T

50000 T
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S6. Tot.: S6l. Fijos y S6l. Vél. (mg/l)

10000 1~
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—#—g0l. 1,0s (mg/l)
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FIGURA N° 3 Evolucién de Sélidos Totales; Sélidos Totales Fijos y Sélidos Totales Volatiles en funcién del tiempo.
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FIGURA N° 4: Evolucién de la alcalinidad, del contenido de Acidos Organicos Volatiles y la razén Acidos Organicos Volatiles/

Alcalinidad en funcién del tiempo.

Los valores de Acidos Orgénicos Volatiles y de
la razon Acidos Orgénicos Volatiles/Alcalinidad
en funcidn del tiempo, también se grafican en la
Figura N° 4.

Como puede observarse, el mayor valor alcan-
zado fue de 35.652 mg/l a los 169 dias de iniciados
los ensayos, mostrando posteriormente una ten-
dencia a disminuir.

Para la relacion de acidos orgénicos volatiles/
alcalinidad se obtuvieron valores que varian en el
rango de 4,65 a los 169 dias de la digestion y 2,57
a los 196 dias, siendo éste el minimo obtenido;
incrementandose a 3,43 al finalizar los ensayos.

Ehrig, H.J. [2] menciona que la fase meta-
nogénica se inicia con una relacion cido acético/

alcalinidad 20,8 de acuerdo con mediciones efec-
tuadas en rellenos sanitarios en operacion, corres-
pondiéndose con aumento de los valores de pH a
partir del mencionado valor.

En la Figura N° 5, se presenta la evolucion de
NTK; N-NH4 y N-Organico en funcién del tiem-
po, donde se observan valores maximos de 2.198
mg/l para NTK y 1.414 mg/l para N-Orgéanico a
los 141 dias de la puesta en marcha del digestor
con posterior disminucién de los mismos.

En cambio para N-NH4 se observa un maxi-
mo de 889 mg/l a los 329 dias de operacién, perio-
do en que coincidentemente se verifica leve dismi-
nucion del pH.

En la Figura N° 6, se representan los valores de

2500

—O—N.T.K. (mg/l)
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—4x— N-Organico(mg/l)
2000 T
1500 T
1000 T
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FIGURA N° 5: Evolucion del contenido de Nitrogeno Total Kjeldahl, Nitrégeno amoniacal y Nitrégeno organico en funcién del tiempo.
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FIGURA N° 6: Evolucion de la conductividad en funcién del tiempo.

conductividad -corregida a 25°C- y su evolucion
en el tiempo y en la Figura N° 7, los valores regis-
trados de las temperaturas del digestor y del am-
biente.

Puede observarse que la temperatura del reac-
tor so6lo alcanzo valores >30°C, el 5,3% de los va-
lores totales medidos, notdndose que en ningln
caso se registré una temperatura de 35°C corres-
pondiente al valor 6ptimo para la obtencion de
biogas en un proceso de digestion anaerdbica (2, 10).

ANALISIS DE CORRELACION ENTRE
ALGUNOS PARAMETROS

A partir de los datos obtenidos para los para-
metros determinados sobre muestras de lixivia-

dos, en el periodo considerado, se realizé un ana-
lisis de posibles correlaciones entre los mismos.

Los parametros correlacionados fueron: De-
manda Bioquimica de Oxigeno (DBOs), Deman-
da Quimica de Oxigeno (DQO), Solidos Totales
(ST), Solidos Fijos Totales (SFT), Acidos Orgéni-
cos Volatiles (AOV) y pH. Los valores de dichos
parametros figuran en la Tabla N° 4.

En la Tabla N° 5 se transcribe la matriz de co-
eficientes de correlacion calculada para un nivel
de significacion del 95% de confianza.

De la matriz se deduce que existe correlacion
significativa (P <0.05) entre DBOs, DQO, Solidos
Totales y Sélidos Totales Fijos, no exhibiendo co-
rrelacion con el contenido de Acidos Organicos
Volatiles ni con los valores de pH.

Temp. Digestor°C

0 t t t t t t t {XX—
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Tiempo (dias)

0 t t t t t : : t
o 50 100 150 200 zso-Temp.ambiente] ;00 e
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FIGURA N° 7: Evolucion de las temperaturas del digestor y del ambiente en funcién del tiempo.
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Tabla N° 4

DBOS5 (mg/l) DQO (mg/l) |Solidos Totales| Sdélidos Fijos Acidos PH (u pH)
(mg/l) Totales (mg/l)| Organicos
Volétiles (mg/l)
62000 68417 52026 15718 3666 4.31
72316 93600 53780 17870 26742 5.13
66492 91200 44157 14341 35652 5.50
61240 98060 48452 13682 26105 5.92
59880 87544 45809 13332 26645 5.86
39962 73206 31408 9067 18190 5.29
18670 39053 15944 5948 14000 5.26

DBO, DQO ST SFT PH AOV
DBO, 1.0000 0.8761 0.9693 0.9689 0.0122 0.4301
(0.0000) | (0.0097) (0.0003) | (0.0003) | (0.9792) (0.3355)
DQO 1.0000 0.8109 0.7572 0.4318 0.6861
(0.0000) (0.0269) | (0.0487) | (0.3333) (0.0888)
ST 1.0000 0.9709 -0.0953 0.2279
(0.0000) | (0.0003) | (0.8389) (0.6231)
SFT 1.0000 -0.1751 0.2621
(0.0000) | (0.7073) (0.5702)
pH 1.0000 0.7556
(0.0000) (0.0495)
AQV 1.0000
(0.0000)
(*) Los nimeros entre paréntesis corresponden a los niveles de significacién; mientras que los otros a los coeficientes de
correlacion.

Por otro lado el tenor de Acidos Orgéanicos
Volatiles y los valores de pH presentan correlacion
significativa (P <0.05) Gnicamente entre ambos.

CONCLUSIONES

El estudio realizado permite arribar a las siguien-
tes conclusiones:

Del andlisis de correlacion efectuado entre los
pardmetros utilizados para determinar la calidad
del lixiviado, puede inferirse que deben ser medi-
dos el pH y el contenido de Acidos Organicos
Volatiles juntamente con uno de los siguientes
parametros: DBOs, DQO, ST o STF, quedando la
seleccidn de cualquiera de ellos, sujeta a la dispo-
nibilidad de equipos y materiales, a la estandariza-
cion de la técnica empleada, como también de los

costos que involucren el desarrollo de la misma.

Posible inhibicién de metanogénesis por eleva-
da concentracion de Acidos Orgénicos Volatiles.

El rango de temperaturas del digestor estuvo
por debajo de las temperaturas mesofilicas, favo-
rables para alcanzar la etapa metanogénica carac-
terizada por alto porcentaje de metano en la com-
posicion del biogas. i

PETTRI FLORES, M. D.; RETA, M. R.; ACUNA, M. G.;
BARBOZA, O. M.; RUSSO, H. R./ Centro de
Investigacion y Desarrollo Tecnolégico. Facultad de
Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales. Universidad
Nacional de Misiones.
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ABSTRACT

RESUMEN

EL EXTRACTO ACUOSO COMO UNA
MEDIDA DEL CONTENIDO DE PALOS
EN LA YERBA MATE

Escalada, M. A. / Schmalko, M. E. / Kanzig, R. G.
WATER EXTRACT AS A MEASURE OF TWIG CONTENT IN YERBA MATE

Water extract was determinated in leaves and twigs of yerba mate (llex paraguariensis
saint hilaire) in order to look for differences between them and to find correlation
between this variable and leaves content.

AOAC method with certain modification was used as analytical technique.

Eight samples from different places in the Province of Misiones (Argentina) and with
different degrees of seasoning were employed.

High differences between water extract in leaves and twigs were found. A linear equation
of first order was fitted, but this equation can not be used as an unique technique to
estimate twig content because confidence limits of the estimation are relatively high
(x4.62% to estimate water extract and +£0.135 to estimate twig fraction).

KEY WORDS: water extract, yerba mate, twig content.

Se realizaron determinaciones de extracto acuoso en hojas y palos de yerba mate (llex
paraguariensis saint hilaire) con el objeto de conocer si existen diferencias entre los mis-
mos y buscar una relacién entre esta variable y el contenido de hojas.

La técnica de analisis utilizada para la determinacion del extracto acuoso fue la de la
AOAC con ciertas modificaciones.

Se realizaron determinaciones en 8 muestras provenientes de diferentes puntos de la Pro-
vincia de Misiones (Argentina), y con diferentes grados de estacionamiento.

Se encontré que existen grandes diferencias de valores de extracto acuoso en las hojas y
los palos y que existe una relaciéon dada por una ecuacion lineal de primer orden. Sin em-
bargo esta ecuacion no puede ser utilizada como Gnico método para estimar el contenido
de palos debido a los relativamente elevados limites de confianza de la estimacion (+
4,62% para estimar el extracto acuoso y + 0,135 para estimar la fraccién de palos).

PALABRAS CLAVES: extracto acuoso, yerba mate, contenido de palos.

INTRODUCCION



Los parametros de calidad de la yerba mate
(llex paraguariensis saint hilaire), se pueden dividir
en cuatro aspectos [1]:

a) Genuinidad del producto.

b) Aptitud microbiolégica y toxicoldgica.
¢) Composicién fisico-quimica.

d) Calidad organoléptica.

En los paises del MERCOSUR, los analisis que re-
quieren sus cédigos alimentarios, respecto a la
composicion fisico-quimica, son los siguientes:
contenido de cafeina, cenizas, extracto acuoso, fibra
bruta, humedad y contenido de palos [2, 3, 4].

Este Gltimo analisis (contenido de palos), se
realiza comUnmente por la técnica de zarandeo. Un
problema comun es la adicion exagerada de palo
molido, que no puede detectarse con esta técnica.
Se esta discutiendo hace varios afios, establecer va-
lores maximos de fibra bruta para corregir esta
adulteracién [1]. Pero la técnica de determinacion
de fibra bruta es dificultosa y consta de varias eta-
pas, lo que hace que el error de determinacién sea
muy elevado. Ademas cuando se necesita realizar
un control en serie se requieren equipos muy costo-
S0S.

Por otra parte, se encontré que el contenido de
humedad de equilibrio de la yerba mate era muy
diferente en las hojas y en los palos y por lo tanto
era de esperar que el contenido de compuestos so-
lubles en agua en los dos materiales fueran diferen-
tes [5, 6].

Es objetivo del presente trabajo determinar el
extracto acuoso en hojas y palos de yerba mate y
buscar una relacién entre el mismo y el contenido
de palos.

MATERIALES Y METODOS
MATERIALES

El proceso de elaboracion de la yerba mate, com-
prende cinco etapas: 1) el sapecado, que consiste en
un tratamiento térmico con gases de combustion
de madera a 300-400°C durante 2 a 5 min., con el
fin de inactivar enzimas que podrian provocar el
pardeamiento de la hoja en las etapas posteriores;
2) el secado, a 80-120°C y de 1 a 5 horas, para obte-
ner un producto con contenido de humedad del 3-
5%; 3) el canchado o molienda gruesa; 4) el estacio-
namiento, que se puede realizar en forma acelera-

da en camaras (aproximadamente 30 dias) o en
forma natural (hasta 1 afio) y 5) la molienda.

Para el presente trabajo se utilizaron muestras se-
leccionadas antes y después de la etapa 4, es decir es-
tacionada y sin estacionar, todas provenientes de dife-
rentes molinos de la Provincia de Misiones.

Se separaron en forma manual las hojas de los
palos y se molieron en un molino de cuchillas con
tamiz de abertura 1.5 mm.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
HUMEDAD

El contenido de humedad se determina por el mé-
todo de la pesada constante en estufa de vacio a
80°C y aproximadamente 10 mm. de Hg durante 5
hs [7].

DETERMINACION DEL EXTRACTO
ACUOSO

Se utiliz6 el método de la A.O.A.C. para el extracto
acuoso en té, con modificaciones [8, 9].

Se pesan 2 gr. de la muestra y se agregan 200 ml.
de agua destilada. Se hierve a reflujo durante 1 h. Se
filtra utilizando un filtro seco y se transfiere el total
del filtrado a un cristalizador previamente pesado.
Se evapora en estufa a 100°C hasta sequedad
(aproximadamente 24 hs). Se enfria y se pesa. El
porcentaje se refiere a peso seco.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd el andlisis estadistico utilizando el
programa STATGRAPHICS Plus, 1993 [10]. Se uti-
lizé un analisis de regresion lineal, con varios valo-
res de la variable dependiente (Extracto Acuoso)
para cada valor de la variable independiente (% de
hojas). También se utilizo el test de las diferencias
para comparar las muestras estacionadas y sin es-
tacionar [11].

RESULTADOS Y DISCUSION
EXTRACTO ACUOSO EN HOJAS Y PALOS

Se realizaron las determinaciones para 8 muestras
en hojas y palos por separado y por triplicado. En
cada caso se considerd una muestra de yerba sin
estacionar (N° 1-3-5-7) y la correspondiente esta-
cionada de cada una de ellas (N° 2-4-6-8).

En la Tabla 1 se dan los valores medios y el
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error standard para hojas y palos en las diferentes
muestras.

Como se puede observar, los valores de extrac-
to acuoso difieren en forma apreciable en las hojas
y los palos. Comparando éstos con un Analisis de
Varianza, se encuentra un valor de p < 10 -5, Ade-
mas se pueden considerar relativamente bajos los
valores de la desviacion standard al considerar las
diferentes muestras.

COMPARACION DE LAS MUESTRAS
ESTACIONADAS Y SIN ESTACIONAR

Con el objeto de saber si existen diferencias entre
los valores de extracto acuoso entre muestras esta-
cionadas y sin estacionar (por ejemplo: entre 1y 2),
se realiz6 el denominado Test de las Diferencias,
encontrandose que no existen diferencias en el ex-
tracto acuoso entre los dos tipos de muestras (p <
0,19).

EXTRACTO ACUOSO PARA DIFERENTES
MEZCLAS DE HOJAS Y PALOS

Se prepararon mezclas con diferentes proporciones
de hojas y palos con el objeto de determinar el ex-
tracto acuoso. Para cada una de las muestras se
prepararon tres mezclas, que correspondieron a las
fracciones en peso de hojas de 0,75; 0,5y 0,25y las
determinaciones de extracto acuoso se realizaron
por triplicado.

En la Figura 1, que se representa como ejemplo,

se puede observar la recta de regresion que se obtu-
vo con la Muestra 1. En la misma se consideraron
los puntos para las fracciones en peso de hojas
igual a 1; 0 (palos) y las mezclas citadas anterior-
mente (0,75; 0,5; 0,25).

Se puede observar que existe muy buen ajuste
entre las dos variables (p < 10-). La recta de regre-
sion para este caso resulto:

Y = 22,16 + 21,25 X (1)

Siendo:
Y= valor de extracto acuoso % base seca.
X= fraccion en peso de hojas.

Cuando se consideran todos los datos obteni-
dos (muestras 1 a 8), se obtiene la siguiente ecua-
cién por regresion lineal:

Y= 20,96 + 20,79X (p<10°) (2)

Con el objeto de poder utilizar esta ecuacion

para estimar el extracto acuoso a partir de la frac-

cién de hojas, se determinaron los limites de con-
fianza al 95% (LC) de la recta de regresion:

217 ?2 X)?
LC ?Y?tos 533%37% @)

Muestra Hojas Palos
(valores medios + DS) (valores medios + DS)
1 44,29 + 0,26 22,72 £ 0,77
2 41,21 + 0,04 20,16 + 1,10
3 42,44 + 1,53 19,14 +£ 1,34
4 41,42 + 0,66 21,46 £ 0,25
5 42,55 + 0,67 23,19 £ 0,80
6 40,39 + 0,04 19,16 + 0,38
7 41,21 + 0,17 21,56 + 0,40
8 42,85 + 0,76 21,50 + 0,57
Valores medios de E.A. 42,05 21,11
Valores medios de DS 1,23 1,51
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FIGURA 1: Recta de regresion de extracto acuoso (% b.s.) en funcién de la fraccion de hojas de yerba mate para la muestra

1, de acuerdo con la ecuacién Y=22,16+21,25 X.
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FIGURA 2: Recta de regresion y limites de confianza de extracto acuoso (% b.s.) en funcién de la fracciéon de hojas para
todas las muestras, de acuerdo con la ecuacién: Y=20,96+20,79 X.

siendo:

§,= Suma de cuadrados residual = 217,44

N = Numero total de datos = 120

t, 5= Valor critico de la distribucion de student = 1,98
X = Valor medio de X =0,5
2x2=PN(X-X)?=15

De acuerdo con esta ecuacion los valores mini-
mos de los limites de confianza (para X=0,5) serian
deY +£2,67% Yy los maximos (para X=0y 1) de Y +
4,62%. Si se utiliza esta ecuacién para estimar la
fraccion de palos a partir del extracto acuoso se
tendrian errores de determinacion de +0,135. Esta
alta dispersion de los valores se deberia principal-

mente a la variabilidad que presenta la materia pri-
ma por sus diferentes origenes. De aqui que este
método no puede ser utilizado como un Gnico mé-
todo para estimar la fraccion de palos de una mate-
ria prima de origen desconocido.

CONCLUSIONES

Se realizaron determinaciones de extracto acuo-
so en hojas y palos de yerba mate, dando valores
promedios de 42,05y 21,11%, respectivamente, en-
contrdndose diferencias estadisticas significativas.

No se encontraron diferencias cuando se reali-
zaron ambas determinaciones en yerbas estaciona-
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das y sin estacionar, provenientes de un mismo es-
tablecimiento.

Cuando se intenta explicar la variacién del ex-
tracto acuoso en funcion de la fraccion de hojas con
una linea recta se encuentra un buen ajuste. Sin
embargo esta ecuacién no puede ser utilizada como
Gnico método para estimar el contenido de palos
debido a los relativamente elevados limites de con-
fianza de la estimacion (+ 4,62% para estimar el
extracto acuoso y + 0,135 para estimar la fraccién
de palos). i

ESCALADA, M. A.; SCHMALKO, M. E. Y KANZIG,
R. G./ Centro de Investigacion y Desarrollo
Tecnologico (CIDeT), Facultad de Ciencias Exactas,
Quimicas y Naturales, Universidad Nacional de
Misiones.
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ABSTRACT

MEMORIA MOLECULAR DE
CETOAMINAS PLASMATICAS Y
HEMOGLOBINAS GLICOSILADAS
PARA INDAGAR EL ESTADO DEL
METABOLISMO HIDROCARBONADO”

Coppo, J. A. / Coppo, N. B.

MOLECULAR MEMORY OF PLASMATIC KETOAMINES AND GLYCATED HAEMOGLOBINS
TO INQUIRE THE CARBOHYDRATE METABOLISM STATUS

A bibliographical review about the diagnostic utility of glycated haemoglobin (HbAlc)
and fructosamine, was made. Haemoglobin and seric proteins can receive a non-
enzymatic glycation; so they reflect retrospectivelly the average glycaemia from the
last 2-3 months (HbAlc) or 8-12 days (fructosamine). The obtained values of glycated
proteins from various species of healthy animals, as well as normal human samples
used as reference, were reported. “Batch”chromatography and nitroblue tetrazolium
were the methods used to measure HbAlc and fructosamine, respectivelly. No
statistically significative differences between sexes and ages (p < 0.05) have been
found.

HbAlc and fructosamine increases in samples from both diabetic human beings and
animals, were detected. In hyperglycaemic non-diabetic canines, fructosamine stayed
in normal values, but this parameter significativelly decreased on a lot of
normoglycaemic hypoproteinemic dogs. The obtained results from both healthy and
non-healthy subjects, were compared with the published by other authors, which used
the same or different laboratory method. Coincidences and discrepancies are found.
The apparent low prevalence rate for canine diabetes mellitus in our region, perhaps
attributable to complementary diagnosis failure,was discussed. For the diagnosis
improvement, glycated proteins determination is recommended. These parameters are
independent to the actual glycaemia and evaluate the carbohydrate metabolism for
long term (HbAlc) or moderate term (fructosamine). Moreover, glycated proteins are
useful in the animal hypo/hyperglycaemia differential diagnosis.

KEY WORDS: fructosamine, glycated haemoglobin, glycaemia, domestic animals.
Se efectlia una actualizacién bibliografica sobre la utilidad diagnéstica de gluco-

hemoglobina (HbAlc) y fructosamina, proteinas que al glicosilarse en forma no-
enzimatica, reflejan retrospectivamente la glucemia correspondiente a los ultimos 2-3



RESUMEN

meses y 8-12 dias respectivamente. Se narran los valores obtenidos para ambos
analitos en animales sanos de distintas especies, asi como en personas normales uti-
lizadas como referencia, empleando las técnicas de cromatografia “batch” (HbAlc) y
azul nitrotetrazolio (fructosamina). No se hallan diferencias estadisticamente significa-
tivas ( p < 0.05) entre sexos y edades. Se destacan los incrementos de HbAlc y
fructosamina hallados en personas y animales diabéticos. En caninos hiperglucémicos
no-diabéticos constatan normalidad en las concentraciones de fructosamina,
parametro que disminuy6 significativamente en un grupo de perros normoglucémicos
hipoproteinémicos. Se comparan los resultados hallados en sujetos sanos y enfermos,
con los reportados por otros autores para la misma o distinta técnica de laboratorio,
surgiendo coincidencias y discrepancias. Se discute la aparentemente baja tasa de
prevalencia de diabetes mellitus canina en nuestro medio, quizas atribuible a falencias
del diagnostico complementario, aconsejandose el dosaje de proteinas glicosiladas
para subsanarlas. Por ser independientes de la glucemia actual, evaltan a largo plazo
(HbAlc) o mediano plazo (fructosamina) el metabolismo hidrocarbonado y son Utiles en
el diagnéstico diferencial de las hipo/hiperglucemias animales.

PALABRAS CLAVE: fructosamina, glucohemoglobina, glucemia, animales domésticos.

INTRODUCCION
LA GLICOSILACION PROTEICA

Cualquier proteina del organismo (hemoglobina,
albimina,  colageno, mielina,  elastina,
apolipoproteinas, factores de la coagulacién, etc.)
posee la capacidad de adicionar moléculas de
aldosas en forma lenta pero continua; esta
glicosilacion serd tanto més intensa cuanto més
elevada y persistente sea la concentracion de
glucosa en el medio interno [1, 2, 3].

La Figura lilustra la sintesis de las proteinas
glicosiladas, proceso no-enzimatico que se inicia
cuando el grupo aldehido del monosacéarido se
une a un grupo epsilon-amino de residuos de lisi-
na o valina de una proteina (reaccion de
Maillard), produciendo una aldimina inestable
(Base de Schiff). Esta ultima sufre una redis-
posicion (reordenamiento de Amadori), constitu-
yéndose una cetoamina (fructosilamina) estable.
Asi glicosilada, la proteina “informa” sobre los
niveles glucémicos de manera retrospectiva e in-
dependiente del valor actual de la aldosa (“memo-

HC=O H,N HC=N CH,—NH

HC|OH _‘ HC|OH _‘ CreO _‘
P P P

HO|IC H R reaccion HO|CH R reordenamiento HOC|H R
+ 0] de Maillard 0] de Amadori 0]

HC|OH T = HC|OH T => HC|OH T
E <+ E irreversible E

HC|OH I reversible HCI|OH I HCI|OH I
N N N

CH,OH A CH,OH A CH, OH A

glucosa proteina Base de Schiff Proteina glicosilada

(aldimina) (cetoamina, fructosamina)

FIGURA 1. Mecanismo de la glicosilacién no enzimatica de una proteina. La glucosa se fija lentamente a grupos amino libres de
una proteina formando aldiminas inestables, las que sufren un reordenamiento y se tornan estables.



ria molecular”), con la Unica limitacion que le
impone la vida media de la proteina [4, 5].

Las proteinas glicosiladas serian responsables
de varias alteraciones propias de la diabetes
mellitus y del envejecimiento humano [6], tales
como desmielinizacién, modificacion del colé-
geno intercelular y opacidad del cristalino [7]. Las
proteinas séricas sufririan anomalias funcionales
al glicosilarse: las albdminas perderian afinidad
por bilirrubina/acidos grasos, las LDL serian cap-
tadas en menor grado por los fibroblastos, el
colesterol de HDL disminuiria, la fibrina seria de-
gradada escasamente por la plasmina, decrecerian
ciertas inmunoglobulinas y muchas enzimas se
inactivarian [2, 8, 9]. La acumulacion de proteinas
glicosiladas en los tejidos de animales viejos y/o
diabéticos produciria complicaciones tales como
retinopatias y cataratas [10], y trastornos glome-
rulares con alteracién de la funcién renal [1, 11,
12].

GLICOSILACION DE LA HEMOGLOBINA

La hemoglobina (Hb) es una proteina conjugada
formada por cuatro cadenas polipeptidicas
(globina), cada una de las cuales posee un grupo
prostético (hem). Este Ultimo es idéntico en hom-
bre y animales, residiendo las diferencias en los
polipéptidos. La Hb esta contenida en los eri-
trocitos, células donde el pasaje de glucosa es
insulino-independiente. En seres humanos la Hb
mas abundante es la HbA (dos cadenas alfa y dos
cadenas beta); las hemoglobinas glicosiladas re-
presentan un pequefio porcentaje de la HbA
(0.4% de HbAla, 0.5% de HbAlb y 3-6% de
HbALc) [5,13]. La HbAlc se conoce comUnmente
como “hemoglobina glicosilada” o “glucohemo-
globina”, aunque algunos prefieren englobar las
tres fracciones: HbA1(a+b+c) [5].

La glicosilacion de la Hb ocurre en el extremo
aminoterminal de las cadenas beta a lo largo de la
vida del eritrocito (130 dias en el hombre, 140-150
dias en equinos y bovinos, 100-120 dias en cani-
nos, 35 dias en la gallina) [14]. En los perros el
Unico tipo de Hb es “A” (a,b,), donde la secuencia
de los altimos cuatro aminodcidos del extremo N-
terminal de la cadena b es idéntica a la del ser hu-
mano; el hecho de que los caninos posean HbAlc,
sumado a una similar vida media de Hb e idénti-
ca tasa de glucosa sanguinea, implica que su
glicosilacion responde al mismo mecanismo
fisiopatoldgico y refleja el promedio de la gluce-

mia de los Ultimos 2-3 meses [10] o las Gltimas 5-
7 semanas [4].

GLICOSILACION DE
LAS SEROPROTEINAS

Asi como la Hb intraeritrocitaria, las proteinas
séricas también pueden glicosilarse. Genérica-
mente se denomina “fructosamina” al compuesto
resultante de la fijacion no-enzimatica de molécu-
las de glucosa a grupos amino libres de proteinas
plasmaticas, principalmente albuminas. Dado que
la magnitud de glicosilacion depende de los nive-
les promedio de glucosa, la fructosamina es una
excelente indicadora de hiper o hipoglucemias
crénicas en seres humanos [3], caninos [15, 16],
felinos [17] y roedores [18]. Su concentracién
también se afectaria ante hiper e hipoprotei-
nemias prolongadas [19], aunque la variacién
proteica deberia ser grande para llegar a afectar la
concentracion de fructosamina [20].

Las seroproteinas glicosiladas permiten discri-
minar entre perros hiperglucémicos diabéticos y
no-diabéticos, con altas sensibilidad y especi-
ficidad [21]. Su determinacion es Gtil para el diag-
néstico de la toxemia gestacional de la oveja [22],
la cetosis subclinica del bovino [23] y el carci-
noma pancreatico secretor de insulina del canino
[24].

Fructosamina representa el nivel promedio de
la glucemia de las Gltimas 1-2 semanas [4], 0 1-3
semanas [15] u 8-12 dias [16].

OBJETIVOS

El propdsito de esta comunicacion es brindar
una breve actualizacion sobre la utilidad diag-
néstica de las proteinas glicosiladas, asi como re-
latar los trabajos que desde hace dos décadas veni-
mos llevando a cabo en nuestro grupo.

En la década de 1980, ante la aparicion de las
primeras técnicas para el dosaje de HbAlc, obtu-
vimos sus valores de referencia en seres humanos
y diferentes especies animales [25], constatamos
su elevacion en la diabetes canina [26] y su utili-
dad en la evaluacidn de la insulinoterapia [27].

En la década de 1990 se incorpora al laborato-
rio clinico la determinacion de fructosamina, ante
lo cual procedimos a obtener su intervalo de refe-
rencia en seres humanos [28] y caninos [29], abo-
candonos luego a relacionar este parametro con
los niveles hematicos de glucosa y proteinas tota-
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les en ejemplares sanos y pacientes afectados por
diabetes mellitus y otras enfermedades.

MATERIALES Y METODOS
SUJETOS EXPERIMENTALES

Se recopilan, a manera de controles de referencia,
valores obtenidos en 66 personas (50% de cada
sexo, edades: 2 a 70 afios) incluidas en una inves-
tigacion tendiente a determinar indices
aterogénicos en poblacion del nordeste argentino
(47 sanas + 19 diabéticas) [30], asi como 359 seres
humanos (50% de cada sexo, edades: 60 a 92
afios) involucrados en una busqueda de intervalos
de referencia en geriatria (335 sanos + 24 diabéti-
cos) [31] .

Ciento setenta caninos de distintas razas, am-
bos sexos y edades de 1 a 12 afios fueron incorpo-
rados al estudio (126 sanos, 7 diabéticos, 11
hiperglucémicos no-diabéticos y 26 normoglu-
cémicos hipoproteinémicos).

El muestreo incluy6 16 bovinos, 12 equinos,
20 gallinas y 5 gatos, en todos los casos clinica-
mente sanos. Una alicuota de la sangre venosa
extraida fue anticoagulada con EDTA y con el res-
to se obtuvo suero.

TECNICAS DE LABORATORIO

HbAlc fue determinada por cromatografia
“batch”, donde la sangre hemolizada con un ten-
sioactivo a base de azida se contacta con resinas de
intercambio catidnico, las que fijan la Hb no-
glicosilada, separable por sedimentacion. En el
sobrenadante queda la HbAlc, cuantificable es-
pectrofotométricamente a 415 nm [32].
Fructosamina fue valorada por la técnica de
reduccidn alcalina del azul nitrotetrazolio hasta
formazano, cuantificandose fotocolorimétrica-
mente a 546 nm utilizando calibradores y sueros

patrones de control de calidad (normales y pato-
l6gicos) provistos por la empresa elaboradora
[33].

Para el resto de las determinaciones se utiliza-
ron técnicas clasicas: Hb (cianmetahemoglobina),
proteinas totales (biuret) y glucosa (O-toluidina y
glucosa-oxidasa) [32, 33], efectuandose las lectu-
ras en un fotébmetro Labora Mannheim 4010
digital, provisto de microprocesador vy
termostatizador, con cubetas de cuarzo semi-
micro de 1 cm de paso de luz.

METODOS ESTADISTICOS

Los valores de individuos sanos fueron estudiados
a efectos de constatar si mostraban distribucién
gaussiana de las frecuencias mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov; las estadisticas descriptivas
y el analisis de la varianza paramétrica (ANOVA)
se calcularon acorde con los métodos convencio-
nales [34].

En las muestras de sujetos enfermos se empled
media aritmética (X) * desviacién estandar (DE).
La significacion estadistica fue considerada a par-
tir de p < 0.05. El intervalo de referencia (rango
gue comprende el 95.44% de los valores estudia-
dos) fue calculado a partir de X + DE.

RESULTADOS Y DISCUSION

HbAlc: la Tabla 1 permite deducir que el interva-
lo de referencia de este analito en perros
clinicamente sanos fue del 6.99 al 11.15% de la Hb
total. No podemos discutir esta cifra por no haber
hallado trabajos sobre HbAlc dosada por
cromatografia “batch” en perros, pero si podemos
comparar los valores que obtuvimos en personas
sanas (5.08 a 9.60%) con el rango humano repor-
tado para dicha técnica: 6.60 a 8.60% [32] y 5a
8% [4], los que resultaron muy aproximados en-
tre si.

poblacién n HbAlc (%) Hb (g/dl) glucosa (g/1)
caninos sanos 37 9.07 £ 1.04 14.58 £ 0.32 0.86 £0.12
ref : humanos sanos 47 7.34 +£1.13 15.10 £ 0.26 0.85 +0.09
ref : humanos diabéticos 19 13.64 £+ 2.61 | 15.33 +£0.29 2.41 +1.02
caninos diabéticos 4 19.48 £8.30 | 15.92 £0.41 | 12.98 £ 0.27




Por cromatografia de intercambio i6nico otros
autores obtuvieron en perros sanos niveles de
HbAlc=7.1 % I.1% (rango: 5.1 a 9.7%) y en pe-
rros diabéticos: 14%, guarismos muy semejantes a
los aqui obtenidos [35]. Otros reportaron niveles
mas bajos de HbAlc dosada por cromatografia en
columna: 4.35 + 0.82% en sujetos sanos 'y 8.4 +
1.73% en diabéticos [5]. Las diferencias entre
sexos y edades fueron no-significativas en nuestro
ensayo.

Glucemias y hemoglobinemias totales de per-
sonas y caninos sanos encuadraron en rangos nor-
males [36, 37], excluyendo probabilidades de hipo
/hiperglucemias, asi como anemia/hemocon-
centracion [5, 9].

En personas diabéticas la glucemia promedio
241 £ 1.02 g/l y la HbAlc se elevo a 13.64 +
2.61%, en consonancia con las cifras de 8.4 a
16.0% citadas para estos casos [32]. Perros con
diabetes mellitus arrojaron valores de glucemia de
2.98 = 0.27 g/l con incrementos de HbAlc a nive-
les de 19.48 + 8.30% y hemoglobina total ligera-
mente elevada, quizas por efecto de la deshi-
dratacion propia de esta afeccion [11, 36].

En gatos normales obtuvimos HbAlc = 8.58 +
0.79% y en gallinas aparentemente sanas = 9.02 +
0.98% (para glucemias de 1.41 £+ 0.20 g/I). Llama
la atencidn que las aves, cuya glucemia es mas ele-
vada que la de los mamiferos [38], obtuvieran ta-
sas de HbALc similares a las del ser humano y los
caninos; quizas ello pueda relacionarse a la escasa
vida media de sus eritrocitos [14]. En seres huma-
nos la HbAlc decrece cuando se reduce la vida
media del glébulo rojo [39]. En la diabetes
mellitus ello sucederia por pérdida de la elastici-
dad de su membrana [1].

Fructosamina: la Tabla 2 posibilita calcular el in-
tervalo de referencia de este parametro en suero
de caninos normales, que resulté de 192.6 a 357.4
umol/l (distribucion normal, kurtosis = -0.75,
asimetria = 0.07). No hubo diferencias significati-
vas entre sexos (p = 0.76) ni edades (p = 0.27).
Proteinemias y glucemias fueron normales.

Nuestro intervalo de referencia result6é algo
mas amplio que el reportado para perros Beagle
utilizando otro método de valoracién de fructo-
samina (258.6 a 343.8 umol/l) [22], diferencia
quizés atribuible a la heterogeneidad de nuestra
poblacién. El limite maximo admisible citado por
otros (350 umol/l) [24] se acerca bastante al aqui
obtenido (357.4 umol/l). Con el mismo método
de laboratorio, recientes investigaciones [16] per-
mitieron constatar distribucién no-paramétrica
de los valores de fructosamina en una poblacion
heterogénea de caninos europeos, con niveles in-
dividuales entre 187 y 386 umol/l (mediana = 312
umol/l), los que resultan similares a los emergen-
tes de este trabajo (198 a 351 umol/l).

La media aritmética de fructosamina obtenida
en seres humanos sanos (283.1 = 78.1 umol/l)
coincide con el limite méximo estipulado por la
medicina humana (285 umol/l) [33], e indica que
nuestros valores resultaron sensiblemente més al-
tos y dispersos, efecto quizas debido a que se tra-
taba de una poblacion de ancianos, donde las
seroproteinas glicosiladas podrian ser mas eleva-
das por la deficiente regulacion glucémica propia
de la senectud [40]. Contrariamente, los valores
de fructosamina parecen ser mas bajos en la in-
fancia y en el embarazo humanos [3, 41], aunque
en algunos trabajos no se hallaron diferencias de-
bidas a la edad (15 a 35 afios) ni al sexo [42].

poblacién n fructosamina proteinas glucosa
(umol/) totales (g/dl) (a/l)
caninos sanos 89 275.0 £ 41.2 7.22 = 0.26 0.89 + 0.07
ref: humanos sanos 335 283.1+£78.1 | 7.13+0.46 | 0.90+0.12
ref: humanos diabéticos 24 564.9 + 100.2| 7.63+£0.35 | 2.04 £0.49
caninos diabéticos 3 550.7+93.9 | 7.36+0.19 | 2.62+0.61
caninos hiperglucémicos 11 279.2 +£48.6 | 6.89+0.21 1.26 £ 0.10
no - diabéticos
caninos normoglucémicos 26 183.1 +53.5 | 566+0.13 | 0.92+0.17
hipoproteinémicos
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Con tenores normales de proteinemia, seres
humanos y caninos afectados de diabetes mellitus
incrementaron sus glucemias (2.04 £ 0.49y 2.62 +
0.61 g/ respectivamente), con el consiguiente au-
mento de fructosamina, muy por encima del limi-
te maximo del intervalo de referencia (564.9 +
100.2 y 550.7 = 93.9 umol/l respectivamente).
Otros investigadores denuncian, para perros dia-
béticos, niveles de fructosamina con medianas de
490 umol/l y maximas individuales de hasta 971
umol/l [16], asi como medias de 600 umol/l y
maximas individuales de 1242.9 umol/I [10]. Por
el contrario, en perros hipoglucémicos (0.25 g/l)
por hiperinsulinismo, fructosamina alcanzo nive-
les tan bajos como 147 umol/I [24].

En nuestra experiencia, caninos normopro-
teinémicos con hiperglucemia (1.26 + 0.10 g/I)
atribuible a stress, tratamientos con ACTH /
glucocorticoides, fiebre, anestesia, cirugia o infec-
ciones agudas, ostentaron concentraciones de
fructosamina (279.2 + 48.6 umol/l) practicamente
normales, confirmando que los cambios agudos o
transitorios de la glucemia no afectan la tasa de
glicosilacion seroproteica, tanto en perros [15]
como en gatos [17].

Perros normoglucémicos (0.92 £ 0.17 g/l) con
hipoproteinemias (5.66 + 0.13 g/dl) debidas a
trastornos crénicos con albuminuria, insuficien-
cia hepatica, desnutricion o neoplasias, mostraron
concentraciones de fructosamina (183.1 + 53.5
umol/l) por debajo del intervalo de referencia, co-
rroborando que la disminucién sostenida de protei-
nas plasmaticas reduce el valor de fructosamina [20].

Los escasos gatos aqui encuestados revelaron
niveles de fructosamina m = 238.4 umol/l
(glucemia = 0.83 g¢/l), que resultan encuadrados
en los intervalos de referencia reportados en otras
investigaciones: 146 a 271 umol/I [19] y 221 a 341
umol/I [17]. Gatos diabéticos (glucosa media =
3.48 g/l) incrementarian la tasa de glicosilacién
proteica hasta niveles de 820 umol/I [17]. Para el
bovino, otros autores reportan valores normales de
fructosamina entre 213.4 y 265.0 umol/l, sin consta-
tar cambios atribuibles al ritmo circadiano ni a las
variaciones transitorias de la glucemia [23].

CONCLUSION

El diagnoéstico de diabetes mellitus en medicina
veterinaria continla basidndose en la triada
poliuria-polidipsia-polifagia y los hallazgos de
hiperglucemia, glucosuria y anormalidad de la

prueba de tolerancia a la glucosa, raramente mi-
diendo la insulinemia [20, 21, 36, 38]. Algunos de
estos signos pueden deberse a otras causas, como
afecciones renales, hepatobiliares, endometritis,
hipercorticismo, stress y acciones medicamen-
tosas [20].

En el Servicio de Andlisis Clinicos anexo a la
Catedra de Fisiologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias (UNNE), tras 20 afios de labor
(1977-1997) y miles de animales analizados, Uni-
camente constatamos diabetes mellitus en no més
de una decena de ocasiones y siempre en perros.
Esta prevalencia estd muy por debajo de la repor-
tada a nivel internacional (1.5%) [20]. La reticen-
cia del veterinario clinico hacia las determinacio-
nes de laboratorio, sumada a la insolvencia mone-
taria de los propietarios, quizas provogue que esta
endocrinopatia, la mas comun en el perro, no sea
debidamente diagnosticada y tratada.

Las proteinas glicosiladas, ya sean de mediano
plazo (fructosamina) o largo plazo (HbA1c), po-
seen un gran potencial para evaluar retrospectiva-
mente el metabolismo hidrocarbonado de los ani-
males domeésticos. Falta aln investigar los cam-
bios fisiopatolégicos hallados en seres humanos,
como la gestacion [41, 43], la raza [44], la obesi-
dad [45], ingestion de vitamina C [10], hiper-
tension arterial [46] e interferencias por hemo-
globinopatias [5], estableciendo luego ventajas y
limitaciones de cada determinacién [47, 48, 49,
50] a efectos de no descartarlas como herramien-
tas diagnosticas. b

COPPO, J. A. / Profesor Titular, Catedras de Fisiologia
General (UNaM) y Fisiologia Humana (UNNE). COPPO,
N. B. / Profesora Adjunta, Catedras de Fisiologia
General (UNaM) y Fisiologia Veterinaria (UNNE).
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ABSTRACT

RESUMEN

CALENDARIO POLINICO PRELIMINAR
CIUDAD DE POSADAS
(ARGENTINA)

Paul, R. M. / Fernandez, L. C. / Huk, L. H.
Preliminary Pollen Calendar of Posadas City (Argentine)

The objective of the present contribution is to make known the first results of pollen
rain in Posadas City, Province of Misiones corresponding to the year 1993. The moni-
toring has been performed fortnightly using a Tauber type gravitational trap in a sam-
pling site corresponding to the central area in Posadas City, at six metres over the
ground.

Nineteen pollen types representing the surrounding vegetation (pavements, parks,
squares, garden, unused lands) have been identified. In relation to pollen frequency in
trees - shrubs, we can identify peaks in April, August and November. Herbs present a more
uniform annual rhythm although their frequency increase in December- February. Poaceae,
Asteraceae, Cyperaceae, Cecropia spp., are noticeable for being present all the year.

A list with pollen types identified, tables and figures the annual relative frequency, as
well as the corresponding annual calendar are presented.

KEY WORDS: Palinology; Aeropalynology; Pollen calendar; Posadas; Misiones; Argentina.

El objetivo del presente trabajo es dar a conocer los primeros resultados obtenidos
durante un afilo de monitoreo (1993) de la lluvia polinica de un sitio de la ciudad de
Posadas. Las muestras de polen se obtuvieron quincenalmente con un captador
gravitacional tipo Tauber, ubicado en el area céntrica de la ciudad (calles Félix de Azara
y Salta), a 6 metros de altura.

En el andlisis de las muestras de lluvia polinica se identificaron hasta el momento 19
tipos polinicos, representativos de la vegetacién circundante, que agrupamos en las
categorias de arboles-arbustos y herbaceas para una mejor apreciacién de su dinamica
anual. Con respecto a la frecuencia polinica de arboles-arbustos podemos sefialar pi-
cos en abril, agosto y noviembre. Las herbaceas, en cambio, presentan un ritmo anual
mas uniforme aunque aumentan su frecuencia en el periodo diciembre-febrero.
Poaceae, Asteraceae, Cyperaceae y Cecropia spp. se destacan por estar presentes
durante todo el afio.

Se presenta una lista de los tipos polinicos identificados, tablas y figuras de frecuencia
relativa anual y calendario polinico.

PALABRAS CLAVES: Palinologia; Aeropalinologia; Calendario polinico; Posadas; Misio-
nes; Argentina.



INTRODUCCION

Misiones se encuentra situada en el angulo nor-
deste de la Republica Argentina, casi inmediata-
mente debajo del tropico de Capricornio. El clima
es subtropical sin estacidn seca. Las precipitacio-
nes son abundantes y bastante uniformes (1.500-
2.000 mm anuales). Dada su posicion cercana al
trépico, la temperatura es elevada en promedio
(entre 20° y 21°). La amplitud térmica media
anual es de 11°. Los vientos predominantes son
los del E. y N.E., en menor medida S. y N. La ciu-
dad de Posadas, capital de la provincia, esta situa-
da a los 27° 23" de Lat. Sur y a 55° 53" de Long.
Oeste. Desde el punto de vista fitogeogréafico, per-
tenece al distrito de los campos, bordeado por sel-
va fluvial. Presenta una gran diversidad floristica
que congrega especies autdctonas y exoticas, mu-
chas de las cuales son anemdfilas y causantes de
afecciones alérgicas (polinosis).

No existen antecedentes de estudios aeropa-
linoldgicos para la provincia de Misiones; a nivel
regional, se citan los realizados para Corrientes
por Cuadrado [1, 2].

El objetivo del presente trabajo es dar a cono-
cer los primeros resultados del andlisis de lluvia
polinica del Municipio Posadas evidenciando los
tipos polinicos presentes, porcentajes, frecuencia
y ritmo de aparicién durante un afio calendario
(1993).

Los tipos desconocidos, considerados en el
analisis cuantitativo, seran abordados en trabajos
posteriores. Estos tipos polinicos son numerosos,
pero en general no se presentan en altas concen-
traciones.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras fueron obtenidas con un
muestreador tipo Tauber de reposiciéon quincenal,
ubicado en la zona céntrica de la ciudad (calles
Félix de Azara y Salta) a 6 metros de altura. Las
mismas fueron procesadas usando la técnica de
acetdlisis de Erdtman [3] montadas en glicerina-
gelatina y selladas con parafina.

A fin de realizar estudios cuali-cuantitativos,
una vez obtenidos los preparados, se procedio al
barrido analitico con microscopio éptico Carl
Zeiss - Laboval 4 hasta totalizar 400 granos por
mes, a excepcion del mes de marzo (200). A partir
de esta cifra se calcularon los valores relativos de
los tipos identificados (porcentaje de cada uno

sobre el total de granos). No se incluye en este tra-
bajo el estudio de las esporas.

La identificacion de los granos se realizé con
material bibliografico y palinoteca de referencia
de la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y
Naturales - Médulo Farmacia Laboratorio 5. En el
procesamiento estadistico de los datos se utilizé
hoja electrénica y procesador de textos.

Se confeccion6 una lista de los tipos polinicos
identificados, tablas y figuras de frecuencia relati-
va y calendario polinico.

RESULTADOS

En el analisis de la lluvia polinica de la ciudad de
Posadas se han identificado 19 tipos, los que se
presentan en la Tabla 1 organizados en dos cate-
gorias. La primera incluye al polen de arboles-ar-
bustos y representa la vegetacion circundante al
sitio de muestreo, cultivados en veredas, jardines,
plazas, etc. La mayoria de ellos son de origen exo-
tico y de condicion alergégena como por ejemplo
eucaliptos, ligustros, mangos, moras, pinos y pla-
tanos [4]; otros son representantes nativos, entre
ellos lecherén, ambad, palo pélvoray tala, siendo
expresamente citadas estas tres Ultimas como
anemofilas-alergégenas [5].

En la lista, del grupo de las Mirtéaceas se sepa-
ré a Eucalyptus spp. por su mayor representa-
tividad a lo largo del afio.

La segunda categoria comprende a las herba-
ceas que estan abundantemente representadas en
la flora urbana con especies nativas y exéticas,
muchas anemdfilas y alergdgenas. Parietaria
debilis, por ejemplo, identificada como especie
nativa es muy frecuente en lugares himedos de
veredas, patios y jardines.

La Tabla 2 muestra los valores porcentuales
como frecuencias relativas de los 19 tipos
polinicos en base al total mensual (incluyendo no
identificados). Los mas importantes, desde el
punto de vista alergogénico, se representan en la
Figura 1 donde se puede apreciar la relacion pre-
sencia-concentracién anual de los mismos.
Cecropia spp. y Poaceae tienen alta concentracion
y presencia constante en el afio. Asteraceae, du-
rante todo el afio con baja concentracion salvo el
mes de abril donde cobra mayor importancia.
Chenopodiaceae / Amaranthoideae con bajo por-
centaje, esta presente de modo continuo en el pri-
mer semestre del afio. Mangifera indica con un
valor importante en el mes abril, escaso en agosto-



septiembre y nulo el resto del afio. Eucalyptus spp.
y Trema micrantha, de registro continuo durante
la mayor parte del afio, con mé&ximos valores para
el primero, en abril y agosto y para el segundo,
enero-febrero. Pinaceae, Morus alba, Platanus
acerifolia y Plantago spp. estan presentes entre los
meses de julio a octubre, destacandose los dos pri-
meros en agosto y los siguientes en septiembre.
Ligustrum spp., con bajo porcentaje, disconti-
nuamente representado en el registro.

La Tabla 3 muestra los porcentajes de frecuen-
cia relativa mensual para las categorias arboles-
arbustos y herbéaceas, valores con los cuales se
confeccion6 la Figura 2. Su analisis permite
visualizar la existencia de tres picos marcados en
el afio para la primera categoria; en abril por la
especial contribucion de Mangifera indica vy
Eucalyptus spp., agosto por Pinaceae, Eucalyptus
spp. y Morus alba, Platanus acerifolia y en noviem-
bre debido a Cecropia spp. y Myrtaceae. En la se-
gunda categoria no se destacan picos como en la
anterior, aungue experimentan un aumento de
frecuencia en noviembre-febrero, influenciado
especialmente por el aporte de Cyperaceae y
Poaceae.

El calendario de los tipos polinicos identifica-
dos durante el afio se presenta en la Tabla 4 don-
de podemos apreciar la siguiente dinamica, que
consideramos de utilidad, especialmente en la
diagnosis, prevencion y tratamiento de alergias:

Enero: Cecropia spp., Trema micrantha, Ama-
ranthaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae/Amaran-
toideae, Cyperaceae, Poaceae. Febrero: Cecropia
spp., Eucalyptus spp., Myrtaceae, Pinaceae, Trema
micrantha, Amaranthaceae, Asteraceae, Chenopo-
diaceae/Amarantoideae, Cyperaceae, Poaceae.
Marzo: Cecropia spp., Eucalyptus spp., Ligustrum
spp., Myrtaceae, Trema micrantha, Amarantha-
ceae, Asteraceae, Chenopodiaceae/Amarantoi-
deae, Cyperaceae, Poaceae. Abril: Celtis spp., Man-
gifera indica, Cecropia, Eucalyptus spp., Myrtaceae,
Trema micrantha, Amaranthaceae, Asteraceae,
Chenopodiaceae/Amarantoideae,  Cyperaceae,
Parietaria debilis, Poaceae. Mayo: Celtis spp., Ce-
cropia spp., Eucalyptus spp., Ligustrum spp. Myrta-
ceae, Trema micrantha, Asteraceae, Chenopodia-
ceae/Amarantoideae, Cyperaceae, Parietaria debi-
lis, Poaceae. Junio: Celtis spp., Cecropia spp., Eu-
calyptus spp., Myrtaceae, Trema micrantha, Ama-
ranthaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae/Amaran-
toideae, Cyperaceae, Parietaria debilis, Plantago
spp., Poaceae. Julio: Cecropia spp., Eucalyptus spp.,
Ligustrum spp., Morus alba, Myrtaceae, Pinacea,

Trema micrantha, Amaranthaceae, Asteraceae,
Chenopodiaceae/Amarantoideae,  Cyperaceae,
Parietaria debilis, Poaceae. Agosto: Cecropia spp.,
Eucalyptus spp., Mangifera indica, Morus alba,
Myrtaceae, Pinaceae, Platanus acerifolia, Trema
micrantha, Asteraceae, Cyperaceae, Parietaria de-
bilis, Plantago spp., Poaceae. Septiembre: Celtis
spp., Cecropia spp., Eucalyptus spp., Mangifera in-
dica, Myrtaceae, Pinaceae, Platanus acerifolia, As-
teraceae, Cyperaceae, Parietaria debilis, Plantago
spp., Poaceae. Octubre: Celtis spp., Cecropia spp.,
Eucalyptus spp., Hoveniaspp., Myrtaceae, Platanus
acerifolia, Trema micrantha, Asteraceae, Cypera-
ceae, Parietaria debilis, Poaceae. Noviembre: Cel-
tis spp., Cecropia spp., Eucalyptus spp., Hovenia
spp, Ligustrum spp., Myrtaceae, Psapium spp., Tre-
ma micrantha, Amaranthaceae, Asteraceae, Cype-
raceae, Parietaria debilis, Poaceae. Diciembre: Ce-
cropia spp., Ligustrum spp., Myrtaceae, Trema mi-
crantha, Amaranthaceae, Asteraceae, Cyperaceae,
Poaceae.

DISCUSION

La mayoria de los tipos identificados en lluvia
polinica son anemofilos y reflejan la época de
floracion. Ligustrum spp. y Mangifera indica son
plantas de polinizacion entomdfila, sin embargo
estan presentes en lluvia polinica, lo cual podria
explicarse a partir de la consideracion de factores
meteoroldgicos o bioldgicos.

La concentracidn polinica de herbaceas es bas-
tante homogénea durante el afio lo que podria
indicar una constante floracion de las mismas; la
de arboles-arbustos es mas heterogénea y estaria
influenciada por la floracion combinada de varias
especies en determinados periodos del afio.

Dado que la mayoria de los tipos de arboles-
arbustos identificados son alergdgenos, considera-
mos que una forma de disminuir su aporte a la
lluvia polinica podria ser seleccionando critica-
mente las especies a ser utilizadas en el arborizado
de la ciudad.

CONCLUSIONES

Del contenido polinico atmosférico de la ciudad
de Posadas -Afio 1993- se identificaron a Cecropia
spp., Celtis spp., Eucalyptus spp., Hovenia dulcis,
Ligustrum spp., Mangifera indica, Morus alba,
Myrtaceae, Pinaceae, Platanus acerifolia, Psapium
spp., Trema micrantha, Amaranthaceae, Astera-
ceae, Chenopodiaceae/Amarantoideae, Cypera-
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ceae, Parietaria debilis, Plantago spp., Poaceae; la
mayoria anemdfilas/alergégenas, con excepcién
de Mangifera indica y Ligustrum spp., consideradas
entomdfilas.

Durante todos los meses del afio se registra
presencia polinica. En los meses de julio a no-
viembre se destaca un predominio de arboles-ar-
bustos respecto de herbaceas. Cecropia spp.,
Asteraceae, Poaceae, Cyperaceae, estan presentes
durante todo el afio; Trema micrantha, Eucalyptus
spp. y otras mirtaceas, gran parte del mismo; en
cambio, Hovenia dulcis, Mangifera indica, Morus
alba, Pinaceae, Platanus acerifolia, Plantago spp.,
Psapium spp., se limitan a cortos periodos de
tiempo.

El tipo polinico que resulta mas comdn y con
la més alta concentracion a lo largo de todo el afio
es Cecropia spp., especie nativa abundante en la
flora local.

La mayoria de los tipos identificados corres-
ponden a arboles-arbustos de condicion alergo-
gena, frecuentemente cultivados en veredas, pla-
zas y parques.

La concentracién polinica anual de herbaceas
es mas baja y homogénea en relacién a arboles-
arbustos, los que presentan altas concentraciones
en determinados meses del afio como abril, agosto
y noviembre. e
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la 1: Tipos Polinicos

Arboles/ Arbustos

Herbaceas

Amaranthaceae (amarantos)
Asteraceae (compuestas)
Chenopodiaceae / Amaranthoideae
(quenopodios y amarantos)
Cyperaceae

*Parietaria debilis (paletaria)
*Plantago spp. (llantén)

Poaceae (gramineas)

* especies nativas

*Cecropia spp. (ambau)

*Celtis spp. (tala)

Eucalyptus spp. (eucalipto)

Hovenia dulcis (palito dulce)
Ligustrum spp. (ligustros y ligustrinas)
Mangifera indica (mango)

Morus alba (mora blanca)

Myrtaceae (*pitanga,* guayaba, otros)
Pinaceae (pino, cedro)

Platanus acerifolia (platano)
*Psapium spp. (lecherdn)

*Trema micrantha (palo pélvora)
*especies nativas




En. |Febr. | Mar. | Abr. [ My. | Jun. J. Ag. |Sept. | Oct. | Nov. | Dic T/%
Amaranth.
T/mens. 1 1 1 1 0.0 3 1 0.0 0.0 0.0 3 3 14
% 0.25 | 0.25 | 050 [ 0.25 | 0.00 [ 0.75 | 0.25 | 0.00 [ 0.00 |0.00 [ 0.75 | 0.75 | 0.30
Asteraceae
T/ mens. 6 11 3 32 6 8 7 5 2 7 5 2 94
% 150 (275 | 150 [ 800 |150 | 200 |1.75 (125 |050 (175 | 1.25 | 0.50 | 2.04
Chen/Amar
T/mens. 3 4 3 2 2 2 1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 17
% 0.75 | 1.00 | 1.50 [ 0.50 | 0.50 [ 0.50 | 0.25 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.37
Cecropia
T/mens. 97 88 80 76 12 10 2 11 3 139 63 158 739
% 24.25 (22.00 |40.00 (19.00 | 3.00 [ 250 | 0.50 | 2.75 | 0.75 [34.75 | 15.75 |39.50 | 16.07
Celtis
T/mens. | 0.0 0.0 0.0 1 1 3 0.0 0.0 4 25 1 0.0 35
% 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.25 |0.25 [ 0.75 | 0.00 | 0.00 | 1.00 |[6.25 | 0.25 | 0.00 | 0.76
Cyperaceas
T/mens. 65 55 4 4 3 1 1 1 6 21 34 33 228
% 16.25 (13.75 | 2.00 [ 1.00 | 0.75 [ 0.25 | 0.25 [ 0.25 | 1.50 [ 5.25 | 850 | 8.25 | 4.96
Eucalyptus
T/mens. | 0.0 9 9 54 44 17 33 45 4 3 3 0.0 221
% 0.00 | 225 | 450 (13.50 [11.00 | 4.25 | 825 |11.25 | 1.00 | 0.75 | 0.75 | 0.00 | 4.80
Hovenia
T/mens. | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2 17 0.0 19
% 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.00 |0.00 [ 0.00 | 0.OO | 0.00 [ 0.00 [0.50 |4.25 |0.00 | 041
Ligustrur
T/mens. | 0.0 0.0 1 0.0 1 0.0 1 0.0 0.0 0.0 4 2 9
% 0.00 | 0.00 | 0.50 [ 0.00 |0.25 [ 0.00 | 0.25 | 0.00 [ 0.00 |0.00 [1.00 | 050 | O0.1:
Mangifera
T/mens. | 0.0 0.0 0.0 99 0.0 0.0 0.0 2 3 0.0 0.0 0.0 104
% 0.00 | 0.00 | 0.00 (24.75 | 0.00 [ 0.00 | 0.00 | 050 | 0.75 [ 0.00 [ 0.00 | 0.00 | 2.26
Morus
T/mens. | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2 15 0.0 0.0 0.0 0.0 17
% 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.00 |0.00 [0.00 | 050 | 3.75 [ 0.00 |0.00 [ 0.00 | 0.00 [ 0.37
Myrtaceae
T/mens. | 0.0 1 4 1 1 1 3 11 10 2 78 1 113
% 0.00 | 0.25 | 200 (025 |0.25 [ 025 | 0.75 | 275 | 250 [ 0.50 [(19.50 | 0.25 | 2.46
Parietarid
T/mens. | 0.0 0.0 0.0 1 1 1 6 11 6 18 2 0.0 46
% 0.00 | 0.00 | 000 (025 |0.25 [0.25 | 150 | 275 (150 |450 (050 | 0.00 | 1.00
Plantago
T/mens. | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1 0.0 4 18 0.0 0.0 0.0 23
% 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.00 |0.00 [0.25 | 0.00 | 1.00 | 450 |0.00 [ 0.00 | 0.00 [ O.50
Platano
T/mens. | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 12 16 2 0.0 0.0 30
% 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.00 |0.00 [0.00 | 0.OO | 3.00 [ 4.00 |0.50 (0.00 |0.00 |0.65
Psapium
T/mens. | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 21 0.0 21
% 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.00 |0.00 [ 0.00 | 0.OO | 0.00 [ 0.00 [0.00 |[5.25 | 0.00 | 0.46
Poaceae
T/mens. 77 63 33 43 81 44 22 34 11 28 63 86 585
% 19.25 (15.75 | 16.50 (10.75 |20.25 [11.00 | 5.50 | 850 | 2.75 | 7.00 |15.75 |21.50 | 12.72
Pinaceae
T/mens. | 0.0 1 0.0 0.0 0.0 0.0 33 47 11 0.0 0.0 0.0 92
% 0.00 | 0.25 | 0.00 [ 0.00 |0.00 [ 0.00 | 825 |11.75 | 2.75 | 0.00 [ 0.00 | 0.00 | 2.00
Trema
T/mens. 27 45 2 9 1 1 1 2 0.0 14 16 15 133
% 6.75 |[11.25 | 1.00 [ 225 |0.25 [ 025 | 0.25 | 0.50 [ 0.00 | 3.50 | 400 | 3.75 | 2.89
No identif.
T/mens. | 124 122 60 77 247 308 287 200 306 139 90 100 | 2060
% 31.00 [30.50 |15.00 [19.25 |61.75 | 77.00 | 71.75 | 50.00 |76.50 34.75 |[22.50 |25.00 | 44,78
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TABLA 3: Frecuencia polinica relativa de arboles - arbustos y herbaceas

Meses Arboles-arbustos (%) Herbaceas (%)
Enero 31 38
Febrero 36 33,5
Marzo 48 22
Abril 59,8 20,8
Mayo 15 23,3
Junio 8 15
Julio 18,8 9,5
Agosto 36,3 13,8
Noviembre 12,8 10,8
Octubre 46,8 18,5
Noviembre 50,8 26,8
Diciembre 44 31

TABLA 4: calendario polinico preliminar, ciudad de Posadas, Misiones, afio 1993.

Amaranthaceae .

Asteraceae . - . . - . . -
Cecropia spp. . . . . . . . .
Celtis spp. . . . . . .

Chenop.-Amaranth. .

Cyperaceae .

Eucalyptus spp.

Hovenia dulcis

Ligustrum spp.

Mangifera indica

Morus alba

Myrtaceae

Parietaria debilis

Plantago spp.

Platanus acerifolia

Poaceae .

Psapium spp.

Pinaceae

Trema micrantha .
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ABSTRACT

RESUMEN

APORTES AL CONOCIMIENTO DE LA
DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS
OFIDIOS EN LA PROVINCIA DE
MISIONES

Stetson, R. E. / Insaurralde, D.R. / Benitez, P. / Pividori, N.

CONTRIBUTIONS TO THE KNOWLEDGE OF THE GEOGRAPHICAL DISTRIBUTION OF
SNAKES IN THE PROVINCE OF MISIONES

This paper presents the latest findings regarding the distribution of snakes in the Misio-
nes provincial area. The research work was carried out from April 1988 to October
1996.

The main objective, intended to deepen the studies associated with the distribution of
species and to update the date already existing in official files.

The approach selected combined, field and laboratory work with a bibliographical
review of investigations done by other researchers in the provintial area.

To date, 147 specimens have been collected in 12 districts belonging to the following
families Elapidae, Viperidae, Typhlopidae, Colubridae and Anomalepididae.

KEY WORDS: Ophidia, collection, identification, provintial distribution.

Este trabajo, presenta las Gltimas novedades encontradas acerca de la distribucion de
la ofidiofauna en el ambito provincial, y fue llevado a cabo desde abril de 1988 hasta
octubre de 1996.

El objetivo fue profundizar y actualizar el conocimiento de la distribucion de las espe-
cies en la provincia de Misiones.

Se obtuvieron los datos a través del trabajo de campo y la revision bibliografica de las
investigaciones desarrolladas por otros investigadores en el ambito provincial.

Hasta la fecha, se colectaron 147 ejemplares en doce Departamentos, pertenecientes
a las siguientes familias: Elapidae, Viperidae, Typhlopidae, Colubridae vy
Anomalepididae.

PALABRAS CLAVES: Ofidios, coleccidn, identificacién, distribucion provincial.



INTRODUCCION

Existe diversa bibliografia referida a la fauna
reptiliana de la provincia de Misiones. La mayoria
son trabajos que hacen consideraciones de algu-
nas especies en particular como novedad zoogeo-
gréfica, entre los que podemos mencionar a
Cranwell (1942; 1945) (5), Barrio (1942) (2).

Otras son listados de especies para la Argenti-
na y/o Sudamérica, como los de Serié (1936) (10),
Berg C. (1899) (3), Peters J. y Oreja M. B. (1970)
(9), Gallardo (1986) (7), Williams J. D. y Francini
F. (1991) (13). Algunos de ellos sélo mencionan la
provincia de Misiones sin precisar localidad.

También se cuenta con listados logrados en los
relevamientos faunisticos de Urugua-i (1987) y
del Area de influencia de la Represa Yacyreta en
Misiones (1991).

Entre los autores mas recientes pueden
mencionarse a Acosta et al., 1994 (1); Giraudo y
Abranson, 1994 (8); Chebez, 1996 (3); Stetson,
1993 (11), Stetson et al., 1994 (12). Del analisis de
este material surge la necesidad de un estudio mas
profundo para averiguar la forma en que las espe-
cies se distribuyen actualmente, informacién ésta
que servira también para conocer el modo en que
las modificaciones del medio ambiente, a causa
del aprovechamiento de los recursos naturales,
inciden en la presencia de las mismas.

MATERIAL Y METODOS

Para el logro de los objetivos, se realizaron sa-
lidas de campo a los Departamentos: Capital,
Apostoles, Obera, Libertador General San Martin,
Eldorado, lguazl, Caingués, Leandro N. Alem, 25
de Mayo, San Pedro, Guarani y Candelaria, don-
de se procedi6 a la captura de ejemplares de
acuerdo con normas tradicionales. Se colectaron
ejemplares muertos como producto del transito
vehicular, en las rutas de acceso a las distintas lo-
calidades, entre las que se encuentran las Rutas
Nacionales N° 12; 14; 105 y las Provinciales N° 1;
5, 7, 14, 15; 17; 20; 204, 212; 220.

También se contd con la colaboracidn de co-
lectores, en las localidades de General Alvear en el
Departamento Obera y Linea Mbarigii, en el
Municipio de Puerto Rico del Departamento San
Martin.

El area méas exhaustivamente relevada por los
autores fue la ciudad de Posadas, en el Departa-
mento Capital, debido a que es el lugar donde tie-
ne asiento el Proyecto de Investigacion.

Se confrontd la informacién obtenida de cam-
po, con la existente en la bibliografia, Acosta et al.,
1994 (1); Giraudo y Abranson, 1994 (2); Chebez,
1996 (3); Stetson, 1991 (4).
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FIGURA 1 Mapa de los Departamentos Muestreados




RESULTADOS

La informacion obtenida, se refiere a la ofidio-
fauna registrada en veintidds localidades en doce
Departamentos de la Provincia de Misiones.

Los sitios muestreados comprenden funda-
mentalmente areas rurales (chacras y campos), en
menor grado balnearios y se suma material obte-

nido en el Parque Provincial Mocona y en el Area
Experimental Guarani, perteneciente a la Univer-
sidad Nacional de Misiones, a cargo de la Facultad
de Ciencias Forestales, con asiento en la ciudad de
Eldorado.

La lista de especies colectadas se encuentra
volcada en la TABLA N° 1, ordenada por familiay
por Municipio.

Municipio Departamento

Especies colectadas

Posadas Capital

Familia Viperidae

Bothrops alternatus
Familia Anomalepididae
Liotyphops ternetzii
Familia Colubridae
Apostolepis dimidiata
Atractus reticulatus
Boiruna maculata

Helicops infrataeniatus
Leptophis ahaetulla
Liophis jaegeri coraliventris
Liophis meridionalis
Liophis miliaris

Liophis poecilogyrus
Mastigodryas bifossatus*
Oxyrhopus guibei
Philodryas aestivus subcarinatus
Philodryas olfersi
Philodryas patagoniensis
Sibynomorphus turgidus
Thamnodynastes hypoconia
Waglerophis merremi

Garupa Capital

Familia Viperidae
Bothrops alternatus

Colonia Gral. Alvear | Obera

Familia Viperidae

Bothrops neuwiedii diporus
Familia Elapidae

Micrurus corallinus
Micrurus frontalis altirostris
Familia Colubridae
Atractus taeniatus
Atractus reticulatus

Liophis poecilogyrus
Philodryas olfersi
Sibynomorphus ventrimaculatus

B. Santa Rita Obera Familia Colubridae
Oxyrhopus guibei
Los Helechos Obera Familia Colubridae

Liophis poecilogyrus
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Linea Mbarigui Lib. Gral. Familia Colubridae
(Puerto Rico) San Martin Mastigodryas bifossatus
Oxyrhopus guibei
Puerto Rico Lib. Gral. Familia Viperidae
San Martin Crotalus durissus terrificus
Familia Elapidae
Micrurus corallinus
Micrurus frontalis altirostris
Eldorado Eldorado Familia Viperidae
Crotalus durissus terrificus
Puerto Iguazu Iguazu Familia Viperidae
Crotalus durissus terrificus
Aristébulo del Valle | Cainguas Familia Viperidae
Bothrops neuwiedii diporus
Crotalus durissus terrificus
Cerro Moreno Cainguas Familia Colubridae

(Aristébulo del Valle)

Oxyrhopus guibei

Cerro Azul

Leandro N. Alem

Familia Viperidae

Bothrops neuwiedii diporus
Familia Elapidae

Micrurus frontalis altirostris
Familia Colubridae
Oxyrhopus guibei
Philodryas olfersi

Alba Posse 25 de Mayo Familia Elapidae
Micrurus frontalis altirostris
Martires Candelaria Familia Colubridae
Oxyrhopus guibei
Candelaria Candelaria Familia Colubridae
Philodryas patagoniensis
San Vicente Guarani Familia Colubridae
Sibynomorphus ventrimaculatus
Apostoles Apostoles Familia Colubridae
Mastigodryas bifossatus
Azara Apostoles Familia Viperidae
Bothrops neuwiedii diporus
Familia Colubridae
Sibynomorphus ventrimaculatus
Reserva Forestal Guarani Familia Viperidae
de la UNaM Bothrops neuwiedii diporus
Bothrops jararacussu
Colonia Paresida Guarani Familia Colubridae
(El Soberbio) Atractus taeniatus
Familia Typhlopidae
Typhlops brongersmianus
Parque Provincial San Pedro Familia Elapidae
Moconé Micrurus frontalis altirostris
Familia Typhlopidae
Typhlops brongersmianus
San Pedro San Pedro Familia Colubridae

Thamnodynastes strigatus
Mastigodryas bifossatus

*S6lo se obtuvo la muda (camisa de serpiente), por lo que la clasificacion es provisional.




Se pudo constatar la presencia de 27 especies,
en las 22 localidades muestreadas, pertenecientes
2 a la familia Elapidae, 4 a la familia Viperidae, 1
de la familia Typhlopidae, 18 a la familia Colu-
bridae, y 2 a la familia Anomalepididae.

Los resultados obtenidos hasta la fecha consti-
tuyen datos parciales, que seran enriquecidos con
el desarrollo y avance de las tareas propuestas para
el logro de los objetivos, para lo cual se ampliaran
las areas de muestreo y profundizaran los estudios
taxonédmicos poniendo énfasis en los Departa-
mentos de los cuales se tiene menor informacién.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron novedades acerca de la distribucion
geografica de las siguientes especies: Oxyrhopus
guibei, para los Departamentos de Oberj,
Libertador General San Martin, Leandro N. Alem
y Candelaria; Liophis poecilogyrus para el Depto.
Oberd; Mastigodryas bifossatus para los Deptos.
Libertador General San Martin, Apostoles y San
Pedro; Philodryas olfersi para el Depto. Leandro N.
Alem; Philodryas patagoniensis para el Depto.
Candelaria; Sibynomorphus ventrimaculatus para
los Deptos. Guarani, Apéstoles y Obera; Atractus
taeniatus, para el Depto. Guarani; Typhlops
brongersmianus, para el Depto. San Pedro vy
Guarani; Atractus reticulatus para el Depto. de
Oberd; Liotyphlops ternetzii, Boiruna maculata y
Leptophis ahaetulla para el Depto. Capital. Se de-
termind fehacientemente que existen vacios de
informacidn acerca de numerosas especies en va-
rios Departamentos de nuestra Provincia. e

STETSON, R. E.; INSAURRALDE, D. R.; BENITEZ, P.;
PIVIDORI, N./ Proyecto de Relevamiento
Herpetologico de la Facultad de Ciencias Exactas
Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de
Misiones.
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