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EDITORIAL ‘

Il Simposium Internacional

1 Centro Tecnologico Nacional de la

Conserva y Alimentacién y el Insti-

tuto de Fomento de la Region de
Murcia, en colaboracién con un Comité Téc-
nico integrado por tecnélogos de industrias
del sector, han organizado el tercer Simpo-
sium Internacional sobre Tecnologias Ali-
mentarias que mostrara innovaciones que
podran ser incorporadas a sus procesos co-
mo a los productos finales que llegan al
consumidor.
Entre los dias 29 y 30 del préoximo mes de
octubre y bajo el lema “Ideas y Soluciones”,
el Auditorio y Centro de Congresos de Mur-
cla acogera a un numero importante de tec-
nologos y empresarios, con el fin de poner
en comun los conocimientos mas avanzados
del sector agroalimentario en materia de se-
guridad y avances técnicos. Los tres grandes
temas a tratar en el Simposium son la utili-
zacion de sensores en la industria alimenta-
ria, nuevas aplicaciones tecnoldgicas de los
infrarrojos y fluidos supercriticos y la valori-
zacion de subproductos. Sin duda, las con-
clusiones de este Simposium Internacional

repercutiran en los procesos de fabricacion,

CRED.I

LUIS DUSSAC MORENO. SECRETARIO GENERAL CTC

al introducir nuevas tecnologias que benefi-
ciaran al sector agroalimentario regional en
particular y al nacional en general.
Paralelamente a estas sesiones de innova-
cién y avances en materia de seguridad ali-
mentaria, el Centro de Enlace del Medite-
rraneo Espafiol, en colaboracién con el CTC,
ha organizado unas jornadas de Transfe-
rencia Tecnoldgica dirigida a empresas que
desean establecer contactos con potenciales
socios tecnoldgicos. Los asistentes a esta
jornada seran empresas agroalimentarias
de toda Europa con interés en tecnologias
novedosas que formularan sus propuestas
de cooperacion mediante perfiles de oferta
o demanda tecnoldgica.

El Centro Tecnoldgico Nacional de la Con-
serva y Alimentacién manifiesta con la rea-
lizacién de este tipo de acciones su firme
apuesta por la innovacion y la transferencia
tecnoldgica en el sector agroalimentario y
agradece la colaboracion de Pedro Abellan,
Manuel Chico, Diego Mellado, Manuel Angel
Palazén, Francisco Puerta, Antonio Saez y
Francisco Serrano, todos ellos miembros del

Comité Técnico de este Simposium.
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ENTREVISTA ‘

Catherine GGeslain-Lanéelle

Directora Ejecutiva de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria EFSA

¢Cudles son los objetivos y dre-
as de trabajo de la EFSA? Des-
pués de cinco afos de la funda-
cion de la EFSA, ¢cudles son sus
principales logros y retos futuros?

La EFSA ha emitido hasta la
fecha alrededor de 485 opinio-
nes cientificas sobre temas tan
diversos como la BSE/TSE, adi-
tivos alimentarios, pesticidas y
gripe aviar. En 2007 nuestras ac-
tividades se han ampliado a
otras areas tales como la nano-
tecnologia y la clonaciéon animal.

La EFSA forma parte del sis-
tema Europeo de seguridad ali-
mentaria y su principal mision
es la valoracion de riesgos de
seguridad alimentaria tanto hu-
mana como animal. Nuestra la-
bor es informar a los responsa-
bles de tomar decisiones sobre
seguridad alimentaria con el fin
ultimo de proteger a los consu-
midores. Entre nuestras areas
de interés se encuentran la nu-
tricién, salud y bienestar ani-
mal, proteccion vegetal y salud
vegetal. La EFSA cuenta con las
aportaciones de los mejores
cientificos de Europa y desarrolla su traba-
jo en colaboracién con los Estados Miem-
bros de la Union Europea. Compartir el co-
nocimiento cientifico es de la maxima im-
portancia para la Autoridad Europea.

La comunicacién de riesgos es también
una parte vital de la misién de la EFSA, que
debe asegurarse de que todas las partes in-
teresadas y el publico en general reciben in-
formacion obijetiva, significativa, exacta y
en el momento oportuno, basada en la va-
loracion de riesgos y en la experiencia cien-
tifica de nuestros Paneles de expertos. Co-
municar nuestras propias iniciativas y ase-
gurar la cooperacion y coherencia entre los
Estados Miembros son temas cruciales pa-
ra mantener la confianza del consumidor en
el proceso de valoracién de riesgos. El cre-
ciente compromiso de los Estados Miem-
bros en las actividades de la EFSA ayuda a
reforzar la excelencia cientifica en la valo-
racion de los riesgos derivados de la segu-
ridad alimentaria en Europa.

El principal objetivo de la Autoridad Eu-
ropea de Seguridad Alimentaria es con-
vertirse en un organismo de referencia en
todo lo relacionado con la seguridad ali-
mentaria humana y animal tanto en Euro-
pa como en el resto del mundo.

El CTC es una asociacién de unas 200
empresas agroalimentarias Espafiolas aun-
que cada afo presta servicios a mds de 500
empresas, PYMES en su mayoria. Estas
empresas tienen que hacer frente dia a dia
a riesgos como Salmonella, Legionella (en
torres de refrigeracion), OGMs, micotoxi-
nas, alergenos, pardsitos, etc., etc. ;Como
se relaciona la EFSA con las industrias
agroalimentarias? ¢Es posible que los tec-
nélogos de alimentos Espafoles formen
parte de alguno de los nueve paneles cien-
tificos de la EFSA o que se les informe de
sus decisiones?

La EFSA es una organizacién compro-
metida con la veracidad, la transparencia

y el didlogo. Una de las formas
en las que demuestra este
compromiso es a través de sus
actividades con distintas orga-
nizaciones europeas que van
desde la industria alimentaria
hasta grupos de consumidores.
El didlogo de la EFSA con estas
organizaciones se facilita en fo-
ros especificos tales como la
Plataforma Consultiva que se
reune dos veces al afio y un Co-
loquio anual. Estas plataformas
ofrecen la oportunidad de de-
batir de una forma abierta te-
mas de politica alimentaria asi
como de discutir distintos pun-
tos de vista.

El trabajo cientifico de la EFSA
lo desarrolla el Comité Cientifi-
co y los Paneles Cientificos de
EFSA con el apoyo del Depar-
tamento Cientifico de la EFSA.
Los paneles estan integrados
por cientificos independientes
de reconocido prestigio de los
Estados Miembros, que son de-
signados para un periodo de
tres afios a través de una con-
vocatoria publica de expresio-
nes de interés. Los Paneles crean Grupos
de Trabajo cuando es necesaria una asis-
tencia adicional en areas de competencia
especificas.

3. Aunque a veces los fraudes no pue-
dan ser considerados riesgos alimentarios,
el departamento de Seguridad Alimentaria
del CTC estd trabajando también en ca-
racterizacion de especies, origen de espe-
cies etc. ¢ Trabaja la EFSA con este tipo de
fraudes?

La EFSA no trata de una forma directa
temas como los fraudes. Esta area la tratan
los gestores de riesgos. No obstante, a ve-
ces, se nos ha pedido manifestar opiniones
en temas como la contaminacion.

En 2006, por ejemplo, el Panel de
OGMs de la EFSA emiti6 un dictamen cien-
tifico en respuesta al requerimiento de la
Comisién Europea LLRICE601 sobre la
presencia inadvertida de arroz modificado
genéticamente.
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Este afio también ha pedido la Comi-
sion Europea que la EESA emita un dicta-
men cientifico sobre los riesgos para la sa-
lud humana y animal ocasionados por la
presencia de melamina y compuestos de
estructura relacionada (tales como acido
cyanurico, ammelina y ammelida) en com-
puestos ricos en proteinas utilizados para
alimentos y para piensos. Esta solicitud fue
provocada por los casos de enfermedad y
muerte de gatos y perros en los Estados
Unidos provocados por melamina, un pro-
ducto quimico industrial, que era afiadido
al gluten de trigo y a la proteina de arroz
importados de China.

La opinién publica es también un factor
muy importante. El CTC estd trabajando en
la comunicacion a la sociedad de temas re-
lacionados con la investigacion alimentaria.
¢Cudl es su opinién sobre actividades como
la participacion en las Semanas de Ciencia y
Tecnologia, revistas tecnoldgicas, libros y
Jjuegos para nifios, etc.?

Las comunicaciones es una de las res-
ponsabilidades basicas de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria. Con
el fin de desarrollar una eficiente comu-
nicacion con el publico, la EFSA se es-
fuerza en traducir las evidencias cientifi-
cas en mensajes accesibles y con sentido,
tratando las diferentes necesidades de los
distintos segmentos de poblacion. Para
ello la EFSA trabaja con las autoridades
nacionales y con organizaciones en estre-
cho contacto con consumidores en dife-
rentes paises, quienes saben como lanzar
mensajes sobre complejos temas cientifi-
cos para abordar preocupaciones a nivel
nacional.

Muchas de nuestras empresas estan aho-
ra haciendo frente a un nuevo reto: la pro-

duccion de alimentos funcionales. ¢ Qué pien-
sa sobre la creciente demanda de este tipo de
alimentos?

Basicamente es la responsabilidad de
las empresas desarrollar, producir y distri-
buir nuevos alimentos funcionales. Hasta
ahora, este tipo de productos no estan re-
gulados como tal en la Union Europea
(UE). Mientras que la legislacién y control
son competencia de las autoridades na-
cionales de los distintos Estados Miembro
y de la Comisién Europea, la EFSA es el or-
ganismo de valoracién de riesgos de la
UE. Por tanto, en lo que respecta a ali-
mentos funcionales, la EFSA tendria com-
petencias cuando la seguridad esté com-
prometida o cuando un producto entra
dentro de la legislaciéon existente para la
cual la EFSA tiene competencias como, por
ejemplo, los Novel Foods. Si este fuese el
caso, la EFSA daria asesoramiento cientifi-
co a la Comision Europea y a los Estados
Miembro.

La Plataforma Tecnolégica Europea Fo-
od for Life dice que “dietas saludables, cam-
bio de los habitos alimenticios y un aumen-
to de la actividad fisica, son las claves que in-
fluiran en el binomio envejecimiento y en-
fermedad”. ;Cree que la industria alimenta-
ria competird con el sector farmacéutico a
medio plazo?

Aunque la valoracion de la seguridad
alimentaria es la base del trabajo de la EF-
SA, en el futuro la nutriciéon jugara un pa-
pel bastante mas importante. Actualmen-
te se esta desarrollando una estrategia de
nutricion que refleja la mayor competencia
de la Autoridad en esta area y su contri-
bucién a problemas de salud publica rela-
cionados con la dieta tales como la pre-
vencion de la obesidad y las enfermedades
cronicas.

Como organismo de referencia en Eu-
ropa, la EFSA ayuda a los politicos a nivel
nacional y europeo en el desarrollo de po-
liticas y establecimiento de objetivos de
salud publica relacionados con la dieta. La
EFSA hace una importante contribucién a
la actividad de la Comunidad en el area de
la nutriciéon, asegurando que es apoyada
por el mas actualizado y experto consejo
cientifico. Con este fin la EFSA continuara
participando activamente con Plataformas
como la de Dieta, Actividad Fisica y Salud,
de la que la EFSA es un observador desde
que la plataforma comenzo sus actividades
en la primavera de 2005, o la Food For Li-
fe de la cual nuestro Vice Director Ejecuti-
vo y Director de Ciencia, Dr. Herman Koé-
ter, es miembro del Consejo de Direccion.

¢Como se coordina la EFSA con las agen-
cias de seguridad alimentaria nacionales?

La EFSA trabaja en estrecho contacto
con una red de autoridades nacionales
de seguridad alimentaria de todos los Es-
tados Miembro asi como de otros paises
Europeos, quienes asesoran a los gobier-
nos nacionales. Las actividades a nivel
nacional y europeo estan coordinadas a
través del Forum Asesor de EFSA bajo
unas premisas de estrecha cooperacion.
Esta estructura nos permite trabajar jun-
tos para intercambiar informacion y datos
cientificos, coordinar programas de tra-
bajo, optimizar recursos y cooperar en
proyectos conjuntos. Fortalecer esta coo-
peracion ha sido la maxima prioridad de
la EFSA. Esto nos ayuda a estimular nues-
tra capacidad para apoyar a los gestores
de riesgos a través del desarrollo de es-
trategias coordinadas de gestién de ries-
gos evitando la duplicidad de esfuerzos y
asegurando comunicaciones efectivas en
la Uniéon Europea.

Centro
Tecnologico
Nacional de la
Conserva y
Alimentacion

El CTC en su calidad de ECA —empresa colaboradora
con la administracién en materia ambiental-, realiza
las siguientes actividades:

» Toma de muestras y andlisis de aguas residuales y
residuos solidos.

* Realizacion de certificados ECA en materia ambiental.

* Realizacion de informes ambientales.

* Auditorias y diagndsticos ambientales.

* Asesoria en Legislacion.

* Desarrollo de estudios y planes de adecuacion
ambiental.

* Declaraciones anuales de medioambiente.

« Certificaciones ambientales trianuales.
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Utilizacion de una técnica de PCR para
la deteccion especifica de leche de vaca en
leche de bufala y queso mozzarella de bufala

INES LOPEZ-CALLEJA, ISABEL GONZALEZ*, VIOLETA FAJARDO, IRENE MARTIN, MARIA ROJAS, PABLO HERNANDEZ, TERESA GARCIA Y ROSARIO MARTIN
* DEPARTAMENTO DE NUTRICION, BROMATOLOGIA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

En este trabajo se ha utilizado una técnica de PCR para la deteccion cualitativa
y especifica de vaca en leche de bufala y en queso Mozzarella de bdfala. Para ello,
se utilizé un cebador directo disefiado en una regién del gen mitocondrial 12S ARN
ribosémico (ARNr) comun a varias especies de mamiferos, y un cebador inverso
que hibrida especificamente en la secuencia de vaca. El analisis de mezclas binarias
elaboradas con leche de bufala o queso Mozzarella de bufala que contenian,
respectivamente, diferentes porcentajes de leche de vaca o queso Mozzarella de vaca,
permitio la identificacion especifica de vaca con un limite de deteccion del 0,1%.
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arantizar la autenticidad de una

materia prima o de un producto

transformado es una exigencia de-
rivada de las normas de etiquetado y re-
sulta esencial a la hora de implantar siste-
mas de trazabilidad en la cadena alimen-
taria. Uno de los problemas que afecta a la
industria lactea consiste en la identifica-
cion, en la leche y en los quesos, de leche
procedente de especies animales distintas
de las que se indican en el etiquetado del
producto. El queso Mozzarella es un pro-
ducto tipico italiano originariamente ela-
borado con leche de bufala (Bubalus bu-
balis). No obstante, actualmente en Italia y
en otros paises se estan elaborando pro-
ductos similares empleando materias pri-
mas mas baratas, como la leche de vaca.
Por ello, disponer de técnicas analiticas
que identifiquen el origen de la leche con
la que se ha elaborado un producto lacteo
es esencial, particularmente en la Mozza-
rella di Bufala Campana, denominacion de
origen reservada para los quesos elabora-
dos unicamente con leche de bufala en
una zona geografica de Italia (Rea y col.,
2001). Asimismo, los quesos Mozzarella sin
denominacién de origen pueden también
elaborarse con leche de vaca o con mez-
clas de leche de vaca y de bufala, siendo
necesario en estos casos indicar en la eti-
queta del producto la especie o especies
que los componen.
Las técnicas utilizadas para la identifica-
cién de especies animales en productos
lacteos se clasifican en dos grandes gru-
pos: aquéllas basadas en el analisis de pro-
teinas y las que se centran en el analisis
del ADN o técnicas genéticas (Ramos y
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Judrez, 1986; Borkova y Snaselova, 2005;
De la Fuente y Juarez, 2005). Dentro de las
primeras, las técnicas electroforéticas y
cromatograficas generan perfiles comple-
jos y bastante similares para las distintas
especies animales, hecho que dificulta la
correcta identificacion de la especie diana.
Ademas, las técnicas basadas en el anali-
sis de proteinas que se desnaturalizan por
el calor pueden resultar inadecuadas para
la identificacion de especies en productos
sometidos a tratamiento térmico (Stefos y
col., 2004). Por el contrario, la estabilidad
del ADN y la cantidad de informaciéon que
contiene, confieren a esta molécula una
gran especificidad para la diferenciacion
de especies (Asensio y col., 2001; Calvo y
col., 2001; Rodriguez y col., 2004; Sezaki
y col., 2005). Los métodos genéticos mas
utilizados para la identificacion de especies
en los alimentos incluyen la amplificacion
de fragmentos de ADN mediante la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR),
bien de forma independiente (Di Pinto y
col., 2004) o combinada con otras técnicas
complementarias como la secuenciacion
(Girish y col., 2004) o el analisis del poli-
morfismo en la longitud de los fragmentos
de restriccion (PCR-RFLP) (Fajardo y col.,
2006), entre otras.

La diferenciacién de especies mediante
técnicas genéticas exige una cuidadosa
eleccion de los marcadores que se van a
utilizar para la identificacién. Los genes
mitocondriales, y en particular el 12S ARN
ribosémico, satisfacen muchos de los re-
quisitos necesarios para el desarrollo de
técnicas de identificacion de especies (Un-
seld y col., 1995): se trata de un ADN ha-

ploide y no recombinante, no posee intro-
nes, es mucho mas pequefio que el ADN
nuclear y acumula mutaciones puntuales
con la suficiente rapidez como para per-
mitir la diferenciacién de especies filoge-
néticamente proximas. Ademas, el elevado
numero de copias de genes mitocondria-
les presente en las células, y la existencia
de regiones conservadas y variables den-
tro de su secuencia, son caracteristicas im-
prescindibles para el desarrollo de técnicas
de PCR aplicadas a la diferenciacion de
especies.

En este trabajo se ha utilizado un ensayo
de PCR para la deteccion especifica de va-
ca en mezclas con leche de bufala y en
quesos Mozzarella de bufala. La técnica
emplea cebadores especificos de especie
disefiados en el gen mitocondrial bovino
12S ARNr.

1. Material y métodos

1. Seleccion de las muestras

Para los analisis realizados en este traba-
jo se han utilizado muestras de leche cru-
da de vaca (Bos taurus), oveja (Ovis aries),
cabra (Capra hircus) y bufala (Bubalus bu-
balus) obtenidas de animales procedentes
de explotaciones ubicadas en la Comuni-
dad de Madrid. Asimismo, se emplearon
quesos Mozzarella de bufala con el distin-
tivo de calidad Denominacion de Origen
Protegida (DOP) y quesos Mozzarella de
vaca, adquiridos en distintos centros co-
merciales.

Para determinar la sensibilidad del méto-
do se prepararon mezclas binarias, crudas
pasteurizadas y esterilizadas, de leche de
vaca en leche de bufala. Del mismo modo,



se elaboraron mezclas experimentales de
Mozzarella de vaca en Mozzarella de bufa-
la. Cada bateria de mezclas contenia cinco
porcentajes diferentes (10, 5, 1, 0,5y 0,1%)
de la especie diana (vaca) en un volumen
final de 1 mL en el caso de las mezclas lac-
teas y de 250 g en el de las mezclas de
quesos.

2. Extraccién del ADN

Para la extraccion del ADN a partir de las
muestras de leche se utiliz6 el kit Wizard“
DNA Clean-up (Promega). Previamente,
las células somaticas se recuperaron de la
leche con un reactivo de clarificacion de-
nominado “Reactivo A” (ADA 0,15 M, Tri-
ton X-100 0,5% y 0,01% de particulas de
poliestireno), tal y como se describe a
continuacion:

A 1 ml de leche se le afiadieron 0,5 ml del
Reactivo A. La mezcla se centrifugd a
15.000 x g durante 5 min, obteniéndose
un pellet que se resuspendié en 860 uL de
tampon de extraccion (Tris 10 mM, NaCl
150 mM, EDTA 2 mM, 1% SDS, pH 8,0),
100 mL de guanidinio cloruro 5M y 40 uL
de proteinasa K (20 mg/mL). Las mues-

tras se incubaron toda la noche a 55 °C en
agitacion y después se dejaron enfriar a
temperatura ambiente. Posteriormente,
se afiadieron 500 pL de cloroformo al li-
sado que a continuaciéon se centrifugoé a
15.000 x g durante 10 min. 500 pL del so-
brenadante obtenido tras la centrifuga-
cién (fase acuosa) se emplearon para ex-
traer el ADN utilizando el kit Wizard DNA
Clean-Up System acoplado a un sistema
de vacio, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. El ADN se resuspendié en
100 uL de agua bidestilada estéril y su
concentracion se estimoé midiendo la ab-
sorbancia a 260 nm.

Para la extraccion del ADN a partir de la
Mozzarella se homogeneizaron 2 g de
queso con 8,6 mL de tampon de extrac-
cion (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA
2 mM, 1% SDS, pH 8,0), 1 mL de guani-
dinio cloruro 5M y 200 uL de proteina-
sa K a una concentraciéon de 20 mg/mL.
Las muestras se incubaron toda la no-
che a 55 °C en agitacion
y después se dejaron en-
friar a temperatura am-
biente. Posteriormente,
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se afiadieron 5 mL de cloroformo al li-
sado y a continuaciéon se centrifugd a
10.000 x g durante 10 min. Para extra-
er el ADN, se mezclaron 500 pL del so-
brenadante obtenido tras la centrifuga-
cion (fase acuosa) con 1 mL de la resina
del kit Wizard“ DNA Clean-up System, y
se procedi6 tal y como se ha descrito
para las muestras de leche.

3. Amplificacion por PCR y se-
cuenciacion de un fragmento
conservado en el gen mitocon-
drial 12S ARN ribosémico

En primer lugar se amplificé un fragmen-
to de ADN de aproximadamente 712 pb en
el gen mitocondrial 12S ARNr de vaca,
oveja, cabra y bufala, tal y como se des-
cribe en un trabajo previo (Lépez-Calleja y
col., 2004). Para ello, se emplearon los ce-
badores conservados 1SSSEQDIR/12SSE-
QINV (Tabla 1). Cada reaccion de amplifi-
cacion (50 pL) contenia 100 ng de ADN, 2

El queso Mozzarella es un producto
elaborado con leche de bufala

CEBADOR TM (°C) ) (5-3) FUNCION
12SSEQDIR 67,2 20 GGTAAATCTCGTGCCAGCCA Directo para secuenciar
12SSEQINV 64,0 25 TCCAGTAGCTTACCTTGTTACGAC Inverso para secuenciar
12FWM 63,5 28 CTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATAA | Directo comin
12SBTINV2 66,1 27 AAATAGGGTTAGATGCACTGAATCCAT Inverso especifico de vaca
12SBUFINV 65,0 26 TTCATAATAACTTTCGTGTTGGGTGT Inverso especifico de bufala
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mM de MgCl;, 5 pmol de cada cebador,
dNTPs 200 uM y 2U de ADN polimerasa
Tth (Biotools, Madrid, Espafia) en un tam-
pon de reaccion compuesto por 75 mM
Tris-HCI, pH 9,0; 2 mM MgClz, 50 mM K],
20 mM (NHa)> SO y 0,001% BSA. La reac-
cion de PCR se realizé en un termociclador
Progene (Techne Ltd., Cambridge, Reino
Unido), programado para desarrollar una

Mozzarella sin denominacién de origen
puede elaborarse con leche de vaca

desnaturalizacion inicial de 93 °C durante
2 min, seguida de 35 ciclos que consistian
en 30 s a 93 °C para desnaturalizar, 30 s a
63 °C para permitir 1a union del cebador y
45 s a 72 °C para extender la cadena. La ul-
tima extension se alargé 5 min. Los pro-
ductos de PCR (10uL) se separaron me-
diante electroforesis (45 min a 100V) en un
gel de agarosa D1 al 1,5% (Hispanlab S.A.,
Torrején, Espafia) que contenia 1 pg/mL
de bromuro de etidio. Los fragmentos de
ADN resultantes se visualizaron en un
transiluminador de luz UV y se analizaron
usando un sistema de documentacion de
fluorescencia en gel Geldoc 1000 PC (Bio-
Rad, Hercules, CA, EEUU).

Las secuencias de los productos amplifi-
cados del gen 12S ARNr se determinaron
en el Centro de Gendémica y Proteédmica
(Universidad Complutense de Madrid)
empleando un secuenciador automatico
ABI Prism, modelo 377 (Perkin-Elmer) y
el dRhodamine terminador cycle sequen-
cing ready reaction kit (Perkin-Elmer, Fos-
ter City, CA).

4. Amplificacion por PCR de frag-
mentos de ADN especificos de
vaca

Tras el alineamiento y estudio de las se-
cuencias del gen 12S ARNTr obtenidas de

Figura 2. Andlisis electroforético de la ampliacién por PCR
de fragmentos especificos de especie en el gen 12S ARNr
(A) producto de PCR especifico de vaca, al emplear los ce-
badores 12SFWM y 12SBTNV2. (B) producto de PCR es-
pecifico de bufala, al emplear los cebadores 12SFWM y
12SBUFINV. Las muestras corresponden al ADN extraido de
leche de vaca (1), oveja (2), cabra (3) y bufala (4). (CN) co-
rresponde al control negativo y (M) al marcador de peso
molecular 1Kb plus DNA ladder.

CTC 12

los productos de PCR de vaca, oveja, cabra
y bufala se disefié una pareja de cebado-
res para la amplificacion selectiva de un
fragmento de ADN de vaca de 223 pb. Los
cebadores empleados son: 12SFWM (di-
recto comun) y 12SBTINV2 (inverso espe-
cifico de vaca) (Tabla 1). Asimismo, para
comprobar la ausencia de resultados falsos
negativos, se disefié otro cebador inverso
especifico de bufala
(12SBUFINV). La pa-
reja de cebadores
12SFWM y 12SBU-
FINV se emplearia como control enddge-
no, indicativo de la presencia de ADN de
bufala en las muestras analizadas.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
en un volumen final de 50 uL que conte-
nia 100 ng de ADN, 2 mM de MgCl;, 10
pmol de cada cebador, dNTPs 200 uM y
2U de ADN polimerasa Tth (Biotools, Ma-
drid, Espafia) en un tampoén de reaccion
compuesto por 75 mM Tris-HCI, pH 9,0; 2
mM MgCl;, 50 mM
KCl, 20 mM (NHa)2
SO: y 0,001% BSA.
de ADN. Los para-
metros de tiempo y
temperatura programados en el termoci-
clador fueron los mismos que se descri-
ben para los cebadores
12SSEQDIR/12SSEQINV, pero con 40 ci-
clos de amplificacion.

El limite de deteccién del método se de-
terminé mediante electroforesis en gel de
agarosa del ADN amplificado a partir de
mezclas binarias experimentales (leche de
vaca en leche de bufala y Mozzarella de
vaca en Mozzarella de bufala) que conte-

Figura 3. Andlisis electroforético de los productos de PCR
del gen 12S ARNr amplificados con los cebadores 12SFWM
y 12SBTINV2 a partir de mezclas lacteas binarias experi-
mentales de vaca/bufala crudas (A), pasteurizadas (B) y
esterilizadas (C). Las lineas 2 a 6 corresponden a mezclas
que contienen 10, 5, 1, 0,5y 0,1% de leche de vaca en le-
che de bufala, respectivamente. Linea 1: 100% leche de va-
ca. Linea 7: 100% leche de bufala. CN: control negativo. M:
marcador de peso molecular 1Kb plus DNA ladder.

nian porcentajes comprendidos entre el
0,1y el 100% de la especie diana (vaca).

Resultados y discusion

El empleo de cebadores especificos para la
amplificaciéon selectiva de fragmentos de
ADN constituye una estrategia comun-
mente adoptada para la identificacion de
especies mediante técnicas de PCR. Para
abordar el disefio de cebadores especie-es-
pecificos, a menudo es necesario amplifi-
car primero regiones comunes a varias es-
pecies empleando cebadores universales.
Ello permite estudiar las secuencias nu-
cleotidicas de las dianas elegidas, a fin de
encontrar diferencias que faciliten el pos-
terior disefio de los cebadores especificos
que se utilizaran para la identificacién. La
técnica de PCR con cebadores especificos
se ha empleado para la autentificacion de
productos de origen animal como la carne
y productos carnicos (Calvo y col., 2001,
Rodriguez y col., 2004), pescado (Asensio

La técnica emplea cebadores especifi-
cos de especie disenados en el gen
mitocondrial bovino

y col., 2001, Sezaki y col., 2005) y, en me-
nor extension, leche y productos lacteos
(Calvo y col., 2002, Di Pinto y col., 2004;
Lopez-Calleja y col., 2004, 2005).

La leche de los rumiantes contiene células
somaticas, principalmente leucocitos y cé-
lulas epiteliales, que poseen ADN geno-
mico susceptible de ser amplificado por
PCR (Lipkin y col., 1993; Amills y col.,
1997). No obstante, la leche constituye una
matriz altamente compleja cuyos compo-
nentes (fundamentalmente las caseinas y
la grasa) pueden interferir en los procesos
de extraccion de ADN e inhibir la reaccion
de PCR. Ademas, en el caso de los quesos,

Figura 4. Andlisis electroforético de los productos de PCR
del gen 12S ARNr amplificados con los cebadores 12SFWM
y 12SBTINV2 a partir de mezclas binarias experimentales de
vaca en bufala preparadas con quesos Mozzarella de vaca
y Mozzarella di bufala campana, respectivamente. Las line-
as 2 a5 corresponden a mezclas que contienen 10, 5, 1,0,5
y 0,1% de queso de vaca en queso de bufala. Linea 1: 100%
queso de vaca. Linea 7: 100% queso de bufala. CN: control
negativo. M: marcador de peso molecular I Kb plus DNA
ladder.



los fendbmenos degradativos que se pro-
ducen debido a los procesos de madura-
cioén, asi como la pérdida de células so-
maticas durante la fase de desuerado, pue-
den dificultar la obtencién de ADN ampli-
ficable a partir de estos productos (Maudet
y Taberlet, 2002). Estas limitaciones han
contribuido a que el numero de trabajos
publicados en el area de identificacion ge-
nética de especies animales en la leche y
productos lacteos sea inferior a los dirigi-
dos a la autentificacion de otros alimentos.
En este trabajo se describe el empleo de
una técnica de PCR con cebadores especi-
ficos disefiados en el gen mitocondrial 12S
ARN ribosémico para detectar la presencia
de vaca en leche de bufala y en queso
Mozzarella de bufala. Para conseguir el ob-
jetivo propuesto, en primer lugar se am-
plificoé un fragmento comun de aproxima-
damente 712 pb a partir de las muestras
de leche de vaca, oveja, cabra y bufala em-
pleando los cebadores conservados
12SSEQDIR y 12SSEQINV (Lépez-Calleja
y col.,, 2004) (resultados no mostrados). La

Dicha técnica se puede emplear en pro-
gramas de inspeccion de etiquetado

secuenciacion de estos fragmentos y la
posterior comparacion de las secuencias
obtenidas a partir de los productos de PCR,
permitio el disefio de una pareja de ceba-
dores: uno inverso especifico de vaca
(12SBTINV2) y otro directo (12SFWM) co-
mun a las cuatro especies (Figura 1). Como
se observa en la Figura 2A, la pareja de ce-
badores 12SFWM/12SBTINV2 amplifico
un fragmento de 346 pb en las muestras
de leche de vaca, sin producir sefial de

amplificacién en las muestras de ADN ob-
tenidas a partir de leche de oveja, cabra y
bufala. Para verificar la presencia de ADN
de bufala cuando no se generaban bandas
de amplificacion con los cebadores espe-
cificos de vaca, las muestras de leche se
analizaron en paralelo con los cebadores
especificos de bufala 12SFWM y 12SBU-
FINV. Los resultados obtenidos mostraron
amplificacién positiva del fragmento es-
pecifico de la bufala (220 pb), mientras que
no se obtuvieron bandas de amplificaciéon
en las otras especies estudiadas (Figura
2B).

Una vez comprobada la especificidad de
los cebadores, se determind la sensibili-
dad de la técnica mediante el analisis de
mezclas binarias, crudas y tratadas térmi-
camente, que contenian porcentajes de le-
che de vaca en leche de bufala compren-
didos entre el 0,1% y el 100%. Los resulta-
dos obtenidos (Figura 3) muestran como a
medida que se va reduciendo la cantidad
de leche de vaca presente en las mezclas,
se obtienen bandas de amplificacién me-
nos intensas con los
cebadores especificos
de especie. El limite
de deteccién conse-
guido fue del 0,1%. Como se observa, la
sensibilidad del método no se modificd
cuando las muestras de leche se analiza-
ron tras los tratamientos de pasteurizacion
(Figura 3B) o esterilizacion (Figura 3C).

En este trabajo, también se determind la
utilidad de la técnica de PCR desarrollada
para la detecciéon de ADN de vaca en mez-
clas binarias de Mozzarella de vaca en Mo-
zzarella de bufala. Al igual que en el caso
de las mezclas lacteas, los resultados ob-

tenidos tras los ensayos de PCR muestran
cémo la intensidad de los amplicones es
proporcional al porcentaje de vaca pre-
sente en las mezclas de quesos Mozzarella.
El limite de deteccion del ensayo fue tam-
bién del 0,1% (Figura 4).

La mayoria de los trabajos publicados has-
ta el momento en el area de identificacién
genética de especies animales en leche y
quesos se basan en la amplificacion de
fragmentos de ADN especificos de especie
mediante técnicas de PCR simple o multi-
ple (Bania y col., 2001; Maudet y Taberlet
2001; Mafra y col., 2004). Entre estos tra-
bajos, destacan algunos dirigidos concre-
tamente a la autentificaciéon de quesos
Mozzarella, consiguiendo limites de detec-
cion iguales o superiores a los obtenidos
en el presente estudio. Por ejemplo, Botte-
ro y col. (2002) emplearon una técnica de
PCR multiple para la identificacion simul-
tanea de leche de vaca y de bufala en que-
so Mozzarella, con un limite de deteccion
de un 1%. Di Pinto y col. (2004) detectaron
hasta un 1,5% de leche de vaca en Mozza-
rella de bufala mediante una técnica de
PCR con cebadores especificos. Feligini y
col. (2005) determinaron por PCR la pre-
sencia de leche de vaca en Mozzarella de
bufala, con un limite de deteccién del
0,5%.

De los resultados obtenidos se deduce que
la técnica de PCR utilizando cebadores es-
pecificos de especie constituye una herra-
mienta sensible y fiable para la identifica-
cién especifica de pequefios porcentajes
de vaca en mezclas lacteas y en quesos.
Dicha técnica se puede emplear en pro-
gramas de inspeccion para asegurar el
cumplimiento de las normas de etiqueta-
do y garantizar la autenticidad de la leche
y de los quesos de un mayor valor comer-
cial, como aquellos elaborados con leche
de bufala.
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Figura 1. Secuencias de ADN correspondientes a los productos de PCR amplificados con los oligonucledtidos 12SSEQDIR y 12SSEQONYV a partir de muestras de leche de vaca, oveja, ca-
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aparecen subrayados.
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’ ARTiCULO

El Ministerio de Industria aprueba el proyecto
para una alianza estratégica liderada por el CTC

“El proyecto, de mas de un millén de euros, plantea la creacion
de un grupo de trabajo, que comprende a siete centros tecnolégicos
de toda Espana, investigara sobre la mejora de los envases existentes

y el desarrollo de otros nuevos”

ese a la gran competencia que

siempre entrafia un concurso pu-

blico de adjudicacion, en esta oca-
sién la contundencia del proyecto presenta-
do por el CTC y por otros seis centros mas
en torno al estudio de envases inteligentes
que eviten la degradacion de los compues-
tos grasos de los alimentos, ha resultado va-
lorada positivamente en la convocatoria
“Fomento de la Investigacién Técnica para
Proyectos Consorciados CONSORCIA”, reali-
zada por la DG-Pyme del Ministerio de In-
dustria, Turismo y Comer-
cio, lo que se traduce en una
importante inyeccion econo-
mica para que estos centros
tecnologicos complementa-
rios entre si, comiencen a
investigar en el ambito de
las tecnologias de envase y
embalaje aplicadas a pro-
ductos alimentarios.

En En la actualidad, los
envases plasticos, bien por
problemas de resistencia
mecanica o térmica, bien
por la mala conservacion
del producto, presentan
problemas de distinta na-
turaleza con alimentos
grasos como el jamon, el
pescado o el queso. Por
tanto, lo que se proponen
estos centros es revertir la
situacion y hacer posible
la perfecta compatibilidad
del plastico con estos ali-
mentos y también con los
procesos de conservacion
habituales como la esterili-
zaciéon térmica, las altas
presiones, las atmosferas
modificadas y la pasteuri-
zacion.Por otra parte, el proyecto servira
para fomentar la coordinacién entre los
centros tecnoldgicos dentro del panora-
ma nacional, donde cabe destacar los es-
fuerzos realizados por los miembros de
esta Alianza Estratégica para tratar de
poner de acuerdo a los distintos centros,
ofreciendo un trabajo atractivo con el que
todos ya estaban relacionados de una
manera u otra, pero que sin duda se ve-
ra potenciado con las sinergias, propor-
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cionando una mayor cohesién entre
ellos. La concesion oficial de este proyec-
to, que es uno de los seis que ha otorga-
do el Ministerio de entre veintiocho pre-
sentados a concurso, respalda el esfuerzo
realizado por los miembros de esta Alian-
za.Desarrollar nuevos envases activos
que mejoren la vida util de los compues-
tos grasos de los alimentos no es tarea fa-
cil, para ello se ha iniciado esta colabora-
cién que sera a largo plazo, lo que propi-
ciara a su vez el desarrollo de proyectos

\ ‘ i

[+D+i en el ambito de las tecnologias de
envase y embalaje aplicadas a los pro-
ductos alimentarios. Los firmantes del
acuerdo de colaboraciéon son, ademas del
CTC, el Centro Nacional de Tecnologia
Alimentaria (CNTA) de Navarra, el Centro
Tecnolégico Agroalimentario de Extre-
madura (CETAEX), la Asociaciéon Nacional
de Fabricantes de Conservas de Pescados
y Mariscos-Centro Técnico Nacional de
Conservacion de los Productos de la Pes-

ca (ANFACO-CECOPESCA) de Galicia, el
Instituto Tecnoldgico del Embalaje,
Transporte y Logistica (ITENE) y el Insti-
tuto Tecnologico del Plastico (AIMPLAS)
de la Comunidad Valenciana y, por ulti-
mo, la Fundacion LEIA Centro de Desa-
rrollo Tecnologico del Pais Vasco.

Todo este despliegue investigador que
ahora comienza, mejorara con sus resul-
tados los envases existentes actualmente,
incrementando por ejemplo el periodo de
transporte y la distribucion
de los alimentos, al interac-
tuar en los procesos de de-
gradacion conservando du-
rante mas tiempo las pro-
piedades del alimento. En
definitiva, los alimentos de-
ben llegar al consumidor
conservando todas sus ca-
racteristicas organolépticas
y nutritivas. Ademas, los
resultados de la investiga-
cion se difundiran amplia-
mente con objeto de favo-
recer la utilizacién de los
mismos por parte de las
empresas.

Finalmente, hay que men-
cionar la importancia de la
figura denominada Gestor
de la Innovacién creada
por el Instituto de Fomento
de la Regién de Murcia, de
la que este organismo ha
dotado a la red de centros
tecnologicos de la Region,
para que ejerzan como
agentes dinamizadores e innovadores de
las Pymes, con objeto de promover, difun-
dir y captar las necesidades tecnolégicas
de las empresas, siendo un claro ejemplo
de su importancia el gestor de la innova-
cién destacado en el CTC, que es quien ha
coordinado las actividades de este proyec-
to encaminado a encontrar el mejor mo-
delo de envase inteligente y sostenible,
siempre pensando en el consumidor final.
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Ingredientes dietéticos procedentes de
la uva: evaluacion quimica y funcional

MONAGAS, M.; BARTOLOME, B.; GOMEZ-CORDOVES, C. INSTITUTO DE FERMENTACIONES INDUSTRIALES (CSIC). JUAN DE LA CIERVA 3, 28006 MADRID. SPAIN.

En este articulo se recogen los resultados y las implicaciones de un amplio estudio de
caracterizacion polifendlica de ingredientes dietéticos comerciales procedentes de pepitas,
hollejos y orujos de Vitis Vinifera L., asi como de evaluacion de sus propiedades bioactivas

(medidas como actividad antioxidante) in vitro. Por medio de los protocolos analiticos de
HPLC-DAD/ESI-MS desarrollados en este trabajo, se ha analizado la fraccion polifendlica
completa de los distintos ingredientes, comprobandose la autenticidad de los materiales
vegetales de partida, pero constatandose una gran variabilidad en la composicion fendlica de
estos ingredientes comerciales. La capacidad antioxidante, determinada por el método ORAC,
permitié confirmar la bioactividad potencial de los diferentes ingredientes y su relacion directa
con la composicion fendlica. Se concluye que ambos parametros, capacidad antioxidante y
caracterizacidon quimica, deben combinarse para conocer el grado de biodisponibilidad y las
actividades fisiolégicas potenciales de estos ingredientes.
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Abstract

The results and implications of a large
study about the polyphenolic characteri-
zation of commercial dietary ingredients
derived from Vitis vinifera L. grape seeds,
skins and pomace, and the in vitro evalu-
ation of their bioactive properties (mea-
sured as antioxidant capacity), are pre-
sented in this work. Through the HPLC-
DAD/ESI-MS analytical protocols devel-
oped in this work, the complete polyphe-
nolic fraction of the different ingredients
has been analysed, confirming the au-
thenticity of the original vegetal materials
but proving the wide range of variability
existing among these commercial ingre-
dients. The antioxidant capacity, as deter-
mined by the ORAC method, allowed the
confirmation of the potential bioactivity of
the different ingredients and its direct re-
lationship with their phenolic composition.
It is concluded that the combination of
both parameters antioxidant capacity and
chemical characterization, is necessary in
order to know the degree of bioavailabili-
ty and the potential physiological activities
of these ingredients.

Palabras clave: uva, Vitis Vinifera L., poli-
fenoles, flavanoles, antocianos, HPLC/MS,
tiolisis, ORAC, actividad antioxidante, bio-
disponibilidad.

Introduccién

Desde las primeras observaciones de la
llamada “Paradoja Francesa” (Renaud y
Lorgeril, 1992), numerosos estudios epi-
demioldgicos han demostrado los efectos
fisioldgicos beneficiosos de una dieta rica
en compuestos fenolicos, en especial de ti-
po flavonoideo, particularmente en rela-
cion a las enfermedades cardiovasculares
(Liu et al., 2000; Joshipura et al., 2001;
Mennen et al., 2004). El reconocimiento de
los efectos beneficiosos de los compuestos
fendlicos de la uva y del vino (Figura 1) ha
despertado un gran interés por los sub-
productos vinicolas ricos en polifenoles
como materia prima para la obtenciéon de
ingredientes a emplear en la formulacion
de suplementos dietéticos antioxidantes
(Valiente et al., 1995; Moure et al., 2001;
Schieber et al., 2001; Torres et al., 2002;
Gonzalez-Paramas et al., 2004). Los suple-
mentos dietéticos, como su nombre indica,
son productos que intentan suplementar la
dieta. Por lo general, son preparaciones
que contienen uno o mas ingredientes die-
téticos (vitaminas, minerales, aminoacidos,
polifenoles, carotenoides, hierbas u otras
plantas y otras sustancias), para ser sumi-
nistrados por via oral, en forma de pastilla,
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capsula, 6 liquido (Rapaka y Coates, 2006).
Por lo general, los ingredientes dietéticos
se preparan mediante extraccion del ma-
terial vegetal con agua, etanol, CO:, u otro
solvente (Rapaka y Coates, 2006). De cual-
quier modo, el primer paso en la elabora-
cion de un ingrediente dietético es la au-
tentificacion del material botanico de par-
tida, verificando también que no esté adul-
terado con otras especies o contaminado
con sustancias dafiinas. Entre los subpro-
ductos vinicolas, el denominado orujo de
uva es el mas utilizado como materia pri-
ma de ingredientes funcionales. Este se
obtiene después de la fermentacién y
prensado de la uva, y esta compuesto prin-
cipalmente por hollejos, pepitas de uva, y
ocasionalmente por raspén, pudiendo so-
meterse a destilacion para producir etanol
o bebidas ricas en él base de macerados de

&
%

& o

tanto, los efectos fisioldgicos beneficiosos
derivados de las mismas, dependen es-
trictamente de la biodisponibilidad del
compuesto fendlico en cuestién, que a su
vez estd muy relacionada con su estructu-
ra quimica (Manach et al., 2004).
En el caso de la uva, y por tanto, de los
subproductos vinicolas, las estructuras fe-
nolicas presentes son muy diversas (Mo-
nagas et al., 2005a) (Figura 1). Los flava-
noles, en sus formas monomeéricas, oligo-
mericas (2-5 unidades) y poliméricas (<5
unidades), las dos ultimas formas conoci-
das con el nombre de proantociandinas o
taninos condensados, se encuentran loca-
lizadas en las pepitas, los hollejos y el ras-
pon. Las pepitas contienen procianidinas
(oligémeros y polimeros de (+)-catequina,
(-)-epicatequina, y de (-)-epicatequina 3-O-
galato), mientras que los hollejos y raspo-
nes ademas con-

Los suplementos dietéticos son productos tienen prodelfini-

que intentan suplementar la dieta

frutas o hierbas. También, los hollejos y
pepitas que se descartan previamente a la
elaboracion de vinos blancos y rosados y
de mostos, por tanto no sometidos a fer-
mentacion, también constituyen otros ti-
pos de subproductos (Shrikhande, 2000).

Los ingredientes dietéticos tienen como fin
cumplir con ciertas propiedades nutricio-
nales y/o funcionales que beneficien la sa-
lud humana. En el caso de los ingredien-
tes dietéticos fendlicos, es importante des-
tacar que sus propiedades bioldgicas y, por

dinas (oligémeros
y polimeros de (-)-
epigalocatequina y de trazas de (+)-galo-
catequina y (-)-epigalocatequina 3-O-gala-
to). En los hollejos de uvas tintas se locali-
zan los pigmentos antocianicos, los cuales
son responsables del color rojo del vino
tinto (Figura 1). Las antocianinas identifi-
cadas en las uvas y vinos de Vitis vinifera
L. son los 3-O-monoglucésidos y los 3-O-
monoglucosidos-acilados de cinco anto-
cianidinas principales: delfinidina, cianidi-
na, petunidina, peonidina y malvidina. La
acilacion ocurre en la posicion C-6 de la
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Figura 1. Estructuras quimicas de los flavanoles y antocianos caracteristicos de los subproductos vinicolas.

molécula de glucosa por medio de la este-
rificacion con los acidos acético, p-cumari-
co y cafeico. Debido a su naturaleza, el
orujo también puede presentar otros com-

puestos resultantes de la fermentaciéon co-
mo son los llamados “derivados antocidni-
cos” (Figura 1), los cuales incluyen los pro-
ductos resultantes de las reacciones de

condensacion, ya sea directa o mediada
por el acetaldehido, entre antocianos y fla-
vanoles, asi como los denominados pira-
noantocianos, que son productos origina-
dos por las reacciones de cicloadicion C-
4/C-5 de los antocianos con metabolitos
secundarios procedentes de la fermenta-
cioén con las levaduras o con otros fenoles
(acido piruvico, 4-vinilfenoles, acidos hi-
droxicinamicos, vinilflavanoles, acetalde-
hido, acetona, entre otros) (Monagas et al.,
2005a). Finalmente, es importante desta-
car que la composicién fendlica y la facili-
dad para la extraccion de los subproductos
vinicolas también depende de la variedad
de uva y de las condiciones del proceso
empleadas para la vinificacion, siendo
también factores que afiaden variabilidad
a la composicion fendlica de un determi-
nado ingrediente dietético (Schieber et al.,
2001).

De lo anteriormente expuesto se deduce
que para poder emplearse como ingre-
dientes funcionales efectivos en la formu-
lacion de suplementos dietéticos, los poli-
fenoles derivados de subproductos vinico-
las deben presentar una composicion qui-
mica y actividad biolégica definidas y
constantes, para lo cual es necesario ca-
racterizarlos quimicamente, y de esta ma-
nera conseguir su estandarizacién y con-
trol de calidad. Todo ello exige el empleo
de métodos analiticos basados en técnicas
muy especificas y sensibles, como es la
técnica de la cromatografia liquida aco-
plada a la espectrometria de masas
(HPLC/MS). En esta articulo se resumen
los resultados correspondientes a un estu-
dio de: a) caracterizacién fendlica de in-
gredientes dietéticos comerciales elabora-
dos a partir de pepitas, hollejos y orujos de
uva de Vitis vinifera L. por medio de
HPLC/MS; y b) evaluaciéon de sus propie-
dades bioactivas (actividad antioxidante)
por métodos in vitro (Monagas et al.,
2005b, Monagas et al., 2006 a y b). El arti-
culo se completa con una amplia discusion
sobre las actividades bioldgicas y la bio-
disponibilidad de los polifenoles flavonoi-
deos (flavanoles y antocianos) presentes
en estos ingredientes dietéticos.

Materiales y métodos

Ingredientes dietéticos comerciales

En este trabajo se estudiaron un total de 26
ingredientes dietéticos comerciales (16 ob-
tenidos de pepitas, 4 de hollejos, y 6 de
orujo de uvas de Vitis Vinifera L). De algu-
nos de ellos, se estudiaron diferentes lotes
de produccién (pepitas: ingrediente #2,
n=6; ingrediente #3, n=3; ingrediente #4,
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n=4, ingrediente #5, n=4; hollejos: ingre-
diente #1, n=5; ingrediente #2, n=4). To-
dos los ingredientes fueron suministrados
en forma solida (polvo), con la excepcion
de los ingredientes # 7, 8, 9 y 10, deriva-
dos de orujo de uva, que fueron suminis-
trados en forma de concentrados liquidos
estandarizados a 38 °Brix (siropes). Los in-
gredientes #7 y 8 procedian de orujo de vi-
nificacion, mientras que los ingredientes
#9 y 10 procedian de orujo no fermenta-
do (material residual después de la extrac-
cién del mosto).

Andlisis de antocianos por Cromatografia Li-
quida de Alta Eficacia-Espectrometria de
Masas (HPLC-DAD/ESI-MS)

Para el analisis de antocianos por esta téc-
nica, los ingredientes de hollejos y orujo
(en forma solida) (0,15-0,80 g) se mezcla-
ron con metanol: HCI (1000:1, v/v) (25 ml)
y se sometieron a ultrasonidos durante 2
min. Después de un periodo de macera-
cién de 15 min a temperatura ambiente,
las muestras se centriguraron (2.000 rpm,
10 min) y se recogieron los sobrenadantes.

Los ensayos in vitro, como el ORAC, son

llevo a cabo inyectando 100 pL del extrac-
to en una columna de fase inversa Waters
Nova-Pak® Cie [150 mm x 3,9 mm (dia-
metro interno); tamafio de particula: 4um]
a temperatura ambiente. Las condiciones
cromatograficas y de detecciéon se indican
en Monagas et al. (2006a). La cuantifica-
cion se realizé por medio de la medida del
area a 530 nm expresada en mg/L de mal-
vidin-3-glucésido a través de una recta de
calibrado de patréon externo.

Andlisis de flavanoles ([monomeéricos y oligo-
méricos) por Cromatografia Liquida de Alta
Eficicacia-Espectrometria de Masas (HPLC-
DAD/ESI-MS)

Para el anadlisis de flavanoles monoméri-
cos y oligoméricos, los ingredientes pro-
cedentes de pepita de uva (0,05g) se ex-
trajeron con 10 mL de metanol: HCI
(1000:1, v/v) siguiendo el protocolo ante-
riormente descrito. Las muestras se filtra-
ron a través de un filtro de 0,45 pm antes
del analisis por HPLC. Se emple6 el mis-
mo sistema cromatografico anteriormen-
te descrito para el analisis de antocianos.
La separacion de
los compuestos fe-

el punto de partida de los ensayos in vivg nolics se llevo a

La extraccion de las muestras se realizod
por duplicado. Los ingredientes de orujo
suministrados como siropes (#7-10) se di-
luyeron (1:10, v/v) con agua destilada. Las
muestras se filtraron a través de un filtro de
0,45 mm antes del analisis por HPLC. Se
empled un sistema de cromatografia li-
quida Hewlett-Packard serie 1100 (Palo
Alto, CA) equipado con un detector de fo-
todiodos alineados (DAD) y un espectro-
metro de masas cuadrupolar (Hewlett-Pac-
kard series 1100 MSD) acoplado a una in-
terfase de ionizacién por “electrospray”
(ESI). La separacion de los antocianos se
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cabo por inyec-
cion de 15-150 pL en una columna de fa-
se inversa Waters Nova-Pak® Cis [300 mm
X 3,9 mm (diametro interno); tamafio de
particula: 4um] a temperatura ambiente.
Las condiciones cromatograficas y de de-
teccion se indican en Monagas et al.
(20064a). Los flavanoles y del acido galico
se cuantificaron a 280 nm a través de rec-
tas de calibrado de patrén externo. Las
procianidinas no-galoiladas se cuantifica-
ron por medio de la recta de calibrado de
la (-) epicatequina, y las galoiladas por
medio de la obtenida con el galato de (-)
epicatequina.

Degradacion en medio dcido y en presencia
de tolueno-a-tiol (tidlisis) de las procianidi-
nas poliméricas en extractos de pepitas de
uva

Los extractos metanoélicos de los ingre-
dientes de pepitas de uva se sometieron
a tiolisis empleando las condiciones des-
critas por Monagas et al. (2006a). Un vo-
lumen de 300 pL de extracto se introdu-
jo en un vial de 1,0 mL de volumen para
la inyeccién automatica en HPLC, y se
mezclé con 300 pL de una solucion al 5%
tolueno-a-tiol en metanol-HCl 0,2 M. La
mezcla se colocd en un bafio de agua a
55 °C durante 15 min. La muestra tioliza-
da se enfri6 en bafio de hielo e inmedia-
tamente se analizdé por HPLC en fase in-
versa. A su vez, se prepard un blanco
mezclando 300 pL de la muestra con el
mismo volumen de metanol-HCI (0,2 M)
pero sin tolueno-o-tiol. Se utilizé un sis-
tema de cromatografia liquida Waters
(Milford, MA) equipado con un controla-
dor 600-MS, un inyector automatico 717
Plus, y un detector de fotodiodos alinea-
dos (DAD) 996, acoplados al programa
Waters Millenium (versién 2.10) de ad-
quisicion y tratamiento de datos. La se-
paracion de los compuestos fendlicos se
llevé a cabo inyectando 15-150 puL en una
columna de fase inversa Waters Nova-
Pak® Cis [300 mm x 3,9 mm (diametro in-
terno); tamafio de particula: 4um] a tem-
peratura ambiente. Las condiciones cro-
matograficas y de deteccién se indican
en Monagas et al. (2006a). Los flavanoles
monoméricos se cuantificaron a través de
rectas de calibrado elaboradas a partir de
estandares [(+)-catequina, (-)-epicatequi-
na, y (-)-epicatequina-3-0O-galato]. La can-
tidad exacta de flavanoles monoméricos
liberados de la tidlisis como subunidades
terminales se determind por diferencia
con los presentes en el blanco (muestra



no tiolizada). La cuantificacién de los
aductos de tolueno-c-tiol (subunidades
de extension) se realizé empleando los
factores de respuesta publicados por Vi-
vas et al. (2004). El procedimiento de tio-
lisis se realizé por duplicado. Para calcu-
lar el grado de polimerizacion medio
(GPm), 1a suma de las subunidades de ex-
tension se dividid entre la suma de las
subunidades terminales. El contenido de
proantocianidinas (PRO) se calcul6 por
medio de la suma de las masas de todas
las subunidades (excluyendo la porcién
de tolueno-a-tiol de los aductos).

Capacidad antioxidante de los extractos de
ingredientes de pepita, hollejo y orujo de uva
Para la medida de la capacidad antioxi-
dante de los extractos, se sigui6 la meto-
dologia ORAC (Oxigen-Radical Absor-
bance Capacity, capacidad de absorcion
de radicales de oxigeno) empleando fluo-

resceina como sustancia fluorescente,
AAPH como precursor de radicales de
oxigeno y Trolox como patrén de refe-
rencia, segun se describe en Monagas et
al. (2005b). Los valores ORAC se expresa-
ron en umol de Trolox equivalentes
(TE)/mg de piel de almendra.

Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico de los resulta-
dos generados en este estudio se llevo a
cabo con la ayuda de los programas para
Windows, STATISTICA (versiéon 5.1.; Stat-
soft Inc., Tulsa, OK, 1998) y SPSS (version
11.01; SPSS Inc., Chicago, IL, 2001).

Resultados y discusion

1. INGREDIENTES PROCEDENTES DE PE-
PITAS DE UVA

1.1. Caracterizacion fendlica

El perfil de flavanoles monoméricos y oli-
goméricos se estudié por HPLC-DAD/ESI-

MS en los extractos metanolicos de los in-
gredientes dietéticos comerciales deriva-
dos de pepitas de uva, identificandose los
siguientes compuestos (Figura 2): Acido
galico (1) ([M-H]” = m/z 169)); flavanoles
monomeéricos no-galoilados y galoilados
((M-H]" = m/z 289; m/z 441, respectiva-
mente); procianidinas diméricas no-galoi-
ladas y galoiladas ([M-H]” = m/z 577, m/z
729, respectivamente), y procianidinas tri-
méricas ([M-H]™ = m/z 865). Los flavanoles
monoméricos identificados correspondie-
ron a la (+)-catequina (4), (-)-epicatequina
(8) y epicatequina-3-O-galato (11). Las pro-
cianidinas incluyeron los dimeros B3 (2),
B1 (3), B4 (6), B2 (7), B3’-3-O-galato (9), y
los trimeros T2 (5) y C1 (10) (Figura 2). Se
encontraron dos perfiles de HPLC diferen-
tes entre los ingredientes estudiados (Fi-
gura 2). La mayoria de los ingredientes
(#1, 3, 5-11, 14-16) presentaron el perfil
mostrado en la Figura 2A, el cual coincide

Ingrediente # ‘ Lote # ‘ Ac. gélicoa ‘ B3 ‘ B1 ‘ Cat ‘ T2 ‘ B4 ‘
1 b 4,41 19,1 55,6 11,9 9,82 31,2 84,2 3,34 2,52 7,19
2 1 0,127 - - 0,217 - - - 0,362 - - 0,602
2 0,187 - - 0,197 - - - 0,520 - - 0,496
3 0,124 - - 0,223 - - - 0,291 - - 0,617
4 0,091 - - 0,155 - - - 0,184 - - 0,456
5 0,137 - - 0,160 - - - 0,371 - - 0,796
6 0,116 - - 0,421 - - - 0,160 - - 0,818
3 1 10,3 4,15 15,5 37,8 12,9 4,96 77,2 85,3 4,89 2,17 25,0
2 20,3 4,35 15,1 427 10,5 6,67 47,0 116 3,84 2,15 23,7
3 18,7 4,54 15,1 57,1 17,3 7,16 36,9 156 417 2,61 28,3
4 1 0,359 - - 0,649 - - - 0,469 - - 1,41
2 0,387 - - 0,653 - - - 0,435 - - 1,39
3 0,351 - - 0,817 - - - 0,671 - - 1,40
4 0,372 - - 0,838 - - - 0,774 - - 1,51
5 1 0,643 1,50 6,67 19,2 4,63 3,15 9,28 22,2 2,80 1,32 6,79
2 0,646 1,44 6,41 19,2 4,52 2,94 9,38 21,5 2,92 1,29 7,32
3 0,695 1,18 5,63 17,8 3,91 2,44 8,57 21,3 2,72 1,06 6,75
4 0,604 1,30 6,64 19,3 4,40 2,22 9,75 23,2 3,11 1,13 7,13
6 7,24 8,50 27,5 120 10,3 6,00 27,2 113 6,95 2,40 47,2
7 0,474 2,21 2,48 18,3 1,78 1,44 517 13,4 2,25 trb 6,49
8 6,98 12,7 26,2 88,1 11,4 8,19 29,3 130 5,95 2,97 42,9
9 3,74 10,0 17,7 52,1 13,2 8,91 221 64,7 4,54 3,48 25,3
10 6,59 19,0 13,8 202 6,17 2,90 31,9 249 2,50 2,28 47,9
11 3,61 5,09 11,7 33,7 9,39 8,10 23,5 57,8 3,37 2,88 13,2
12 1,44 - - 5,07 - - - 4,91 - - 4,61
13 0,130 - - 0,410 5 - - 0,723 5 - 0,518
14 5,80 7,64 | 258 83,4 12,3 7,48 278 | 87,27 6,91 348 | 31,8
15 8,23 364 | 162 50,0 8,37 6,02 186 | 57,99 4,68 2,00 | 203
16 5,58 4,98 14,1 30,9 1,47 7,41 14,5 51,45 2,95 1,53 5,99

Tabla 1. Concentracion de acido galico y de flavanoles en los ingredientes de pepita de uvas.
aExpresado como mg/g de ingrediente (valor medio n=2). b no detectado; tr: trazas. B3: procianidina B3; B1: procianidina B1; Cat: (+)-catequina; T2: procianidina T2; B4: procianidina
B4; B2: procianidina B2; Ec: (-)-epicatequina; B3'G: procianidina B3’-O-galato; C1: procianidina C1; EcG: (-)-epicatequina-3-O-galato.
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con el perfil tipico de los flavanoles mo-
noméricos y oligomérico de las pepitas de
uvas (Monagas et al., 2003) y de otros ex-
tractos comerciales. Por el contrario, el per-
fil ilustrado en la (Figura 2B) soélo lo pre-
sentaron los ingredientes #2, 4, 12y 13.

Los monémeros de flavanoles fueron los
mas abundantes (1,18-499 mg/g) en los
diferentes ingredientes de pepitas, segui-
dos de los dimeros (0-107 mg/g) y final-
mente de los trimeros (0-16,7 mg/g) (Tabla
1). Se encontraron grandes diferencias en-
tre las 16 marcas de ingredientes de pepi-
tas en relacion al contenido individual de
compuestos fenolicos. Las diferencias mas
importantes se registraron en los mono-
meros de flavanoles. Para la (+)-catequina
(0,217-202 mg/g) y la (-)-epicatechin
(0,160-249 mg/g), las diferencias registra-
das entre ingredientes fueron de aproxi-
madamente 1.000 veces, y para la epica-
tequina-3-0O-galato (0,456-47,9 mg/g) del
orden de 10 veces (Tabla 1). El intervalo de
concentraciones encontradas para las pro-
cianidinas diméricas fue de: 0-19,0 mg/g
(B3), 0-27,5 mg/g (B1), 0-9,82 mg/g (B4),
0-77,2 mg/g (B2), y de 0-6,95 mg/g (B3'-

O-galato) (Tabla 1). En el caso de la pro-
cianidina trimérica T2, la concentraciéon
varié entre O y 17,3 mg/g, mientras que
para C1 los valores registrados fueron en-
tre O y 3,48 mg/g. Por su parte, el acido
galico vario entre 0 y 20,3 mg/g entre los
diferentes ingredientes (Tabla 1).

Por otra parte, el andlisis de diferentes lo-
tes de produccion de los ingredientes #2,
3,4y 5, revelo un coefficiente de variacion
entre lotes (42,2; 29,9; 27,6 y 3,8 %, res-
pectivamente, para el contenido de (-)-epi-
catequina) relativamente alto en el caso de
los ingredientes #2, 3, 4, y bastante bajo
para el ingrediente #5. Estos resultados
indican cierta variabilidad tanto en la com-
posiciéon de la materia prima empleada
(subproducto vinicola) como en las condi-
ciones del proceso de elaboracion que de-
berian estandarizarse.

A diferencia de los monémeros, dimeros y
trimeros, los oligémeros y polimeros de
flavanoles con un grado de polimerizacién
medio (GPm) >5 unidades no presentan
resoluciéon o separacion mediante HPLC
en fase inversa debido al elevado numero
de posibles isdmeros. Sin embargo, la des-

polimerizaciéon en medio acido y en pre-
sencia de tolueno-a-tiol (tidlisis) seguida
de analisis por HPLC-DAD, permite la di-
ferenciacion de las subunidades termina-
les de las procianidinas liberadas como
monomeros [(+)-catequina, (-)-epicatequi-
nay (-)-epicatequina-3-O-galato] y de las
unidades de extension liberadas como sus
correspondientes derivados benziltioéter
[(+)-catequina-benziltioéter-cis, (+)-cate-
quina-benziltioéter-trans, (-)-epicatequina-
benziltioéter y (-)-epicatechin-3-O-galato-
benziltioéter (Monagas et al. 2003). La au-
sencia de unidades trihidroxiladas [(epi)ga-
llocatechins] como unidades constitutivas
de las cadenas poliméricas, las cuales son
caracteristicas de los hollejos y raspones,
permitio determinar la autenticidad de los
ingredientes como derivados reales de pe-
pitas de uvas de Vitis vinifera L. La (-)-epi-
catequina fue la unidad constitutiva mas
importante, representando >50 % mol co-
mo subunidad de extension (resultados no
mostrados). En relaciéon al contenido de
procianidinas (PRO) y grado de polimeri-
zacion medio (GPm) calculados segun se
indica en Materiales y Métodos, se encon-
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Figura 2. Cromatogramas de HPLC-DAD a 280 nm de los ingredientes #11 (A) y #12 (B) derivados de pepitas de Vitis vinifera L.
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traron marcadas diferencias entre ingre-
dientes (Figura 3). El contenido de PRO
varié entre 48,8 y 606 mg/g (@12 veces)
y los valores de GPm entre 2,1y 11,9 (Fi-
gura 3), indicando un alto grado de hete-
rogeneidad en la fracciéon procianidinica
de los mismos. Los valores de GmP en-
contrados para los ingredientes estan de
acuerdo con aquellos descritos por Prieur
et al. (1994) para un extracto de prociani-
dinas de pepitas de uvas.

Con el objetivo de completar la caracteri-
zacion quimica de los ingredientes estu-
diados, se realizé un analisis de conglo-
merados (cluster) en funcién de las si-
guientes variables: acido galico, Emono-
meros, Xdimeros, Ztrimeros, GPm y PRO.
Como resultado de la aplicacion de este
analisis, los ingredientes se separaron en
dos grupos (Grupos 1y 2) (Figura 4). Los
ingredientes incluidos en el Grupo 1 (Sub-
grupo la: #5, 16; Subgrupo 1b: #2, 4, 7,
12, 13) se caracterizaron por un contenido
monomérico bajo (1,16-88,4 mg/g), por la
ausencia de dimeros y trimeros (#2, 4, 12,
13) y por un GPm situado entre 6,5-11,2
(Tabla 1, Figura 3B). Por su parte, el Gru-

po 2 incluyé ingredientes (Subgrupo 2a:
#10; Subgrupo 2b: #1, 3, 6, 8-11, 14, 15)
con un contenido monomeérico mas eleva-
do (105-499 mg/g) y con un GPm mas ba-
jo (2,1-5,7) (Tabla 1, Figura 3B). Prieur et
al. (1994) encontraron un GPm = 10 para
un extracto de procianidinas de pepitas,
con un largo de cadena que variaba entre
2 y 20 unidades, siendo la fraccién oligo-
mérica de GPm = 4,7 la mas abundante
(60%), seguida de otra fraccién con un
GPm = 15-17. Los resultados encontrados
en el presente trabajo indican que los in-
gredientes de pepitas estudiados estan
constituidos por fracciones ricas en mono-
meros, oligobmeros o polimeros de flava-
noles, sugiriendo que se estan empleando
técnicas de purificacion muy diversas pa-
ra la elaboraciéon comercial de estos in-
gredientes.

1.2. Capacidad antioxidante

Se encontraron diferencias marcadas (apro-
ximadamente de 10 veces) en la capacidad
antioxidante de los ingredientes de pepitas
estudiados, lo cual esta de acuerdo con las
diferencias en su composicién fendlica. Los

valores de ORAC se encontraron en el in-
tervalo de 2,71 *+ 0,35 (ingrediente #13) a
26,4 *+ 1,8 (ingrediente #10) umol TE/mg
(Figura 5). En general, los valores ORAC
encontrados para los ingredientes de pepi-
tas fueron mas elevados que los encontra-
dos para las pepitas de uva no procesadas
(ORAC = 2.107 wmol TE/mg peso seco)
(Monagas et al., 2005b). Atendiendo a la ca-
pacidad antioxidante, las 16 marcas de in-
gredientes pudieron clasificarse en tres
grupos: grupo 1 (ingredientes #2, 4, 7, 12
y 13) presentando valores de ORAC bajos
(< 10 umol TE/mg); grupo 2 (ingredientes
#1,3,5,6,9, 11y 14) con valores de ORAC
medios (= 10 umol TE/mg y < 20 umol
TE/mg), y grupo 3 (ingredientes #8, 10, 15
y 16) presentando valores de ORAC eleva-
dos (= 20 umol TE/mg). Estas diferencias
entre marcas de ingredientes explican en
parte la variabilidad encontrada por Dava-
los et al. (2004) en la capacidad antioxi-
dante (0,018-3,18 umol TE/mg) de suple-
mentos dietéticos comerciales elaborados a
partir de ingredientes de pepitas de uva de
Vitis vinifera L. empleando la misma meto-
dologia ORAC.
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Figura 3. Concentracion de proantocianidinas (PRO) (A) y valores de GPm (B) en los ingredientes de pepita de uva.
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Considerando el papel que juega la estruc-
tura quimica en las propiedades bioactivas
de los compuestos fendlicos, se procedioé a
determinar la relacion existente entre la ca-
pacidad antioxidante (valores ORAC) y la
composicion fenolica de los ingredientes
dietéticos de pepitas. Primeramente se re-
alizé un analisis de correlacién, encon-
trandose una correlaciéon significativa
(p<0,05) y positiva entre los valores de
ORAC y la mayoria de las variables anali-
zadas [(-)-epicatequina (r=0.7842), B3
(r=0.7715), acido galico (r=0.7463), (+)-ca-
tequina (r=0.7338), B1 (r=0.7246), (-)-epi-
catequina-3-0O-galato (r=0.6968), C1
(r=0.6856), B3’-O-galato (r=0.6571), B4
(r=0.6372), and PRO (r=0.6168)], con la ex-
cepcion de la correlacion ORAC vs GPm
que también fue significativa pero negati-
va mDP (r=-0.6384), indicando que los in-
gredientes constituidos por fracciones de
procianidinas con elevado GPm debian
presentar una menor actividad antioxidan-
te y viceversa. Una vez confirmada la exis-
tencia de correlacion entre los valores de
ORAC y la composicion fendlica de los in-
gredientes, se realiz6é un analisis de regre-
sion lineal multiple por pasos sucesivos con
la finalidad de encontrar las variables fe-
nolicas individuales que proporcionaban el

mejor modelo para predecir o explicar la
capacidad antioxidante. El modelo resul-
tante:

ORAC = 0,2368 + 0,0829 ((-)-epicatequina)
+ 0,0290 (PRO) - 0.9138 (T2) + 0.7134 (aci-
do galico)

explicéd un 95% de la variacion de la capa-
cidad antioxidante (R®*= 0,949). El error es-
tandar de la estimacion fue de 1,935
(13,8% del valor promedio de la variable
dependiente). Todos los coeficientes de re-
gresion fueron significativamente diferen-
tes de cero (p<0,01). Los resultados de es-
tos analisis estadisticos sugieren que ade-
mas del acido galico, los mondémeros, oli-
goémeros y polimeros de flavanoles tam-
bién son responsables de la actividad an-
tioxidante de los ingredientes estudiados.
En otras palabras, la capacidad antioxi-
dante de estos ingredientes no se puede
definir por unica variable sino por la com-
binacion de varias de ellas.

2. Ingredientes procedentes
de hollejos y orujos de uva

2.1. Caracterizacion fendlica

En los ingredientes derivados de hollejo y
orujo de uva de Vitis vinifera L. se identifi-
caron los siguientes compuestos antocia-

nicos por HPLC-DAD/ESI-MS: antociani-
din-3-glucésidos [delfinidin (1), cianidin (2),
petunidin (3), peonidin (4) y malvidin (5)], -
3-(6-acetyl)-glucosidos [delfinidin (6), cia-
nidin (8), petunidin (9), peonidin (10) y mal-
vidin (11)], -3-(6-cafeoil)-glucdsidos [peo-
nidin (13) y malvidin (14)], y -3-(6-p-cuma-
ril)-glucosido [delfinidin (12), petunidin
(15), peonidin (16) y malvidin (17)] (Figura
6). También se identificaron derivados an-
tocianicos resultantes de la cicloadicién C-
4/C-5 de los antocianos con el acido piru-
vico [malvidin-3-glucésido piruvato, (7)],
con vinilflavanoles [malvidin-3-(6-acetil)-
glucésido-vinilepicatequina (19) y malvi-
din-3-glucdsido-vinilepicatequina (20)], y
con 4-vinilfenoles y/o &cidos hidroxicina-
micos [malvidin-3-glucdsido-vinilcatecol
(18), malvidin-3-glucosido-vinilfenol (21),
y malvidin-3-glucésido-vinilguayacol (22)].
El pico 23, el cual eluyé durante la fase de
lavado de la columna con metanol, co-
rrespondio a pigmentos poliméricos.

La ausencia de antocianidin-3,5-diglucési-
dos en todos los ingredientes estudiados
también se confirmé por HPLC-DAD/ESI-
MS, indicando la autenticidad de los in-
gredientes como derivados de 6rganos y
tejidos de Vitis vinifera L. y no de otras es-
pecies de uva (Monagas et al., 2005a). Se
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Figura 4. Dendograma resultante de la aplicacion del analisis cluster a los ingredientes de pe-

pitas de uva.
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Figura 5. Capacidad antioxidante (ORAC) de los ingredientes de pepitas de uva.

41y

T ol
Thaams (FHTE:

Figura 6. Cromatogramas de HPLC-DAD a 530 nm de los ingredientes #1 (A) y #2 (B) derivados de hollejos de Vitis vinifera L.
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encontraron dos perfiles antocianicos di-
ferentes entre los ingredientes (Figura 6).
Como era de esperar, los ingredientes #5-
10, derivados del orujo, contenian tanto
antocianos originarios de la uva como de-
rivados antocianicos (Figura 6A), mientras
que los ingredientes #2 y 4 derivados de
hollejos solamente contenian los primeros
(Figura 6B). Sin embargo, los ingredientes
#1y 3, que pertenecian a este ultimo gru-
po (i.e. hollejo no procesado) de acuerdo al
etiquetado del producto, también presen-
taron derivados antocianicos, indicando o
bien que el ingrediente no fue realmente
elaborado a partir de hollejo como estaba
etiquetado, o que otros factores relaciona-
dos con el proceso de elaboracion (i.e., ex-
traccién, calentamiento, fraccionamiento,
secado, etc.) pudieran haber favorecido el
desarrollo de ciertas reacciones de con-
densacion entre los antocianos y otros fe-
noles presentes en el material.

Los antocianidin-3-glucésidos presentaron
las concentraciones mas elevadas en todos
los ingredientes estudiados (Tabla 2). El
malvidin-3-glucésido fue el pigmento mas
abundante, caracteristica comun de la es-
pecie Vitis vinifera spp (Tabla 2). En gene-
ral, la concentracién de las diferentes an-
tocianinas individualizadas varié conside-

‘DG‘CG‘HG

rablemente entre los ingredientes deriva-
dos de la misma fuente (hollejo y orujo)
(Tabla 2). En el caso de ingredientes deri-
vados de hollejos, las muestras #2 y 4 pre-
sentaron una concentracién de malvidin-
3-glucdsido mas elevada [9533 (valor me-
dio entre lotes) y 10571 ug/g, respectiva-
mente] que los ingredientes #1 y 3 [2831
(valor medio entre lotes) y 3595 ug/g, res-
pectivamente].

En cuanto a los ingredientes derivados de
orujo de uva sumi-
nistrados en forma
sélida (polvo), se
encontraron gran-
des diferencias en de Ia uva

la concentracion antocianica de los ingre-
dientes #5y 6 (7561 y 1036 ug/g de mal-
vidin-3-glucésido, respectivamente), mien-
tras que para aquellos suministrados en
forma de sirope, ingredientes # 7-10, las di-
ferencias fueron menos pronunciadas
[553,9 (#8)-1032 (#10) ug/g de malvidin-3-
glucosido] (Tabla 2). La concentraciéon de
los derivados antocianicos identificados en
estos ingredientes fue muy baja o a nivel de
trazas (resultados no mostrados). El orujo
de uva es un material muy heterogéneo
(Schieber et al., 2001). Ademas de las ca-
racteristicas varietales de la uva empleada,

otros factores relacionados con el proceso
fermentativo (i.e., cepa de levadura y tem-
peratura de fermentacion) pueden afectar a
la composicion antocianica del orujo, in-
fluyendo en la formacién de derivados an-
tocianicos. Por otra parte, si este orujo es
sometido a destilacion después de la vini-
ficacion para producir etanol o destilados
para bebidas, se afiaden otros factores de
variabilidad. Finalmente, las condiciones
del proceso de produccion empleado para

Existen estudios que demuestran las
actividades bioldgicas de los polifenoles

transformar estas materias primas en in-
gredientes comerciales también determi-
naran la composicion final del producto.

Asi, en el ingrediente #1, la composicion
antocianica de sus lotes revel6 grandes di-
ferencias entre ellos. Por ejemplo, la con-
centracion de malvidin-3-glucoésido, vario
entre 488,0 (lote #5) y 6584 (lote #1) ug/g
(Tabla 2). Ademas, se encontraron diferen-
cias en la distribuciéon porcentual de las
diferentes antocianinas (por ejemplo, mal-
vidin-3-glucoésido representé entre un 28 y
50% del total de antocianos), evidenciando
que el perfil antocianico no era el mismo

Ing/Lote PnG MG DG;;‘ PnCaf MCaf PtCum | PnCum | MCum
1 1 385,3 138,3 785,7 2303 6584 tr 1023 52,38 156,3 102,7 | 5137 1150
2 104,6 40,69 250,4 355,2 1890 tr 353,7 14,22 52,78 136,5 201,7 720,7

3 231,8 90,71 659,6 824,4 4612 tr 661,5 36,44 157,2 266,5 419,7 1590

4 30,11 16,33 65,91 135,3 581,6 tr 220,4 6,179 20,75 53,57 97,83 276,1

5 22,0 12,6 46,6 91,1 488,0 tr 383,9 6,027 25,98 58,25 99,62 501,0

2 1 504,0 2241 1326 2701 9473 tr 1265 80,42 246,7 283,0 759,4 2222
2 514,7 229,1 1347 2744 10332 tr 1286 62,16 255,4 320,2 728,8 2407

3 451,5 204,0 1203 2451 9213 tr 1163 70,15 2225 277,6 783,7 2171

4 465,2 203,4 1201 2427 9116 tr 1150 67,41 214,9 273,6 755,8 2137

3 513,7 123,6 707,5 817,6 3595 467,9 1234 tr 41,27 123,2 198,4 4744
4 571,3 199,6 1252 3905 10571 tr 1228 nd 2115 1411 711,3 1551
5 373,1 79,34 747,8 896,2 7561 347,6 3004 nd 205,3 125,4 305,4 975,8
6 48,76 28,54 63,49 105,0 1036 77,82 163,5 nd 14,46 108,9 | 38,33 318,9
7 145,0 24,02 221,2 41,99 684,7 18,30 109,7 tr 57,19 104,8 25,85 304,1
8 103,9 22,46 138,0 35,8 553,9 | 28,42 85,45 tr 12,71 54,28 10,52 162,1
9 190,6 45,51 169,4 328,2 898,5 tr 39,80 tr 9,558 37,23 47,67 170,8
10 229,1 54,14 198,4 382,0 1032 tr 14,90 nd 32,70 50,83 31,21 88,69

Tabla 2. Concentracién antocianica de los ingredientes de hollejo (1-4) y orujo de uvas (5-10).

*Expresado como g de malvidin-3-glucdsido/g de ingrediente. En el caso de los ingredientes # 7-10, los resultados se expresan como mg of malvidin-3-glucésido/g de sélidos solubles
(valor medio, n=3). DG: delfiinidin-3-glucésido; CG: cianidin-3-glucésido; PtG: petunidin-3-glucésido; PnG: peonidin-3-glucésido; MG: malvidin-3-glucdsido; DAc+Mpy: delfiinidin-3-(6-ace-
til)-glucédsido + malvidin-3-glucdsido-piruvato; CAe: cianidin-3-(6-acetil)-glucésido; PtAc: petunidin-3-(6-acetil)-glucésido; PnAc+MAc+DCum: Peonidin-3-(6-acetil)-glucésido + Malvidin-
3-(6-acetil)-glucdsido + Delfinidin-3-(6-p-cumaril)-glucésido; PnCaf: Peonidin-3-(6-cafeil)-glucésido; MCaf: Malvidin-3-(6-cafeil)-glucésido; PtCum: Petunidin-3-(6-p-cumaril)-glucoside; Pn-
Cum: Peonidin-3-(6-p-cumaril)-glucésido; MCum: Malvidin-3-(6-p-cumaril)-glucésido.

°fr: trazas; nd: no detectado.
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en cada lote de produccion. Estas diferen-
cias tan marcadas entre los lotes del in-
grediente #1 pudieron deberse a variabi-
lidades en la materia prima o en el proce-
so productivo, o a la combinacién de am-
bos factores. El caso contrario se presento
en el ingrediente #2, ya que se encontra-
ron diferencias muy pequefas entre lotes,
tanto en la concentracion como en la dis-
tribucién de los diferentes pigmentos:
9116-10332 pg/g para el malvidin-3-glu-
cosido, representando un 50-51% del total
de antocianos de la muestra (Tabla 2).

2.2. Capacidad antioxidante

Los ingredientes de orujo de uva suminis-
trados en forma sélida, ingredientes # 5y
6, presentaron los valores ORAC mas altos:
13,3 y 21,4 umol TE/mg, respectivamen-
te (Figura 7A), debido posiblemente a la
contribucion de las pepitas de uva, las cua-
les son ricas en procianidinas. Por su par-
te, los ingredientes de orujo suministrados
en forma de siropes, ingredientes # 7, 8, 9
y 10, presentaron valores ORAC mucho
mas bajos: 1,38-3,32 umol TE/mg de soli-
dos solubles (Figura 7B). Para los ingre-
dientes derivados de hollejos de uva, in-
gredientes # 1-4, los valores ORAC se en-
contraron en un intervalo comprendido
entre 2,23y 6,32 umol TE/mg (Figura 7A);
para estos ultimos ingredientes se realizd
un analisis de correlacién (n=11), encon-
trandose una correlaciéon significativa
(p<0,01) entre los valores de ORAC y la
concentracion de los antocianidin-3-glu-
cosidos de delfinidina, cianidina, petuni-
dina, peonidina y malvidina. Sin embargo
la correlaciéon fue mas pobre (p<0,05) pa-
ra las antocianinas aciladas [malvidin-3-
(6-cafeil)-glucésido, petunidin-3-(6-p-cu-
maril)-glucésido y malvidin-3-(6-p-cuma-
ril)-glucdsido], con la excepcién de peoni-
din-3-(6-p-cumaril)-glucésido que presen-
t6 un nivel de significacion para p<0,01.
Por el contrario, en el caso de los ingre-

dientes de orujo so¢lidos (n=6), no se en-
contro correlacion entre los valores de
ORACYy las antocianinas individuales. Con-
siderando que la glicosilacion de los anto-
clanos reduce su actividad antioxidante en
comparaciéon con las correspondientes
agliconas (Wang y Lin, 2000) que también
se ha encontrado en otros tipos de fenoles,
la acilacion de los glucésidos también se
espera que tenga alguna influencia en es-
ta propiedad. Esto explicaria el menor ni-
vel de significacién encontrado en el caso
de los ingredientes de hollejos para la co-
rrelacion ORAC vs derivados acilados en
comparacién con la correlacion ORAC vs
glucdsidos sencillos. De hecho, los resul-
tados de la aplicacién de un analisis de re-
gresion lineal por pasos sucesivos para
describir los valores de ORAC en funcion
de los pigmentos individuales, mostraron
que los antocianidin-3-glucésidos de cia-
nidina y malvidina, fueron la primera y la
segunda variables mas explicativas, res-
pectivamente. El modelo obtenido:
ORAC= 2,574 + 0,42 (Cianidin-3-glucési-
do) — 0,001(Malvidin-3-glucésido)
present6 un coeficiente de determinacion
(R*= 0.879) y una desviacién estandar
residual (s=0.551), que indicaba un error
aceptable de estimacion.

3. Actividades bioldgicas

de los flavanoles y antocianos
Los ensayos in vitro, como el ORAC, son el
punto de partida de los ensayos in vivo
que deberan confirmar las actividades bio-
logicas de los polifenoles y establecer los
efectos beneficiosos en el organismo hu-
mano del consumo de alimentos ricos en
estos compuestos. En la actualidad se ad-
mite que el estrés oxidativo, debido a la
produccion excesiva de radicales libres o
especies reactivas de oxigeno, se asocia
con diversos factores de riesgo de enfer-
medad cardiovascular, como son la hiper-
tension, dislipidemia, diabetes y el habito
de fumar. Estas especies reactivas de oxi-
geno atacan a los lipidos, proteinas y DNA
celular provocando dafio a las membra-
nas y organulos celulares. Asi, la modifi-
caciéon oxidativa de las lipoproteinas de
baja densidad (low-density lipropoteins,
LDL) debido al estrés oxidativo da lugar a
la disfuncién endotelial generadora de la
aterosclerosis. Las propiedades antioxi-
dantes de los compuestos fendlicos, es de-
cir, la capacidad que tienen de interaccio-
nar con superoxidos y otras especies reac-
tivas de oxigeno (i.e., radicales hidroxilo y
peroxilo), constituye la hipotesis mas ge-
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Figura 7. Capacidad antioxidante (ORAC) de los siguientes derivados de: (A) hollejo (1-4) y orujo (5,6) suministrados en forma sélida, y (B) orujo suministrados en forma de sirope (7-10).
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neralizada para explicar los efectos bene-
ficiosos de los polifenoles en enfermeda-
des de tipo cardiovascular. Sin embargo,
en los ultimos afios esta hipotesis antioxi-
dante esta siendo sustituida por una hipo-
tesis fisioldgica, fundamentada en los efec-
tos de los polifenoles en la regulacion re-
dox celular, transduccién de sefiales, y mo-
dulacion de otros sistemas enzimaticos y
genomicos (Williams et al., 2004).

In vivo, la actividad antioxidante de los
compuestos fenodlicos de la uva y sus deri-
vados, se refleja directamente en:

- El incremento en el nivel de glutation to-
tal en ratas alimentadas con una dieta po-
bre en vitamina E y alta en colesterol, pe-
ro suplementada con procianidinas de pe-
pitas de uva (Tebib et al., 1997).

Los efectos en la salud derivados
del consumo de ingredientes fendlicos
dependen de su biodisponibilidad

- La inhibicién de la oxidacion de las LDL
en conejos, perros, monos y humanos por
el consumo de mosto tinto, procianidinas
de pepitas de uva y vino tinto (Yamakoshi
etal., 1999; Meyer et al., 1997; Folts, 2002;
Lasuncioén et al., 2003).

- La disminucion de la capacidad oxidati-
va de los neutrofilos circulantes en la san-
gre tras la ingesta de mosto tinto en hu-
manos (Lasuncion et al., 2003).

- La reduccion de especies reactivas de oxi-
geno y cardiomiocitos apoptoésicos en el
corazon de ratas isquémicas (Sato et al.,
2001) por la administracion de procianidi-
nas de uvas.

- La reduccion de la produccion de aniones
superoxidos en macrofagos de ratas, y de
la peroxidacion lipidica en el higado y el
cerebro del mismo animal, asi como en la
proteccién frente a la fragmentacion del
DNA, por el consumo de procianidinas de

pepitas (Bagchi et al., 1998).

Por otro lado, 1a hipdtesis fisiologica se ma-
terializa en diversos efectos a nivel mole-
cular. La modificacion oxidativa de las LDL
desencadena un proceso inflamatorio a ni-
vel del endotelio de las arterias que esti-
mula la produccion de moléculas de adhe-
sion endotelial y reprime la produccion de
NO, un importante mediador de la vasodi-
latacion que a su vez reduce la agregacion
plaquetaria y limita el flujo de proteinas
plasmaticas aterogénicas dentro de la arte-
ria. Como consecuencia de la produccion
de moléculas de adhesion endotelial, los
monocitos y leucocitos migran al suben-
dotelio de las arterias y se acumulan por
medio de proteinas como la MCP-1, pu-
diendo convertirse en macrofagos y evolu-
cionar hasta células
espumosas, caracteris-
ticas de las lesiones
ateroscleroticas. En es-
te sentido, se ha en-
contrado que fraccio-
nes tanto de procianidinas como de anto-
cianos modulan la expresion genética de
las moléculas de adhesion endotelial, tales
como la molécula de adhesion intravascu-
lar-1 (ICAM-1), la molécula de adhesion
vascular-1 (VCAM-1) y la E-selectina (Kalin
et al., 2002; Rossi et al., 2003), y de la MCP-
1 (Feng et al., 1999), y producen vasorrela-
jacion endotelial por medio del incremen-
to de la generacion de NO y/o de su pro-
pia actividad bioldgica (Fitzpatrick et al.,
2000; Andriambeloson et al., 1998). Se ha
determinado que se requiere una mayor
concentracion de antocianos que de pro-
cianidinas oligoméricas para producir un
mismo efecto vasorelajante (Fitzpatrick et
al., 2000; Andriambeloson et al., 1998).
Ademas, los polifenoles del vino tinto afec-
tan la produccién de otros mediadores del
tono vascular como son la prostaciclina
(Derek et al., 1997) y el factor de hiperpo-

larizacion derivado del endotelio (Ndiaye et
al., 2003), y reducen la sintesis de endote-
lin-1, un importante vasoconstrictor. Final-
mente, los polifenoles del vino tinto inhiben
la agregacion plaquetaria, aunque se han
encontrado resultados contradictorios acer-
ca de la contribucion de antocianos y pro-
cianidinas en este efecto (Demrow et al.,
1995; Rein et al., 2000; Russo et al., 2001).
A nivel del metabolismo de lipidos, se ha
visto que la ingesta de mosto tinto produ-
ce una disminucion de los niveles plasma-
ticos de LDL y un aumento de HDL en hu-
manos (Lasunciéon et al., 2003). En hams-
ters, se ha encontrado una reducciéon de
las concentraciones plasmaticas de coles-
terol y de triglicéridos (Auger et al., 2002).
Por su parte, Bouhamidi et al. (1998) des-
criben una reduccién de los acidos grasos
poliinsaturados en microsomas del higado
del ratén después de la ingesta continuada
de procianidinas de pepitas de uva.

Los compuestos fendlicos de la uva poseen
actividades antiviral (Takechi et al., 1985),
anticancerigena (Franke et al., 2002); Uesa-
to et al., 2001; Weyant et al., 2000) y antiul-
cera (Saito et al., 1998). Franke et al. (2002)
han demostrado el efecto quimioprotector
de la (+)-catequina contra el cancer de co-
lon en ratas. Segun Uesato et al. (2001), 1a (-
)-epicatequina galato y la (-)-epigalocate-
quina galato poseen mayor actividad anti-
cancerigena que la (-)-epicatequina, en cé-
lulas cancerigenas hepaticas y del colén en
ratas. Weyant et al., (2000) encontraron que
la (+)-catequina presentaba actividad anti-
tumoral tanto en in vitro como in vivo. Saito
et al. (1998) estudiaron la actividad antiul-
cera de los extractos de procianidinas de
uva en ratas demostrando que los oligo-
meros con un grado de polimerizacién en-
tre 4-6 unidades, y no los monémeros, di-
meros y trimeros presentaban esta actividad
posiblemente debido a la habilidad que tie-
ne los oligémeros de cadena larga de unir-
se a las proteinas del estbmago.

En resumen, existen una gran de cantidad
estudios in vitro e in vivo que demuestran
las actividades biologicas de los polifeno-
les de la uva. Sin embargo, todos estos es-
tudios concluyen a su vez en que la es-
tructura quimica del flavanol/antociano
condiciona su bioactividad. Consecuente-
mente, la actividad de un determinado in-
grediente estara condicionada por la com-
posicion y concentracion relativa de sus
distintos componentes. En este sentido, los
resultados aqui aportados definen los in-
gredientes dietéticos procedentes de la uva
como mezclas complejas de polifenoles
bioactivos: acido galico, mondémeros, ga-
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latos y oligébmeros de flavanoles, en el ca-
so de los ingredientes procedentes de pe-
pitas, y antocianos glucosidicos, acetilicos,
cinamilicos y derivados condensados, en
el caso de los ingredientes procedentes del
hollejos y orujos. Los protocolos analiticos
desarrollados en este trabajo, como la apli-
cacion de HPLC-DAD/ESI-MS vy tidlisis-
HPLC, permiten una caracterizacién qui-
mica completa de la fraccion polifendlica
de estos ingredientes, de suma importan-
cia para evaluar sus potenciales activida-
des fisiologicas.

4. Biodisponibilidad de los flava-
noles y antocianos

Los efectos en la salud derivados del con-
sumo de ingredientes fendlicos depen-
den estrictamente de su biodisponibili-
dad (absorcioén, distribucion, metabolis-
mo y eliminacién). El metabolismo de los
flavanoles es similar al de muchos xeno-
bidticos, a través del cual se hacen mas
hidrofilicos y de esa manera se limitan
sus efectos toxicos y se facilita su elimi-
nacion biliaria y urinaria (Scalbert y
Williamson, 2000). Los flavanoles no se
degradan en las condiciones acidicas del
estdbmago in vivo (Rios et al., 2002). Los
monoémeros y las procianidinas diméri-
cas se absorben directamente en el intes-
tino delgado. Sin embargo, los oligome-
ros con un GPm >3 y los polimeros no
pueden absorberse en su forma nativa y
pasan al intestino grueso donde son
degradados por la microflora intestinal.
Durante el proceso de absorcion, los polife-
noles se conjugan en el intestino delgado y
posteriormente en el higado (Manach et al.,
2004). Este proceso incluye principalmente
la metilaciéon por la enzima catecol-O-metil
transferasa (COMT), la glucuronidacién por
la enzima UDP-glucuronosiltransferasa
(UDPGT), y la sulfatacion por la enzima sul-
fotransferasa (SULF). La capacidad de con-
jugacion que tiene el organismo es alta, y
por lo general, las “agliconas” (i.e., (epi)ca-
tequina no-conjugada) se encuentran au-
sentes en el plasma o en concentraciones
muy bajas, después de la ingesta de dosis
nutricionales de estos compuestos. Sin em-
bargo, el sistema de conjugaciéon puede sa-
turarse cuando se administran dosis altas.
Por lo general, los metabolitos glucuroni-
dados son los que se encuentran en mayor
concentracion en plasma.

En el intestino grueso, los flavanoles que
no se han absorbido en el intestino delga-
do (i.e., oligbmeros con un GPm >3 y po-
limeros) son hidrolizados por la microflora
intestinal. Se produce la rotura del anillo
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heterociclico central de los flavanoles dan-
do lugar a fenilvalerolactonas y acidos hi-
droxifenilpropionicos que luego son meta-
bolizados a acidos benzoicos (Manach et
al., 2004). Estos metabolitos pueden ab-
sorberse y conjugarse con glicina, acido
glucurénido o sulfato. Posteriormente, los
metabolitos fenolicos pueden penetrar en
los tejidos aunque aun se desconoce su
capacidad de acumulacion. Finalmente, se
eliminan por la orina y la bilis. Los meta-
bolitos extensivamente conjugados tienen
mayor probabilidad de eliminarse por la
bilis, mientras que los pequefios (i.e., mo-
nosulfatos) se eliminan preferentemente
por la orina. A través de la via biliaria, los
metabolitos son segregados en el duode-
no; posteriormente, ya en el intestino grue-
so, pueden hidrolizarse por la accién de
enzimas bacterianas, especialmente b-glu-
curonidasa, para después ser reabsorbi-
dos dando lugar a una circulacion entero-
hepatica. Estudios farmacocinéticos indi-
can que después de la ingesta de 35 mg de
catequina suministrado en forma de vino
tinto, se alcanza una maxima concentra-
cion en plasma de 0,1 mmol/L de cate-
quina a las 1,5 horas de la ingesta, elimi-
nandose en la orina un 5% de la dosis in-
gerida (Manach y Donivan, 2004).

En comparacién con los flavanoles, los an-
tocianos se absorben mas rapidamente pe-
ro con menor eficiencia. La maxima con-
centracion en plasma se alcanza alrededor
delas 1,5 horasy es del orden de 0,01-0,02
umol/L después de la ingesta de 150 mg-
2g de antocianos en forma de frutos o con-
centrados. También son eliminados rapi-
damente (2,5 h) encontrandose en propor-
ciones muy bajas en orina (0,004-0,1% de
la cantidad ingerida) (Manach y Donivan,
2004). Los estudios farmacocinéticos indi-
can que la absorcién de los antocianos pue-
de empezar en el estbmago. Hasta hace
poco se pensaba que los antocianos eran
diferentes a otras formas glicosiladas por-
que sélo se encontraban en su forma nati-
va en el plasma. Sin embargo, reciente-
mente se han identificado sus formas glu-
curonidadas y sulfatadas en la orina por
medio de HPLC-MS/MS (Felgines et al.,
2003). Por otro lado, las cianidinas pueden
metilarse a peonidinas para convertirse en
peonidin glucurénido (Wu et al., 2002).

Lo anteriormente expuesto indica que la
biodisponibilidad de flavanoles esta sujeta
a su grado de polimerizacion, lo que re-
percute de forma importante en los posi-
bles efectos sobre la salud derivados del
consumo de los suplementos dietéticos ela-
borados con los ingredientes de pepitas

como los estudiados, debido al amplio in-
tervalo de GPm (2,1-11,9) encontrado en
los mismos. Es de esperar que estos in-
gredientes de pepitas, enriquecidos en
moénomeros y con GPm relativamente ba-
jo (i.e., ingredientes incluidos en el Grupo
2 de la Figura 4) tengan mejor absorcion
en el organismo y, por tanto, que ejerzan
en él mayores efectos que los que se in-
cluyen en el Grupo 1, que presentan un ba-
jo contenido en mémeros y un GPm mas
elevado. En este ultimo caso, los efectos so-
bre la salud se verfan limitados a la posi-
ble actividad local que los polimeros pu-
dieran ejercer en el tracto gastrointestinal
0 a alguna actividad mediada por los aci-
dos fenodlicos producidos por la degrada-
cién microbiana que ocurre en el intestino
grueso. Las concentraciones plasmaticas y
la eliminacion urinaria de estos metaboli-
tos pueden ser mas elevadas que las al-
canzadas en los tejidos, especialmente pa-
ra los polifenoles de la uva que estan alta-
mente polimerizados.

Debido a la rapida absorcion y metabolis-
mo de los antocianos, ya indicada, los po-
sibles efectos beneficiosos para la salud
derivados del consumo de antocianos sé-
lo seran evidentes con dosis elevadas de
alimentos ricos en estos compuestos. Sin
embargo, la concentracion total de anto-
cianos (2,00-20,3 mg/g) encontrada en los
ingredientes derivados de hollejos y orujo
es relativamente baja. Esto debe tenerse en
consideracion a la hora de elaborar suple-
mentos dietéticos basados unicamente en
estos ingredientes funcionales.

En resumen, en esta memoria se recogen
los resultados y las implicaciones del que
pensamos es el estudio mas extenso y
profundo reportado en la bibliografia,
sobre la composiciéon polifendlica de
ingredientes dietéticos procedentes de
Vitis Vinifera L. La capacidad antioxidan-
te determinada por métodos in vitro con-
firma la bioactividad potencial de estos
ingredientes, si bien la caracterizacion
quimica se hace necesaria para determi-
nar otras potenciales actividades fisiolo-
gicas y su grado de biodisponibilidad.
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ARTICULO

La importancia de un correcto
pretratamiento en un sistema
de osmosis inversa - 12 parte

ARTICULO PUBLICADO EN LA REVISTA “TECNOLOGIA DEL AGUA’ - SEPTIEMBRE 2005
ANDREU PUJADAS NINO, INGENIERO INDUSTRIAL, DIRECTOR TECNICO STENCO Y DEPTO. TECNICO DE COBET, TRATAMIENTO DEL AGUA, S.L.

ETNNENNITNS
AREEERIXITLIEITLILA

La aplicacion practica de la tecnologia de la 6smosis inversa es realmente facil
y las instalaciones deberian funcionar sin grandes problemas. La real dificultad
se presenta en el pretratamiento y acondicionamiento adecuado del agua antes
de entrar al sistema de membranas. En el presente articulo se enumeran el conjunto
de problemas mas habituales que puede presentar un agua, de salinidad media o baja,
para su correcto tratarniento en un sistema de 6smosis inversa y también se van
enumerando los pretratamientos mas habituales para contrarrestarlos. De todo ello
se concluye la necesidad de disponer de un buen laboratorio que permita hacer
un completisimo analisis del agua a tratar y un sistema de sequimiento de los sistemas
una vez estan funcionando.
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n sistema de ésmosis constructi-

vamente es realmente simple. A

nadie se le puede hacer dificil dis-
poner un sistema de bombeo que impulse
a unas condiciones establecidas de caudal
y presion, segun indican los resultados de
los programas de céalculo que facilitan los
fabricantes de membranas. Tampoco debe
ser un problema acoplar mecanicamente
un conjunto de recipientes a presion, con
el sistema de bombeo previsto. Sin em-
bargo no es tan facil prever cudles seran
las condiciones del agua dentro del siste-
ma. Son muchos y muy diversos los ele-
mentos y compuestos que puede tener el
agua que se pretende tratar, la cual al con-
centrarse en el interior de los médulos ten-
dra un importante cambio en su equilibrio
quimico. El riesgo de que se puedan pro-
ducir problemas de precipitacién, incrus-
tacion o ensuciamiento serda muy elevado.

La ejecucion de un adecuado pretrata-
miento es el condicionante mas importan-
te para conseguir el perfecto funciona-
miento de una instalacion de ésmosis in-
versa, asi como su correcta explotacion y
mantenimiento. Siempre sera imprescin-
dible modificar y acondicionar el agua an-
tes de que llegue a las membranas, para
minimizar cualquier riesgo de problema.
También se deben evitar o eliminar todos
los elementos que puedan hacer disminuir
el rendimiento de las membranas o dete-
riorarlas de forma irreversible.

Todas las particulas, coloides y en ge-
neral cualquier elemento en suspension
que exista en el agua, es una fuente po-
tencial de ensuciamiento interior del mo-
dulo y obturacién de poros, pero también
pueden ser causa de desgaste y roturas
por rozamiento.

Asi mismo la concentraciéon de sales
rompe el equilibrio quimico del agua que
se procesa y se pueden producir precipi-
taciones e incrustaciones. Debe tenerse
muy presente que en el interior de los moé-

dulos hay zonas, concretamente alrededor
de la membrana donde la concentracion
de sales es incluso superior a la del agua
de rechazo. Esta concentracion es la de-
nominada concentracion de polarizacion,
la cual tienen muy en cuenta los fabrican-
tes de membranas en sus programas de
calculo de sistemas.

La primera conclusién es que es im-
prescindible un conocimiento exhaustivo
de todo lo que lleva el agua, tanto en di-
solucién como en suspension, para lo que
la disposicién de un potente laboratorio
de analisis se convierte en una necesidad
para poder tomar las medidas oportunas.

A continuacion se exponen las princi-
pales causas que pueden dar lugar a pro-
blemas y la formas basicas de combatir-
los.

Siempre nos referiremos a problemas
que se puedan dar al tratar aguas de nor-
mal suministro de redes municipales o po-

No esta claro cual es el tamafio de los
coloides pero puede decirse que oscila en-
tre 0,3 y 1 micras y puede afirmarse que
poseen una cierta carga negativa.

Los coloides atraen iones positivos de la
solucién creando una capa compacta de
distinto signo a su alrededor que a su vez
dara lugar a una nueva capa de distinto
signo, pero ya muy debilitada, lo que le da
una cierta estabilidad y provoca que no
exista atraccion alguna entre ellos y por
tanto no coagulen. Si la salinidad es muy
alta la estabilidad de los coloides disminu-
ye.

En el interior de los médulos puede ha-
ber alta concentracion de coloides y una
elevada salinidad alrededor de las mem-
branas. El fenémeno que suele ocurrir es
que, debido a la salinidad, se produzca su
desestabilizacion y consecuente coagula-
cién y precipitacion sobre su superficie.
Para minimizar los problemas de atasca-

Un adecuado pretratamiento del agua es fundamental
para el funcionamiento de una instalacion de ésmosis

zos con salinidades bajas, medias o altas.
No se incluyen los problemas que se pro-
ducen en los sistemas para el tratamiento
de agua de mar.

Ensuciamiento por coloides y
particulas en suspensién

En el agua puede haber particulas en
suspension que por su tamafio pueden ser
visibles como granos de arena, pero pue-
de haber particulas muy finas que no se-
an apreciables a simple vista. También
puede haber coloides, que son particulas
que sin estar en solucion no llegan a estar
en suspension y su presencia puede crear
serios problemas.

Los procesos de filtracion permiten eli-
minar las particulas no coloidales practi-
camente en su totalidad y parte de las co-
loidales.

miento por coloides es imprescindible con-
trolar y reducir al maximo su contenido.

Los dos parametros que provocan la co-
agulaciéon de coloides son su concentra-
cion y su grado de estabilidad.

La estabilidad puede determinarse en el
potencial Z, que es una medida de carga
eléctrica que cuanto mas negativo sea el
potencial mas inestables serdn los coloi-
des.

Una idea de concentracién puede de-
terminarse mediante el indice de atasca-
miento S.D.I, (Silt Density Index), que es un
test estandarizado que consiste en la me-
diciéon de la obturacién que tiene un filtro
de 0,45 micras a unas condiciones especi-
ficas de presion constante y entre unos pa-
rametros de tiempo determinados.

Se ha comprobado que generalmente
existe cierta relacion entre las determina-

CTC 32



ciones citadas. A potencial Z mas negativo
corresponde menor SDI.

Otra determinaciéon que permite dar
una idea del riesgo de ensuciamiento de
las membranas es la turbidez, que consis-
te en la determinacién de las propiedades
del medio en absorber la luz. Su expresion
mas habitual en la actualidad son las Uni-
dades Nefelométricas de Turbidez (NTU).

No puede establecerse una relacion di-
recta entre NTU y SDI, pero los fabricantes
de moédulos de dsmosis inversa recomien-
dan que el agua llegue a las membranas,
tenga una turbidez inferior a 1 NTU y el
SDI sea inferior a 3. A pesar de conseguir-
se y mantener estas precauciones no exis-
te una total garantia de que no habra pro-
blemas de ensuciamiento.

Habitualmente las aguas de pozo en
principio no dan problemas por coloides,
ya que es habitual que el SDI sea inferior
a 2. Sin embargo, las aguas superficiales
acostumbran a dar grandes problemas por
este concepto. Su SDI puede ser superior a
10 6 15 e incluso en ocasiones no es posi-
ble medirlo por bloquearse rapidamente
las membranas de 0,45 micras que se uti-
lizan para realizar el test.

Los pretratamientos para reducir los
problemas por atascamiento coloidal iran
siempre enfocados a disminuir el SDI eli-
minando en lo posible los coloides.

Cuando el SDI es inmedible puede ha-
cerse necesario establecer una coagula-
cién para conseguir que se estabilicen los
coloides, seguida de una floculacién para
que se aglutinen formando particulas de
mayor tamafio para su posterior filtracion.
En general, para conseguir que el agua
llegue a las membranas en condiciones,
con un SDI mas pequefio se precisard una
filtraciéon sobre arena, hidroantracita, filtro
multicapa, multilecho, etc. Ayudada o no
por una coagulacion y/o floculacion.

Se ha comprobado que puede ser efec-
tiva una coagulacion en linea con una fil-
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tracion. Existen sistemas dobles de filtra-
cién de probada efectividad, en ellos se
coagula en linea antes del primer filtro y se
flocula también en linea antes del segun-
do filtro. Si los problemas pasan a ser muy
graves puede ser necesario disponer siste-
mas de microfiltraciéon.

En la actualidad existen polielectrolitos
catiénicos que pueden sustituir la utiliza-
cién del conjunto coagulante-floculante
pero su utilizacion es altamente peligrosa.
Son muy efectivos para la desestabiliza-
cion y floculacion de los coloides, pero su
eliminaciéon puede no ser total en los filtros
y su presencia en el agua crea problemas
de muy dificil solucién, si llegan a las
membranas.

Las membranas de poliamida actuales
tienen una cierta carga negativa, por lo
que la presencia de un floculante catiéni-
CO provoca un ensuciamiento muy estable
y de dificil eliminacion.

También debe vigilarse la utilizacién de
coagulantes y el caracter ionico de los inhi-
bidores que se utilicen, ya que el conjunto
de ambos puede formar unos complejos
cuya precipitacion sobre las membranas
puede ser de muy dificil eliminacion.

La conclusion es clara. Es imprescindi-
ble que las particulas en suspension con-

El ensuciamiento de las membranas
por coloides generalmente puede elimi-
narse mediante limpiezas quimicas, para
lo que pueden ser necesarios tanto pro-
ductos acidos como alcalinos y comple-
mentados siempre con detergentes.

Problemas de ataque quimico
de las membranas

La presencia de algun compuesto o ele-
mento quimico concreto en el agua puede
dar lugar a un proceso de ataque progre-
sivo de la membrana, que la deteriore de
una forma irreversible.

Las membranas actuales mas habitua-
les son de poliamida, por lo que la accion
de oxidantes puede ser causa de su de-
gradacion.

El oxigeno libre que se puede llegar a
encontrar en el agua, incluso alcanzando
valores de saturacién no crea ningun pro-
blema en las membranas que actual-
mente hay en el mercado. En todo caso
puede dar lugar a algun problema de for-
ma indirecta, como podria ser la oxida-
cion de hierro si lo hay, lo que daria lugar
a algun problema consecuente de ensu-
cilamiento.

Otros oxidantes muy habituales en el
agua pueden ser el permanganato y muy

Los dos parametros que provocan la coagulacion de
coloides son concentracion y grado de estabilidad

tenidas en el agua de alimentacion a las
membranas de 6smosis inversa sean eli-
minadas y no es facil encontrar el sistema
6ptimo para su eliminacién.

En todos los sistemas de 6smosis in-
versa se establece como ultimo paso del
pretratamiento y previo a la entrada a la
alimentacion de las bombas de alta pre-
sion una filtracion fina, llamada de segu-
ridad, con filtros de cartucho de 1 6 5 mi-
cras. Siempre, todos los sistemas de 6s-
mosis llevan este tipo de filtracién.

especialmente el cloro. Es imprescindible
su eliminacion, previo al contacto con la
membrana.

Las poliamidas aromaticas utilizadas
para fabricar las membranas actuales tie-
nen cierta resistencia al cloro que puede ci-
frarse entre 2.000 y 3.000 p.p.m.; ha pesar
de esto, es necesario disponer todos los
sistemas y resortes necesarios para proce-
der a su total eliminacién. En el caso de
utilizacién de poliamidas alifaticas, su re-
sistencia al cloro es nula.
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Aunque sean de poca utilizacion, debe
decirse que las membranas de polisulfona
y las de acetato de celulosa o acetato tria-
cetato, no tienen problema alguno frente a
los oxidantes. Sin embargo, estas ultimas
se ven muy efectadas por el pH ya que si
éste es algo alcalino se produce su hidro-
lisis y consecuente descomposicion.

La eliminacién del cloro es habitual que
se realice con la accion de algun reductor,
siendo el mas habitual es bisulfito sddico.
Su uso estda muy extendido ya que ade-
mas tiene un importante caracter bacte-
riostatico y de ser dosificado en exceso es
positivo para el sistema.

La utilizacion del carbén activo también
esta extendida para esta aplicacion, pero
debe vigilarse su uso ya que siendo efec-
tivo para eliminar el cloro puede dar lugar
a problemas de crecimiento bacteriano, ya
que por su propia estructura porosa, el car-
boén es un lecho de facil proliferacién. Por
el contrario, tiene otras caracteristicas po-
sitivas como son su facilidad de retener
compuestos organicos y cloraminas. La
presencia de trihalometamos que no seri-
an retenidos por las membranas por su
bajo peso molecular pueden ser retenidos
por el carbén activo.

En condiciones normales los elementos
0 compuestos que puedan atacar a las
membranas no deben ser mas que los ci-
tados mas arriba. Sin embargo debe pres-
tarse especial atencién a que no se incor-
pore de forma no controlada algun com-
puesto, aunque sea en cantidades bajas,
que se esté utilizando como complemen-
to, catalizador o similar, en alguno de los
productos que se utilicen para el acondi-
cionamiento previo antes de entrar en el
sistema.

También se deben vigilar muy espe-
cialmente los productos que se utilizan en
los procesos de limpieza de membranas,
concretamente cuando se precisa utilizar
algun oxidante como el acido peracético o
perdxido de hidrégeno

Los problemas de ataque quimico a las
membranas tienen consecuencias irrever-
sibles, por lo que no existen sistemas de
limpieza que puedan devolverles sus ca-
racteristicas originales.

Precipitacion de carbonato
célcico

Los bicarbonatos estan presentes en la
mayoria de aguas naturales debido a la fa-
cilidad de disolucion del carbonato calcico
en las corrientes subterrdneas y superfi-
ciales o a la presencia del dioxido de car-
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bono en el aire. Es bastante frecuente que
las aguas naturales estén cerca de su sa-
turacion en cuanto a bicarbonato disuelto.
Al concentrarse esta agua en los sistemas
de 6smosis, en principio el carbonato cal-
cico sera una de las sales que tendran un
alto riesgo de precipitacion.

Esta capacidad potencial de precipita-
cion se puede determinar a través del in-
dice de Langelier en el agua de rechazo y
Su expresion es.

LSI = pH - pHy

Donde pHg es el pH al que el agua es-
té saturada de carbonato célcico. Es decir
que si LSI es positivo habra precipitacion
y por tanto debe mantenerse negativo pa-
ra garantizar que no haya riesgo de preci-
pitacion.

El valor del pH de saturacién (pH) se
determina de la forma siguiente:

pHg= (9,3+A+B) — (C+D)

Donde el factor A depende de la salini-
dad:

A =1/10((log TDS) - 1)

El factor B es funcién de la temperatu-
ra del agua:

B = 13,12 log ( °C + 273) + 34,55

El factor C es funcion del contenido en
calcio:

C =log ( Ca++ como Ca CO3) - 0,4

El factor D es funcién del contenido en
bicarbonatos:

D =log ( TAC como Ca CO3 )

Siendo el TAC el Titulo Alcalimétrico
Completo.

Tal como nos muestra el grafico 1 el
pH de un agua es funcion del equili-
brio existente entre CO, y los Bicarbo-
natos.

Con el auxilio del grafico 1 podemos
conocer cual sera el pH previsible en el
agua de rechazo.

El contenido en CO, del agua de re-
chazo seréa igual al del agua de alimenta-
cion y al del permeado ya que la mem-
brana no rechaza gases, mientras que el
contenido en bicarbonatos sera funcién de
la conversién que se establezca y de lo que
rechace la membrana.

La determinacién del indice de Lange-
lier del agua de rechazo sera siempre una
determinaciéon a efectuar cuando se cal-
cula un sistema y debera hacerse a partir
de los datos que se disponen, que son el
agua de alimentacion, el rechazo de sales
de la membrana y las condiciones de con-
version que se establezcan en el sistema.
Conocidas las condiciones indicadas se de-
be determinar el pH que tendra el agua de
rechazo.

El indice de Langelier pierde exactitud
cuando la salinidad del agua es elevada y
en estos casos se hace la determinacion a
través del indice de Stiff-Davis. Cuando la
salinidad del agua es superior a los 5.000
mg/1 sélo se utiliza este indice

S&DI = pH — pCa — p Alk - K
Donde:

pCa es el logaritmo negativo de la con-
centracién molar de calcio.

pAIKk es el logaritmo negativo de la con-
centracién molar de bicarbonatos.

K es una constante cuyo valor depende
de la temperatura y la fuerza iénica tal co-
mo indica el grafico 2.

Para evitar el problema de precipita-
cion calcarea se puede acidificar el agua a
tratar. Disminuyendo el pH se pueden al-
canzar valores negativos del indice de Lan-
gelier, por tanto, el agua tendra una ten-
dencia a cierta agresividad y desaparece-
ra su tendencia incrustante.

Los acidos mas utilizados para esta apli-
cacion son el sulfurico y el clorhidrico. A
parte de la economia y comodidad, la uti-
lizacion de sulfurico tiene también la ven-
taja de permitir obtener mejor calidad de
permeado ya que los sulfatos, al ser iones
bivalentes, tienen un porcentaje de recha-
Zo superior a los cloruros, que son mono-
valentes. Por contra, en ocasiones puede
ocurrir que sea imprescindible la utiliza-
cion de clorhidrico, para no aumentar el
contenido en sulfatos. También se puede
acidificar mediante la adicion de carboénico.

Otro sistema que se utiliza para evitar la
precipitacion de carbonato célcico es la
descalcificacion mediante resinas de in-
tercambio i6nico. Este sistema solo es jus-
tificable cuando se trata de plantas pe-
quefias y con durezas de agua no muy ele-
vadas. Este sistema resulta econémica-
mente algo caro, ya que debe descalcifi-
carse el agua de rechazo, ademas del agua
de permeado.

Hay muchas ocasiones que pueden jus-
tificar la descalcificaciéon, como puede ser
la seguridad, la posibilidad de estabiliza-

M = PSIIIksswa Ca O OO0

Gréfico 1. Relacion pH - Contenido en Bicarbonatos / CO-.



cién de coloides, la calidad a obtener del
agua permeada, la eliminacion del riesgo
de precipitacién de otras sales, como el
sulfato calcico.

También se habia utilizado la adicion
de hexametafosfato sédico. La adicién ade-
cuada de HMP en un agua a osmotizar
permite trabajar con indices de Langelier
positivos, sin riesgo a precipitacion. El uso
de fosfatos como inhibidores de precipita-
cién se halla en total retroceso, ya que han
sido ampliamente desplazados por los in-
hibidores formulados en base a fosfonatos
y poliacrilatos. En general puede utilizar-
se practicamente cualquier tipo de inhibi-
dor, pero teniendo siempre en cuenta los
posibles problemas que pueda plantear,
de ataque a las membranas, contamina-
cién o polucion del agua de rechazo, etc.

Precipitacion de sulfato calcico

El bajo producto de solubilidad de sul-
fato célcico, al producirse una concentra-
cién tal como sucede en el flujo de recha-
7o, da lugar al importante riesgo de preci-
pitacion. Debe resaltarse especialmente
que de producirse el problema se crea una
incrustaciéon muy consistente cuya elimi-
nacion no es facil con sistemas de limpie-
za convencionales.

El producto de solubilidad del sulfato
calcico es:

Ks(Caso,) = 6,4 - 10°

Realmente el producto de solubilidad
es el producto de las concentraciones de
iones que disueltos expresados en moles,
es decir:

Ks(caso,) = [ Ca++] - [ SO4 =]

La cantidad de moles que pueden ha-
ber en solucion sera:

c=[Ca++] =[SO, =] y por tanto Ks(Ca-
S04 = Cy

Es decir que la concentracién de sulfa-
to calcico maxima que puede haber de

c=8"-103mol/l

lo que en gramos representan

136 - 8 - 1073 gramos/litro = 1,088 g/1
y por tanto teniendo en cuenta los pesos
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Gréfico 2. Valores de K funcién de la fuerza iénica y la
temperatura.

de los iones Ca++ y SO, = los pesos res-
pectivos de los mismos serian:

Ca++ =1,088-40 /136 = 0,320 g/ly
SO, = 1,088 - 96 / 136 = 0,768 g/1

Por tanto el producto de solubilidad ex-
presando las concentraciones en g/1 seria

Ks1(caSO4) = [ Ca++] - [ SO, =] = 3,2 1071
7,68 - 101 = 24576 - 10-1

Si en el agua de alimentacién hay por
ejemplo un contenido en sulfatos de 300
mg/l y estamos trabajando con un siste-
ma cuya conversion es el 75%, tendria-
mos en el rechazo una concentracion 4
veces superior (1.200 mg/l). Por tanto si
aplicamos los resultados obtenidos en la
ultima expresion la concentracion maxi-
ma de calcio para que no hubiese preci-
pitacion sera:

2,4576-10°1/1,200 = 2,048 - 101 g/l =
204,8 mg/l que en la alimentacién debe-
rian ser cuatro veces menor, es decir 51,2
mg/l.

No se ha tenido en cuenta la concen-
tracion de polarizacion que haria que es-
tas cantidades sean mas desfavorables,
mientras que por el contrario tampoco se
ha tenido en cuenta la fuerza iénica de la
solucién debida al conjunto de sales que
puede haber disueltas en ella que favore-
ce que el producto de solubilidad sea mas
elevado.

A pesar de lo indicado, es evidente que
con los valores relativamente bajos de sul-
fatos el riesgo de problemas de precipita-
cion es elevado.

En principio si no se estableciera nin-
gun sistema para contrarrestar el proble-

TRy

L

ma, el producto iénico del sulfato calcico
en el agua de rechazo deberia mantener-
se siempre en valores inferiores a 0,8 ve-
ces el producto de solubilidad, para que no
existieran posibles problemas de precipi-
tacion. En la actualidad existen inhibidores
de precipitacién que permiten rebasar es-
tas cifras con facilidad.

Los programas de calculo tanto de fa-
bricantes de membranas como de pro-
ductos inhibidores de precipitacion permi-
ten controlar la situacion y tomar las me-
didas oportunas en cada caso.

Siempre es importante considerar re-
cursos alternativos o complementarios a
la utilizacién de inhibidores. Por ejemplo
reducir la conversion para obtener un con-
tenido salino menor, en el rechazo. Si es
necesario acidificar y estamos cerca de
una zona de precipitacion, es recomenda-
ble que la acidificacién se efectue con aci-
do clorhidrico, con ello no se aumenta el
nivel de sulfatos. Una ultima medida a
considerar como pretratamiento es la des-
calcificacion por resinas de intercambio i6-
nico, sistema con el que se elimina la pre-
sencia de calcio y, por tanto, se evita la
precipitacion de los correspondientes sul-
fatos.

Debe advertirse que el precipitado de
sulfato célcico siempre es dificil de des-
truir. Por tanto la limpieza de membranas
colmatadas por este problema es real-
mente dificil. Si cuando se plantea la in-
tervencion, la incrustaciéon ha sido impor-
tante, puede llegar a ser un problema irre-
versible.
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Estudio a escala planta piloto de
una nueva tecnologia para el
tratamiento de aguas residuales

MERCEDES LLORENS, ANA BELEN PEREZ-MARIN, M2 ISABEL AGUILAR, JUAN FORTUNO, JOSE SAEZ Y VICTOR FMESEGUER
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA QUIMICA. FACULTAD DE QUIMICA. UNIVERSIDAD DE MURCIA. CAMPUS DE ESPINARDO. 30071 MURCIA. ESPANA

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos de la aplicacion a escala piloto de
una nueva tecnologia para el tratamiento de aguas residuales. Esta tecnologia,
denominada depuracion simbidtica®, combina un sistema de depuracion natural y
subterraneo con la generacion de zonas verdes sobre la superficie de la planta. Presenta
bajos costes de construccion y mantenimiento debido a la simplicidad de sus elementos
constructivos y a la baja demanda de energia. La depuradora consta de dos partes
claramente diferenciadas: la zona de depuracion y la zona de cultivo. La zona de
depuracion esta formada por un lecho de grava y el agua residual a tratar se aplica a
través de una red de goteros subterraneos colocados sobre la grava. La zona de cultivo
se sitta sobre la de depuracion y esta compuesta por un sustrato arenoso. El proceso
global de depuracion consta de un nimero de etapas de tratamiento en serie que
depende de la carga organica del agua residual a tratar. Para aguas residuales urbanas se
necesita un pretratamiento segquido de cuatro fases.
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e han construido dos plantas pilo-

to con diferentes configuraciones.

La primera trata 8 1/h y esta for-

mada por cuatro columnas en se-
rie de 30 cm de diametro. En la otra con-
figuracion las etapas de tratamiento estan
colocadas una sobre la otra (disposicion
vertical), tiene una superficie de 0,585 m2
y trata 48 I/h. Ambos sistemas se han apli-
cado al tratamiento del agua residual ge-
nerada en el Campus de Espinardo de la
Universidad de Murcia. En ambas plantas
el efluente cumple la Directiva
91/271/CEE.

Introduccion

Debido a que tan sélo una pequefia
porcion del agua total del mundo resulta
aprovechable para la vida terrestre, es im-
prescindible optimizar el uso del agua, por
ello, es de vital importancia que una vez
utilizada deba ser tratada para su reutiliza-
cién posterior. Esto es especialmente im-
portante en zonas aridas con escasa plu-
viometria como es el caso de la Regién de
Murcia (SE de Espafia). Hoy en dia existen
distintas tecnologias para el tratamiento de
las aguas residuales. Entre ellas destacan
las tecnologias de bajo coste, que se carac-
terizan por tener facilidad de operacion y
mantenimiento, un equipamiento sencillo,
bajos costes energéticos y ademas propor-
cionan un efluente de una calidad muy
adecuada para la reutilizacion agricola. Ac-
tualmente existen en el mercado diferentes

tecnologias de depuracién con bajos costes
de implantaciéon y mantenimiento, entre las
que se puede citar: el lagunaje (Alamancos
et al., 1999), los sistemas de aplicacién al
terreno (tanto las aplicaciones superficia-
les como las subsuperficiales) (Crites y
Tchobanoglous, 2000; Reed et al., 1995),
los humedales (Crites y Tchobanoglous,
2000; Reed et al., 1995), etc.

La depuracion simbiotica® es una tec-
nologia innovadora, que combina un siste-
ma de depuraciéon natural, subterraneo y
por goteo, para cualquier tipo de agua re-
sidual de naturaleza organica, con la gene-
racion de areas verdes sobre la superficie
de la depuradora, desarrollandose ambas
en perfecta armonia. El desarrollo de esta
tecnologia es muy reciente y esta todavia en
fase de experimentacion, por lo que la in-
formacioén disponible acerca de ella es to-
davia muy escasa. Una de sus posibles apli-
caciones es el tratamiento de aguas resi-
duales de pequefios nucleos de poblacion
(Lloréns et al., 2004). Los antecedentes de
la depuracion simbidtica podrian situarse
en la tecnologia de los filtros percoladores,
aunque su funcionamiento, en lo que a la
aireacion se refiere, no es exactamente co-
mo el de la citada tecnologia.

Una planta de depuracion simbidtica
consta de dos partes claramente diferen-
ciadas: 1a zona de depuracion y la zona de
cultivo (figura 1).

La zona de depuracién esta constitui-
da por un lecho de grava, de 120 a 150 cm

de profundidad, que se aisla del terreno
mediante la correspondiente base imper-
meable. El agua residual se aplica me-
diante una red de goteros subterraneos,
colocados en el interior de tuberias de dre-
naje, sobre la grava, para provocar su per-
colacion a través de la misma. Una vez al-
canzada la base impermeable, el agua re-
sidual, ya depurada, discurre por gravedad
hacia los puntos de vertido, almacena-
miento o bombeo, para su reutilizacion en
otras superficies.

En todo momento el lecho permanece
no saturado de agua, es decir, en presen-
cia de aire, para que las aguas residuales
se depuren en condiciones aerobias. De-
bido a ello el efluente de la planta esta ni-
trificado (Lloréns et al., 2004).

La zona de cultivo se sitda sobre la de
depuracion y esta formada por un sustra-
to generalmente arenoso, de unos 30 a 50
cm de espesor, segun la capacidad radi-
cular del cultivo que se desee implantar, y
de la permeabilidad del propio sustrato.

En funcién de la carga organica de las
aguas residuales que se pretenda depurar,
la depuracion simbidtica precisa mas o
menos fases desarrolladas en serie, de tal
forma que una fase necesita aproximada-
mente 0,4 m2 por cada m3/dia de agua
que se quiera depurar. Si se utiliza esta
tecnologia como tratamiento terciario sélo
se necesitaria 1 fase; si se trata de depu-
racion integral de aguas residuales urba-
nas seria necesario un pretratamiento y 4
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Figura 1.- Esquema del médulo de depuracion.
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Figura 2.- Disposicién horizontal de las fases de tratamiento

Figura 3.- Disposicion vertical de las fases de tratamiento



fases. Conforme aumente la carga del
agua a tratar debera aumentarse el nume-
ro de fases de tratamiento.

Las fases de tratamiento pueden orga-
nizarse segun diferentes configuraciones;
se puede colocar una fase a continuacién
de la otra (figura 2) o bien una sobre la otra
(figura 3).

La disposicion horizontal de las fases
exige el bombeo y filtracion del agua resi-
dual entre fases con el consiguiente coste
energético, sin embargo la depuracion es
algo mas efectiva. La disposicion vertical
tiene un coste energético menor, por no te-
ner bombeos entre fases, y 1a necesidad de
superficie es bastante menor, sin embargo
la depuracion es algo menos efectiva que
en la distribucion horizontal.

Hay que tener en cuenta que en mu-
chas ocasiones la superficie que se nece-
sita para la instalacién de una depuradora
es un obstaculo importante para que se
pueda llevar a cabo la obra. Con la distri-
bucién vertical de cuatro fases, tal y como
se aprecia en las figuras 2 y 3, se requiere
una superficie cuatro veces menor que en
la distribucion horizontal y puede ser una
solucion cuando haya poca disponibilidad
de superficie.

Algunas de las ventajas que presenta
esta tecnologia respecto a otros sistemas
de depuracién son las siguientes:

a) Gran aumento del rendimiento hi-
draulico del sistema de depuracioén: la su-
perficie verde simbidtica sélo capta un 2%

del total del agua aplicada, cantidad infe-
rior a la que se pierde por evaporacion en
otros sistemas de depuracion.

b) Aumenta la calidad de las aguas tra-
tadas: las condiciones de oxigenacion y de
flujo en el lecho de percolacién son per-
manentes e idéneas para la masa biotica
encargada de la depuracion.

¢) La produccién de fangos es muy pe-
quefia, no genera olores desagradables, ni
aerosoles: provocando una gran acepta-
cion social y, por tanto, elimina uno de los
mayores problemas de los sistemas de de-
puracion actuales.

d) Permite construir un invernadero, jar-
din, campo de golf...., sobre su superficie: 1o
que conlleva una valorizacién en términos
economicos y sociales de la depuracion.

e) Presenta menores costes de implan-
tacion y mantenimiento: debido a la sen-
cillez de los elementos constructivos y a los
bajos requerimientos energéticos. La oxi-
genacion es espontdanea y no precisa de
elementos externos para ello (soplantes,
sistemas de difusion de oxigeno, etc...) que
tienen un elevado consumo de energia.

f) En este tipo de depuracion no se de-
sarrollan bacterias filamentosas, por lo que
no presenta problemas de bulking, foa-
ming, etc.

g) Arranque rapido de la planta tras su
puesta en marcha inicial y tras un periodo
de inactividad.

h) No necesita personal con un eleva-
do nivel de cualificacion para la gestion y

explotacion de este tipo de depuradora.

Existen algunas experiencias previas
en la utilizacién de esta tecnologia:

» Tratamiento terciario de aguas resi-
duales en Quart-Benager (Valencia), reali-
zada por la Entidad de Saneamiento de la
Generalidad Valenciana bajo la superficie
de un campo de golf, y en El Raal (Murcia)
por la Empresa Municipal de Aguas de
Murcia.

» Depuracion integral de aguas resi-
duales urbanas en Golf Altorreal (urbani-
zacion del municipio de Molina de Segu-
ra, Murcia) y en el Campus de la Universi-
dad de Murcia (Lloréns et al., 2004; Porte-
ro, 2004; Diaz, 2004).

+ Tratamiento integral de aguas resi-
duales urbanas con alta carga procedente
de vertidos industriales (EDAR Calasparra,
Murcia) por la Entidad de Saneamiento y
Depuracion de la Region de Murcia (ESA-
MUR).

+ Tratamiento de los purines de cerdo
generados en una granja ubicada en
Fuente Alamo (Murcia), por convenio entre
FADESPORM vy la Direccion General de Ga-
naderia de la Comunidad Autébnoma de la
Region de Murcia (Portero, 2004).

» Tratamiento de las aguas residuales
generadas en la Estacion de Servicio BP-
Omega (Espinardo) (Plazas, 2006).

+ A iniciativa de la Confederacion Hi-
drografica del Segura, se han construido
dos pequefias plantas de depuracion sim-
bidtica. Una para el tratamiento del agua
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Figura 6.- Variacién del contenido de oxigeno disuelto a lo
largo del tratamiento

Figura 7.- Evolucién del contenido de SST a lo largo del tra-
tamiento.

Figura 8.- Evolucion de la DQO a lo largo del tratamiento
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residual generada por las viviendas ubica-
das junto al pantano del Cenajo (Murcia) y
otra en La Casa del Agua, junto al panta-
no de Santomera (Murcia).

» Recientemente la Entidad de Sanea-
miento y Depuracion de la Regiéon de Mur-
cia (ESAMUR) ha financiado la construc-
cién de una planta para tratar 500 m3/dia
en el Campus de Espinardo de la Univer-
sidad de Murcia.

En este trabajo se presentan los resul-
tados de la aplicaciéon de la depuracion
simbidtica al tratamiento de las aguas re-
siduales del Campus de Espinardo de la
Universidad de Murcia. Para ello se han
construido dos plantas piloto con diferen-
te distribucion de las fases de tratamiento.
La primera presenta una disposicion hori-
zontal de las etapas de tratamiento y esta
formada por cuatro columnas en serie de
30 cm de diametro y trata un caudal de 8
1/h. La otra planta piloto presenta una dis-
posicion vertical de las fases de depura-
cion, tiene una superficie de 0,585 m2 y re-
cibe un caudal de 48 1/h. El objetivo es
comprobar si el efluente de ambas plantas
cumple con los requisitos establecidos en
la Directiva 91/271/CEE.

Material y métodos
Descripcion de las plantas piloto

El agua residual generada por los dis-
tintos centros universitarios ubicados en
el Campus de Espinardo de la Universidad
de Murcia es sometida a un pretratamien-
to que consta de una reja de desbaste de
gruesos, y dos tamices rotativos en serie de
0,5y 0,25 mm de paso. Antes de su entra-
da en las plantas piloto de depuracion sim-
bidtica, el agua es decantada y filtrada a
través de un filtro de anillas de 130 micras
de paso.

Disposicién horizontal: consta de cua-
tro columnas de 30 cm de diametro dis-
puestas en serie. La zona de depuracion
consta de un lecho de grava (carbonatada,
partida, sin lavar y con un tamafio de 12-
30 mm) de unos 120 cm de profundidad y
esta aislada del terreno mediante una ba-
se impermeable. Sobre la zona de depura-
cion esta la zona de cultivo, formada por
una capa de arena de silice (con granulo-
metria de 0,5 a 1 mm) de unos 30 cm de
espesor. Entre ambas zonas estan coloca-
dos 2 goteros de 4 1/h cada uno. El flujo
del agua residual es descendente saliendo
de la columna por su parte inferior. La car-
ga volumétrica que recibe esta planta es
0,113 m3/m2-h. La figura 4 (foto portada)
muestra una vista de las cuatro columnas
de depuracién simbidtica.
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El agua residual pretratada se distri-
buye por gravedad a través de la primera
fase de tratamiento mediante los goteros
subterraneos, percolando a través del le-
cho de grava hasta que alcanza la base
impermeable. El agua que sale de esta pri-
mera fase se bombea a la fase siguiente,
previa filtraciéon con otro filtro de anillas de
la misma luz indicada. El agua de salida de
la cuarta fase es el efluente ya depurado.

Disposicion vertical: consta también
de cuatro fases de tratamiento dispuestas
una sobre la otra. Tiene una superficie de
0,585 m2. La primera fase tiene una pro-
fundidad de 20 cm y las tres restantes de
40 cm, y todas ellas estan formadas por
grava de las mismas caracteristicas que en
la disposicion horizontal. Sobre la primera
fase de depuracion se situa la zona de cul-
tivo compuesta de una capa de arena de
silice de 20 cm de espesor. Entre ambas
zonas estan colocados 12 goteros de 4 1/h
cada uno. Entre cada dos fases de trata-
miento hay un espacio de 5 cm que per-
mite la difusiéon del oxigeno atmosférico
hacia la zona de depuracion. El flujo del
agua residual es descendente saliendo del
sistema por su parte inferior. La ultima fa-
se de tratamiento esta aislada del suelo
con una lamina impermeable. La carga vo-
lumétrica que recibe esta planta es 0,082
m3/m2-h. La figura 5 muestra una vista de
la planta piloto con la disposicion vertical
de las fases de tratamiento.

El agua residual pretratada se distribu-
ye por gravedad a través de la primera fa-
se de tratamiento mediante los goteros
subterraneos, percolando a través del le-
cho de grava, de ahi pasa por gravedad a
las tres fases siguientes, hasta que alcanza
la base impermeable. El agua de salida de
la cuarta fase es el efluente ya depurado.

Toma de muestras y determinaciones
analiticas

Entre los meses de abiril y julio de 2007
se han tomado muestras de ambas plantas
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Figura 5.- Disposicién vertical de las fases de tratamiento

piloto en los siguientes puntos: entrada de
agua bruta después del desbaste y del ta-
mizado (AB), entrada a columnas o salida
del filtro de anillas (EC) y salida de cada
una de las fases de tratamiento (1F a 4F).

Las determinaciones analiticas realiza-
das han sido: oxigeno disuelto, sélidos en
suspension totales (SST), demanda quimi-
ca de oxigeno (DQO), demanda bioquimi-
ca de oxigeno (DBO:s), fosforo total (PT) y
nitrogeno total Kjeldahl (NTK). Los méto-
dos analiticos han sido extraidos del Stan-
dard Methods for the Examination of Wa-
ter and Wastewater (APHA, 1995).

Resultados y discusion

El analisis de los resultados experi-
mentales obtenidos mostrara si esta tec-
nologia de depuracion es apta para el tra-
tamiento del agua residual del Campus de
Espinardo para las condiciones de funcio-
namiento actuales. La tabla 1 recoge las
caracteristicas del agua que reciben las
plantas piloto.

Para una mejor comprension de la
evolucion de los parametros estudiados se
han utilizado diagramas de caja donde: el
punto inferior de la caja representa el per-
centil 25, y el superior, el 75; el punto in-
ferior de la barra representa el percentil 5,
y el superior, el 95, los puntos aislados son
valores atipicos, la linea negra es la media
y la azul la mediana. En las figuras 7, 8 y
9 se marca con una linea horizontal azul el

Parametro Valor medio Intervalo
Oxigeno disuelto (mg 02/1) 1.96 0.98 - 3.64
SST (mgll) 427 274 - 590
DQO (mg 02/1) 824 657 — 974
DBO5 (mg 02/)) 528 440 - 620
PT (mg P/l) 12.0 89-17.6
NTK (mg N/I) 38.3 29.1-55.0

Tabla 1.- Caracteristicas del agua de entrada a las plantas piloto (tras su desbaste y tamizado)



valor establecido en la Directiva
91/271/CEE para ese parametro.

Oxigeno disuelto

En ambas plantas piloto se observa cla-
ramente un aumento progresivo del con-
tenido en oxigeno a lo largo del trata-
miento (figura 6). Esto puede ser debido a
la difusion del oxigeno atmosférico hacia
la zona de depuraciéon como consecuencia
del gradiente de concentracion y de la de-
manda de oxigeno ejercida por la materia
organica del agua, que hace que el agua
tratada se vaya saturando de oxigeno a
medida que avanza a lo largo de las fases.

Solidos en Suspension Totales (SST)

El contenido en SST disminuye brus-
camente desde el agua bruta hasta la sali-
da de la primera fase, en todos los mues-
treos (figura 7). Esto es debido tanto a la
existencia del filtro de anillas (situado en-
tre la toma de agua bruta y la entrada a la
primera fase de tratamiento) como a la pri-
mera fase del tratamiento. El porcentaje
de eliminacién de solidos en suspension
oscilé entre 85,5% y 96,5% para la dispo-
sicién vertical y entre 94,2% y 99,0% para
las columnas en serie. El rendimiento del
filtro de anillas oscila entre un 10,4% y un
72,9%, estando el rendimiento medio en
torno al 45%.

En la Directiva comunitaria
91/271/CEE se establece para los efluen-
tes de instalaciones de depuraciéon de
aguas urbanas, un valor de 35 mg/1 para
los SST. En la figura 7 se aprecia que a la
salida de la cuarta fase (4F) el contenido de
SST se encuentra muy por debajo de este
valor en las columnas en serie; ademas, a
la salida de la tercera fase (3F) ya se al-
canzan valores inferiores a 35 mg/1, por lo
que se podria asegurar que con la tercera
columna practicamente se eliminan todos
los SST. En el caso de la disposicion verti-
cal, los SST a la salida de la cuarta fase (4F)
Son superiores, en varios muestreos, a los
que establece dicha Directiva; se podria
reducir la concentracién de SST instalando
un decantador a la salida de dicha planta.
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La demanda quimica de oxigeno ex-
perimenta una disminucién muy impor-
tante desde la entrada del agua bruta has-
ta la salida de la primera etapa de trata-
miento; en las fases siguientes continua
su descenso pero de manera gradual (fi-
gura 8). El rendimiento de eliminacién de
DQO oscil6 entre 82,2% y 94,5% para la
disposicion vertical y entre 91,5% y 96,7%
para las columnas en serie. El rendimien-
to del filtro de anillas oscila entre el 17,2%
y el 49,6%, siendo el rendimiento medio
del 32,7%.

La Directiva 91/271/CEE establece
que el limite permitido para la demanda
quimica de oxigeno es de 125 mg O,/1. En
la figura 8 se puede observar que en todos
los muestreos, y para las dos plantas pilo-
to, a la salida de la tercera fase (3F), los va-
lores de DQO son inferiores a los estable-
cidos en dicha Directiva.

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO:s)

La evolucién de la DBO:s a lo largo de
las distintas fases de tratamiento es simi-
lar a la que experimenta la DQO (figura 9).
La eliminacién de DBOs oscil6 entre 92, 7%
y 99,1% para la disposicién vertical y en-
tre el 95,0% y 99,4% para las columnas en
serie. El rendimiento de la etapa de filtra-
cién oscila entre 31,8% y 67,9%, siendo el
rendimiento medio de eliminacion del
47%.

En la figura 9 se observa que, para las co-
lumnas en serie, a la salida de la cuarta fase
(4F) la DBO5 presenta valores muy inferiores
a los recogidos en la Directiva 91/271/CEE
(25 mg 0,/1), sin embargo el efluente de sa-
lida de la planta con disposicién vertical no
siempre cumple este requisito.

La disminuciéon del contenido de ma-
teria organica (bien expresada como DBOg
o como DQO) se puede atribuir a dos he-
chos. El primero es la retencion de soélidos
en suspension de naturaleza organica tan-
to en el filtro de anillas como en el lecho
de grava de las diferentes fases de trata-
miento; el segundo es debido a la degra-
dacion de la materia organica por la accion
de los microorganismos aerobios presen-
tes, tanto en la propia agua residual como

en el lecho de grava. Sobre la superficie de
la grava que constituye el lecho de cada
una de las fases de tratamiento, se forma
una biopelicula que es la principal res-
ponsable de la eliminacion de materia or-
ganica biodegradable soluble.

Fosforo Total (PT)

El fosforo total experimenta una dis-
minucion gradual a lo largo de todas las
fases de tratamiento (figura 10). Para la
disposicion vertical el contenido de fésfo-
ro a la salida de la cuarta fase de trata-
miento (4F) oscilo entre 2,2y 7,8 mg P/ly
para las columnas en serie entre 2,7 y 4,3
mg P/1. Los rendimientos globales de eli-
minacién se encuentran entre 51,7% y
60,5% para la disposicion vertical y entre
54,7% y 76,1% para las columnas en serie.
El rendimiento de la etapa de filtracién es
muy variable, oscilando entre el 7,9% y el
56,2%.

La reduccién del fosforo total se debe,
por un lado, a la retencién del fésforo par-
ticulado en el filtro de anillas y en el lecho,
y por otro, al consumo del fosfato disuelto
en el agua por los microorganismos res-
ponsables del proceso de depuracion.

Nitrégeno Total Kjeldahl (NTK)

El contenido en nitrégeno total Kjel-
dahl disminuye de manera gradual a lo
largo de las fases de tratamiento (figura
11). Los valores de NTK a la salida de la
planta con disposicion vertical oscilaron
entre 0,8y 12,5mg N/l y a la salida de las
columnas en serie entre 0,4y 3,9 mg N/I.
La eliminaciéon de nitrégeno total Kjeldahl
oscilé entre 66,8% y 98,5% en la disposi-
cion vertical y entre 89,2% y 99,3% en las
columnas en serie. El rendimiento del fil-
tro de anillas es muy variable, encontran-
dose en algunas ocasiones rendimientos
negativos, posiblemente debido a la trans-
formacion de parte del nitrégeno organico
en amoniacal a lo largo del recorrido del
agua desde la salida de los tamices (AB)
hasta la entrada a las columnas (EC).

Esta importante reducciéon de NTK se
debe a la retencion de soélidos en suspen-
sién de naturaleza organica en el lecho y

Figura 9.- Evolucion de la DBOs a lo largo del tratamiento

Figura 10.- Evolucion del contenido de fésforo total a lo lar-
go del tratamiento

Figura 11.- Evolucion del contenido de Nitréogeno Total Kjel-
dahl a lo largo del tratamiento
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a la transformacion por metabolismo mi-
crobiano del nitrégeno organico en nitro-
geno amoniacal en el proceso de descom-
posicion de la materia organica. Este ni-
trégeno amoniacal es susceptible de oxi-
dacion a nitratos (nitrificacion) y de consu-
mo por parte de los microorganismos res-
ponsables del proceso de depuracion. Es-
ta nitrificacion es especialmente impor-
tante en la cuarta columna (4F), tal y como
se puede observar en la figura 11, donde
se produce fuerte descenso del NTK.

Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos
de la aplicacion de esta nueva tecnologia
de depuracion al tratamiento de aguas re-
siduales, se pueden destacar las siguientes
conclusiones:

- El efluente obtenido tras el tratamien-
to del agua residual del Campus de Espi-
nardo, reune los requisitos establecidos por
la Directiva 91/271/CEE sobre tratamiento
de aguas residuales urbanas. Con algunas
excepciones puntuales en el caso de la dis-
posicion vertical en cuanto a SST y DBOs.

- En todos los muestreos se observa

claramente un aumento progresivo del
contenido en oxigeno a lo largo del trata-
miento, de forma que la degradacién de la
materia organica se produce en condicio-
nes aerobias.

- Los rendimientos globales de elimi-
nacion de los parametros estudiados (SST,
DBOs, DQO, PT y NTK) son muy elevados,
y siempre mayores en las columnas en se-
rie, a pesar de que la carga volumétrica
(m3/m?3h) que reciben es superior a la dis-
posicién vertical. Sin embargo, el tiempo
de retencion hidraulico del agua a tratar es
superior en las columnas en serie debido
a que la zona de depuracion tiene una pro-
fundidad tres veces superior.

- La calidad del efluente de la planta
de depuracién con disposicién vertical de
las fases de tratamiento podria mejorarse
instalando un decantador a la salida de
ésta.

- Ala vista de los resultados obtenidos,
esta tecnologia de depuracion es apta pa-
ra el tratamiento del agua residual del
Campus de Espinardo para las condiciones
de funcionamiento actuales. Entre las dos
configuraciones, la que mejores resulta-

dos proporciona es la disposicién horizon-
tal de las fases de tratamiento.
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NUESTRAS EMPRESAS

—urocaviar S.A. “Lider en el
segmento de mercado
de los sucedaneos’

La empresa situada en Ceuti (Murcia) cuenta con una superficie de 10.000 m?y
con una capacidad de produccion de 4.000 kilos al dia, todo ello con un grado opti-
mo de calidad, como acreditan las certificaciones segun normativas BRC e IFS, pre-
sentando un producto resistente a las altas temperaturas sin sufrir danos, por lo que
se puede cocinar. Todo esto les posibilita mantener una posicion de liderazgo en el

mercado nacional y dedicar hasta el 40% de su produccion al mercado exterior,
donde han llevado a cabo misiones comerciales satisfactorias en lugares tan remo-
tos como China y Japon.
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urocaviar S.A. es una firma espa-

fiola fundada en 1983 y dedicada

a la fabricacién de sucedaneos de
caviar de alta calidad. Las modalidades
de sus productos son: Mujjol Shikran a
base de arenque y huevas de mujol
micronizadas; Bonfish, a base de aren-
que micronizado; y el Salmén Shikran a
base de salmén ahumado micronizado,
siendo su producto méas emblematico el
Mujjol Shikran y sus principales lineas de
trabajo la elaboracion de estos productos
y el desarrollo de otros nuevos que el
mercado pueda demandar.

La historia de Eurocaviar nos habla de
una empresa del sector que empezod
haciendo unos cien Kg/dia en unas ins-
talaciones acondicionadas para la ali-
mentacion en Aljucer (Murcia), hasta que
en el afio 2004 ya se habia hecho evi-
dente que la fabrica se habia quedado
pequefia y que era necesario el traslado a
una nueva fabrica, que finalmente fue la
actual de Ceuti, capaz de producir hasta
4.000 Kg./dia.

Sin duda, Eurocaviar es la empresa
lider en Espafia en facturacion y volumen
de produccion en el segmento de merca-
do de los sucedaneos del caviar. Y en esto
ha tenido mucho que ver la construccién
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y puesta en marcha de la nueva planta
en Ceuti, que ha permitido la incorpora-
cién de nueva maquinaria para la moder-
nizaciéon y optimizaciéon de todos los pro-
cesos de produccion.

Como objetivos, la firma murciana se
ha fijado la exigencia de elaborar pro-
ductos que lleguen al consumidor con un
grado de calidad optimo y que lo satisfa-
gan plenamente, sin mas recetas que
conseguir establecer un sistema de cali-
dad adecuado y eficaz. En consecuencia,
la eficacia del sistema de calidad se basa
en la entrega al consumidor de materia-
les que cumplan con la calidad y seguri-
dad alimentaria que establece la legisla-
cién vigente. Asi, el sistema de calidad
permitira el control y la trazabilidad del
producto en todas y cada una de las fases
de su ciclo de fabricacion y vida. Para
este cometido, Eurocaviar se ha dotado
de las certificaciones de calidad segun
normativas BRC, que son normas ali-
mentarias aplicadas en Inglaterra, e IFS,
normas alimentarias aplicadas en Fran-
cia, Alemania e Italia.

Funcionamiento y mercados
Eurocaviar documenta su organiza-
cion, definiendo responsabilidades, rela-

ciones jerarquicas y funcionales, poten-
ciando la coordinacion y posibilitando el
conocimiento de la misma a todo su per-
sonal y, cuando corresponda, a las enti-
dades o personas ajenas a ella. Existe un
organigrama donde se detallan los distin-
tos niveles de direccion, describiéndose
las funciones y responsabilidades de cada
uno de los responsables de cada nivel.

Respecto a los mercados, la produccién
de Eurocaviar se distribuye del siguiente
modo: 40% en los mercados exteriores,
como paises europeos, USA, Canada,
México y paises sudamericanos; y el 60%
en el mercado nacional, teniendo en cuen-
ta que la empresa también elabora marcas
propias de varias grandes cadenas.

En Espafia se consumen anualmente
unas 350 toneladas aproximadamente de
este tipo de productos, de las que unas
170 toneladas corresponden a caviar
Mujjol, lo que ya habla de por si de las
grandes cuotas de mercado para esta
empresa.

De esta forma, su presencia en el mer-
cado nacional se presenta como suminis-
tradores de grandes superficies tipo El
Corte Inglés, Carrefour, Makro, Alcampo,
Consum, Caprabo, Hiper Usera, Sdnchez
Romero y, en general, en todas las cade-



nas de alimentacién; suministrando tam-
bién al sector de la Hosteleria, como
hoteles y restaurantes.

Medio Ambiente y formacion
Durante el proceso productivo de esta
fabrica, se generan residuos de materia
organica, envases de plastico, carton y
madera, asi como aguas residuales. No
produciéndose, por el contrario, emisio-
nes de gases contaminantes. Pero todos
los residuos que se generan son retirados
por gestores de residuos autorizados por
la Administracion. Y las aguas residuales,
antes de ser vertidas a la red de alcantari-
llado, son sometidas a un proceso de fil-
tracion, decantacion y aireacion. Ademas,
estan haciendo un estudio para constatar
la viabilidad de montar una planta de
energia solar que contaminard menos y
ahorrard tiempo y consumo energético.
Por otra parte, Eurocaviar determina
la competencia necesaria para el perso-
nal que realiza trabajos que afectan a la
calidad del producto. Asi mismo, ha esta-
blecido un sistema para determinar las
necesidades de formacion, proporcionar
la formacién necesaria para satisfacer las
necesidades detectadas, registrar y archi-
var los documentos acreditativos de for-

macion y experiencia del personal y eva-
luar la efectividad de la accion formativa.

Con objeto de garantizar la aptitud de
las personas a los puestos que ocupan,
Eurocaviar posee una organizacion
estructurada de personal responsable en
los distintos ambitos de la empresa, una
politica de seleccién de personal, planes
de formaciéon que aseguren la actualiza-
ciéon de conocimientos del personal,
acciones de comunicacion interna a fin de
asegurarse que el personal es consciente
de la pertinencia e importancia de sus
actividades y de como contribuyen al
logro de los objetivos de la calidad y, tam-
bién, la empresa establece los perfiles
necesarios para el personal que desem-
pefia actividades que afectan a la Calidad.

Respecto a los planes de futuro, los
comerciales de la empresa estan abrien-
do mercado en China y Japén, con muy
buenos resultados y perspectivas hasta
ahora, planes que se complementaran
con la fase de estudio y desarrollo de
nuevos productos, manteniendo la
misma linea de fabricaciéon pero incorpo-
rando nuevos sabores y texturas.

En todo su crecimiento también ha
participado el Centro Tecnoldgico Nacio-
nal de la Conserva y Alimentacion (CTC),

ya que Eurocaviar es una empresa aso-
ciada al CTC, constituyendo el laboratorio
de referencia para el control fisico-quimi-
co y microbiolégico de sus productos.
Eso, al margen de que tienen un concier-
to para el asesoramiento técnico y docu-
mental materializado en estudios y prue-
bas experimentales con equipos y perso-
nal del propio CTC. No obstante, la
empresa dispone de un laboratorio para
realizar controles internos de la calidad
de los productos en su fase de produc-
cién, como pueden ser controles micro-
biolégicos ambientales, de superficie,
determinaciones de pH del producto, etc.
Y, por ultimo, cabe destacar que sus
productos presentan caracteristicas que
otros productos similares no llegan a
alcanzar, como por ejemplo, la resistencia
a las altas temperaturas sin sufrir dafios,
por lo que se pueden cocinar; la ausencia
de colorantes artificiales, por lo que no
destifien; que el caviar se puede consumir
solo, en ensalada o cocinado, incorporan-
dolo en la elaboracion de platos frios o
calientes, incluso horneados, realzando
asi su aspecto, sabor y presencia; y que
constituye un ingrediente para la elabora-
cién de otros productos como pueden ser
ensaladas tipo MacSalad o Mizanor.
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B BREVES

Instituto de estudios avanzados de la OTAN

Entre el 16 y 27 de Septiembre de 2007 se
celebr¢ en Vichy (Francia) el curso “Sensors
for Environment, Health and Security: Ad-
vanced Materials and Technologies” diri-
gido por Marie-Isabelle Baraton de la Uni-
versidad de Limoges y CNRS (Francia) y
por Pavel K, Kashkarov de la Moscow Sta-
te Lomonosov University (Rusia).

Este curso se enmarca dentro de las activi-
dades del Comité para la Paz y la Seguri-
dad de la OTAN. Este es el primer Comité
de esta organizacién que apoya la coope-
racién en ciencia civil e innovaciéon contri-
buyendo al objetivo de la OTAN de aproxi-
mar la ciencia a la sociedad a través de
proyectos y actividades centrados en la se-
guridad, sostenibilidad medioambiental y
otras prioridades definidas por las naciones
que la integran.

El CTC fue invitado a participar en este cur-
so impartiendo la ponencia “Basic deve-
lopment of flow immunosensors for orga-
nic pollutants” en la que se expusieron los
resultados de investigacion obtenidos en
distintos proyectos de este centro realiza-
dos en colaboracién con la Universidad Po-
litécnica de Valencia.
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B TECNOLOGIA

Ofertas y demandas de tecnologia

Seleccion de referencias de Ofertas y Demandas de Tecnologia de la Red IRC-CENEMES
(Centro de Enlace del Mediterraneo Espanol), cuyo principal objetivo es facilitar acuerdos

internacionales de transferencia de tecnologia.

Contacto: INFO (Instituto de
Fomento de la Regidn de Murcia)
Divisién de Innovacion:

Victoria Diaz
victoria.diaz@info.carm.es
htto:/lwww.ifrm-murcia.es/

Nuevas opera-
ciones de con-
servacion de
vegetales
(Inn-PROVE)
Busqueda de
socios
27090717

Una universidad britanica bus-
ca socios nacionales e interna-
cionales para colaborar en
programas KBBE en el area de
procesamiento de alimentos y
alternativas a sulfitos en ali-
mentos. La universidad ha de-
sarrollado alternativas para la
conservacion de alimentos por
el uso de sulfitos y diéxido de
azufre y ha probado sus méto-
dos con alimentos en los que
esta permitida la utilizacién de
sulfitos a altos niveles. Con es-
te proyecto se pretende contri-
buir a la seguridad del consu-
midor reduciendo la ingesta
de sulfitos y garantizando la
seguridad microbiana.

Nuevos envases ecoldgicos
para pescado

Demanda 27090710

Una empresa belga del sector
de pescado estda ampliando su
actividad y busca tecnologias
de envasado mas versatiles y
ecoloégicas para sus productos
que sustituyan a sus tecnologi-
as actuales. La empresa busca
un socio que ofrezca una tec-
nologia que ya esté en el mer-
cado y que pueda adaptarse a
sus necesidades especificas. La
compafiia esta interesada en
alcanzar acuerdos comerciales
con asistencia técnica.
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guardista de
solubilizacion:
encapsulacion
de sustancias a
escala nanométrica

Oferta 25090714

Una PYME alemana ha desa-
rrollado una tecnologia de en-
capsulacion para una amplia
variedad de sustancias. La en-
capsulacion sigue el principio
natural de micelacién, una for-
ma de encapsulacion a escala
nanométrica realizada por el
cuerpo humano para absorber
sustancias solubles en grasa.
Las sustancias hidrofilicas e hi-
drofébicas se transforman en
solubilizados liquidos (30 nm),
solubles tanto en grasa como
en agua. La empresa busca so-
cios para desarrollar nuevas
aplicaciones en nutricién, sa-
lud, cosmética y farmacia.

Alimentos ricos
en proteinas
elaborados con
clara de huevo
Oferta
27090707

Una PYME checa ha desarro-
llado alimentos ricos en protei-
nas producidos a partir de un
ingrediente basico, una sustan-
cia rica en proteinas elaborada
con clara de huevo. Estos ali-
mentos tienen un alto conteni-
do en proteinas de huevo, muy
poca grasa y un valor energéti-
co bajo. El proceso de produc-
cién de esta sustancia se basa
en una tecnologia unica. La
empresa esta interesada en al-
canzar acuerdos de licencia.
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Software de
gestion con
aplicacion en
industrias del
sector alimenti-
cio

Oferta
27090706

Una empresa portuguesa ha
desarrollado un software para
gestionar todos los aspectos
asociados a la produccion de
alimentos, es decir, trazabili-
dad y HACCP, en cualquier
empresa del sector alimenticio.
Las ventajas frente a otras apli-
caciones incluyen su arquitec-
tura modular, que permite una
configuracion rapida del siste-
ma para su aplicacion en dife-
rentes segmentos industriales,
y la integracién transparente
con multiples aparatos (senso-
res, PDAs, ordenadores, etc.).
La empresa busca socios del
sector alimenticio.

Transformacion -
de productos de # .¥
reposteria dete-

riorados en bio- %
energia -
Demanda ’
25090707 [ '

Una empresa alemana de re-
posteria busca una tecnologia
para transformar productos de
reposteria deteriorados en bio-
energia. El valor calorifico de 1
kg de pan equivale a 0,5 litros
de aceite. Esta cantidad equi-
vale a un millén de litros de
aceite al afio. La empresa bus-
ca socios para alcanzar acuer-
dos de licencia o "joint ventu-

re.

Nuevos productos de plastico
para envasar alimentos y bebi-
das

Demanda 27090705

Una empresa griega especiali-
zada en la fabricacion de plas-
ticos industriales especiales asi
como en el disefio y desarrollo
de tecnologias de moldeado
por inyeccién busca colabora-
cion para disefiar o producir
nuevos productos o para mejo-
rar los productos actuales de
plastico rigido. Los productos
buscados incluyen envases pa-
ra alimentos y bebidas que
sustituyan a los envases de vi-
drio. La empresa esta interesa-
da en alcanzar acuerdos de li-
cencia.

Transformacion de capsaicina
(chile picante) en vainillina
Oferta 19090710

Un grupo de investigacion ita-
liano ha desarrollado un pro-
ceso natural para transformar
capsaicina en vainillina. El
proyecto consiste en un proce-
so hidrolitico que transforma
la capsaicina en vanillilamina
Yy en un proceso enzimatico de
bajo coste para transformar la
vanillilamina en vainillina. Ac-
tualmente el equipo de investi-
gacion esta trabajando para
mejorar un método de aisla-
miento de la vainillina produ-
cida a unos costes menores. El
grupo de investigacion busca
cooperacion técnica para con-
tinuar con el desarrollo.

Kit para realizar analisis micro-
bioldgicos rapidos y sencillos en
muestras de alimentos y agua
Oferta 07090714

Una spin-off de una universi-
dad italiana ha desarrollado
un kit analitico que utiliza via-
les de reaccién desechables y
faciles de usar para realizar



analisis microbioldgicos de for-
ma rapida y sencilla en mues-
tras de alimentos y agua. El
analisis se basa en la altera-
cion del color del contenido
del vial, inducido por la pre-
sencia de bacterias. Este kit
puede emplearse en cualquier
lugar por personas sin expe-
riencia. La empresa esta inte-
resada en alcanzar acuerdos
de comercializacion y licencia.

Desarrollo de
una variedad
de tomates sin
semillas
Oferta
11090703

Un grupo de
investigacion ha desarrollado
un programa para cruzar va-
riedades de tomates que per-
mite producir frutos sin semi-
lla. Esta tecnologia permite la
coexistencia de cultivos genéti-
camente modificados (conven-
cionales y biolégicos) con flujo
no transgénico. El grupo de in-
vestigacion busca socios para

alcanzar acuerdos de colabora-
cién técnica con recursos fi-
nancieros.

Impresora con tintas comesti-
bles destinada al sector agroali-
mentario para imprimir envases
de helados

Demanda 04090709

Una empresa belga busca una
impresora para imprimir ima-
genes en un nuevo envase de
helado comestible. La maqui-
na debe imprimir imagenes
claras en tinta comestible a
una distancia de 10 a 20 mm
desde el cabezal de impresion,
en 4 colores, con una resolu-
cién de 200 a 500 puntos por
pulgada y debe tener valvulas
solenoides. La empresa busca
una maquina que ya esté en el
mercado y esta interesada en
alcanzar acuerdos comerciales
con asistencia técnica.

Nueva tecnologia de produccion
de caramelos de frutas

Oferta 05090715

Una PYME rusa ha desarrolla-

TRATAMIENTOS DEL AGUA 5.L

do una nueva tecnologia para
producir caramelos de frutas.
Las ventajas de la tecnologia
incluyen la alta calidad de pro-
duccioén, la variedad de sabo-
res y formas y la posibilidad
de obtener productos combi-
nados. El equipo se caracteriza
por su compacidad y fiabili-
dad. La empresa esta interesa-
da en alcanzar acuerdos de
"joint venture", cooperacion
técnica e inversion.

Nuevo sistema de visién para
inspeccion de moldes

Oferta 03090713

Una PYME alemana ha desa-
rrollado un sistema de inspec-
cion de moldes. Estos moldes
se rellenan en un proceso de
produccion secuencial y deben
limpiarse completamente an-
tes de pasar al paso siguiente.
El sistema de procesamiento
de imagenes con camara es
capaz de reconocer impurezas
mayores de un 1 pixel (alrede-
dor de 0,7 mm) y mostrar un

“SU EMPRESA DE
TRATAMIENTOS DE AGUA”

Mas de 25 anos de experiencia

Poligono Industrial Base 2000 - Aptdo. Correos 489 - Calle 16, Parcela B/3 Nave 25 - LORQUI (Murcia)
Telfs.: Oficina: 968 676 883 - Fax: 968 676 885 - Dpto. Comercial: 637 543 298 - 617 357 641 - Dpto. Técnico: 617 357 940

www: cobets @terra.es

Distribuidor autorizado para Murcia y Almeria de: jT!H(8
jiSolicite informacion y presupuestos!!

* Tratamientos anti-legionella * Tratamientos quimicos ylo fisicos del agua
* Calderas, cogeneraciones y circuitos de refrigeracion * Equipos y proyectos
* Asesoramiento y formacion ® Medio ambiente industrial

* BOMBAS de USO ALIMENTARIO en 316 L

mensaje de error. Las areas
defectuosas pueden definirse
por el usuario del sistema. La
empresa busca socios para
continuar con el desarrollo.

Envases biocidas para aumentar
el periodo de conservacion de
alimentos perecederos

Oferta 04090706

Una PYME israeli ha desarro-
llado materiales ecolégicamen-
te seguros para eliminar bacte-
rias, virus y hongos en superfi-
cles contaminadas. La nueva
tecnologia esta indicada para
envases alimenticios, permi-
tiendo almacenar diferentes ti-
pos de alimentos y bebidas (in-
cluyendo productos lacteos)
durante mas tiempo a tempe-
ratura ambiente, sin que proli-
feren microbios y patégenos y
sin que se produzcan otros de-
terioros sensoriales o fisicos.
La empresa busca socios para
alcanzar acuerdos de licencia
o "joint venture".
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en lo que somos y queremos

|

"-_ “'.‘-'a'-!- .ri-.'\.a_; l

ggmm: EEE Soluciones para la Gestidn avanzada

Soluciones de Gestion Integral de de Almacanas y Expadicianas.
Prcesns In::lush'lulss,Traza iidad,  Software de Geslion de Almacenes.

Gestidn de la Cadena de Suministro,  Solucionas e-Procursmant.

‘*‘ rrnovildata

MOVILFLOTA. Solucidn ASP para Control y gestion de consumo de aguas, gas,
Gastitn da Flolas. electricidad,...
LOCANET Soluciones ASF para Plataforma para la gestion de Fiotas de

sequridad de vehiculos y personas, Limpiaza Urbana
Plataforma ds monitorzacién da Plataforma para monitorizacién de ruidos,

pIoCesso W Bl mapas dingmicos de ruido en ciudads
SSHI0N y ESSNInOY Tal:r::-uatriu de distitnso procesos y paﬁ'n:ﬁs

redforn@

Cursos de Formacidén ~ Manuales de acogida

LS X '—l——= —

Lt
e g e
Hie P B LRl




Referencias bibliograficas

MARIAN PEDRERO TORRES. DEPARTAMENTO DE DOCUMENTACION CTC

Compendio de riesgos
. alimentarios

MOLL, M. Docteur de I'université
Henri Poincaré-Nancy | Consultant
international y MOLL, N.Docteur és
sciences physiques Expert chimiste.
Acribia 2006; 400 pags.
ISBN: 978-84-200-1068-7
Prélogo - Agradecimientos - Lista
abreviaturas - indice de figuras - indice de
tablas - Parte I. Presentacion de los
peligros potenciales en la alimentacion del
hombre - Seccién 1. Contaminantes
microbioldgicos y parasitarios - Capitulo 1.
Contaminantes microbiolégicos y
parasitarios - Seccion 2. Contaminantes
quimicos y su prevencion - Capitulo 1.
Riesgos ligados a la agricultura - Capitulo
2. Riesgos ligados al medio ambiente -
Capitulo 3. Riesgos ligados a los habitos
alimentarios - Capitulo 4. Riesgos ligados a
los tratamientos de conservacion - Capitulo
5. Alergias e intolerancias alimentarias -
Bibliografia - Parte II. Glosario.

Biotecnologia

[ SMITH, J. E. Emeritus Professor
ﬁ of Applied Microbiology, Univer-
=" sity of Strathclyde, Glasgow and
Chief Scientific Adviser to MycoBiotech
Ltd, Singapore. Acribia 2006; 280 pdgs.
ISBN: 978-84-200-1065-6

Prélogo - La naturaleza de la biotecnologia
- Sustratos para la biotecnologia - Genética
y biotecnologia - Tecnologia de la
fermentacion o bioproceso - Tecnologia
enzimatica - Generacion biolégica de
combustible - Proteina unicelular -
Biotecnologia y medicina - Biotecnologia
medioambiental - Biotecnologia en las
industrias agricola y forestal - Biotecnologia
de los alimentos y bebidas - Proteccion de
inventos biotecnolégicos - Seguridad en la
biotecnologia - Percepcion publica de la
biotecnologia: ingenieria genética,
consideraciones éticas, morales, sociales y
de seguridad - Mirando al futuro - Glosario
- Lecturas complementarias - indice
alfabético.

== Alimentos, fermentaciény
S8% microorganismos
BAMFORTH, CH. W.
Acribia: 2007; 268 pags.
ISBN: 978-84-200-1088-5
Contenido: Prefacio - Agradecimientos -
Introduccién - La ciencia que sostiene las
fermentaciones de alimentos - La cerveza -
El vino - Vinos fortificados - La sidra -
Bebidas alcohdlicas destiladas -
Espirituosos aromatizados - El sake - El
vinagre - El queso - Yogur y otros
productos lacteos fermentados - El pan -
La carne - Alimentos fermentados
indigenas - Fermentaciones de vegetales -
El cacao - Micoproteina - Miscelanea de
productos de la fermentacion - Indice
alfabético.

Food Materials Science

Principles and Practice
- Aguilera, Jose Miguel;

Lillford, Peter J. (Eds.)
Series: Food Engineering Series
Springer 2007. 696 pags., Hardcover.
ISBN: 978-0-387-71946-7
Food Materials Science: Principles and
Practice describes the science and
procedure behind the materials in foods
that impart their desirable properties.
The first part explains those
physicochemical aspects that intervene
in the organization of food components
from the molecular level to actual
products and the methods used to probe
into foods at different length scales. The
second part presents how food
structures are assembled during
processing in order to achieve desirable
and recognizable properties. Processed
foods are mostly meta-stable structures
in which water, air, and lipids are
immobilized as dispersed phases within
a polymeric matrix of proteins,
polysaccharides, or a fat crystal network.
The last section shows specific examples
of how structures of familiar products are
obtained by processing and describe
some new developments.

Intelligent and Active Pac-
kaging for Fruits and Vege-
tables

Charles L. Wilson, (ed.)
CRC Press: 2007; 360 pags.
ISBN: 9780849391668
Drawing on the research of a diverse
group of scientists and pioneers in the
field, Intelligent and Active Packaging for
Fruits and Vegetables explores the new
technology and applications used to
bring fresh, safe, nutritious produce to
the consumer. It explains modified
atmosphere packaging (MAP), and its
use in the packaging of fruits and
vegetables; discusses variations and
advances on MAP such as high vapor-
permeable films, and demonstrates
modeling techniques to assist in the
selection of packaging type. The book
also includes a chapter on the use of
RFID temperature monitoring in food
packaging; considers the interaction
between container and food product;
covers the regulatory implications of
nanotechnology in active and intelligent
packaging; and more.
From the Preface: “..Definitions for
intelligent and active packaging are
evolving as these two fields evolve. Most
seem to agree that active packaging
connotes a package that “responds' to a
suboptimal physiological or
environmental condition in the package
and improves it. Intelligent packaging, on
the other hand, involves a package
sensing conditions in a package and
communicating this information to a
human or an appliance...” Target
Audience: Food packaging scientists,
engineers, chemists, microbiologists,
and quality and safety experts, as well
as upper-level students in these
disciplines.
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Referencias legislativas

H Real Decreto 1118/2007,
de 24 de agosto, por el que
se modifica el Real Decre-
to 142/2002, de 1 de fe-
brero, por el que se aprue-
ba la lista positiva de adi-
tivos distintos de colo-
rantes y edulcorantes pa-
ra su uso en la elaboraciéon
de productos alimenticios,
asi como sus condiciones
de utilizacion.

BOE 14/09/2007

H Resolucion, de 24 de
septiembre de 2007, de
la Subsecretaria, por la
que se efectua la convoca-
toria de los Premios Prin-
cipe Felipe a la Excelen-
cia Empresarial 2008.
BOE 27/09/2007

H Real Decreto 1070/2007,

de 27 de julio, por el que
se aprueba la norma de
calidad para la cuajada.
BOE 29/08/2007

M Directiva 2007/45/CE

del Parlamento Europeo
y del Consejo, de 5 de
septiembre de 2007, por la
que se establecen normas
relativas a las cantidades
nominales para produc-
tos preenvasados, se de-
rogan las Directivas 75/
106/CEE y 80/232/CEE
del Consejo y se modifica
la Directiva 76/211/CEE
del Consejo.

DOUE 21/09/2007

H Directiva 2007/55/CE

de la Comision, de 17 de
septiembre de 2007, por
la que se modifican los
anexos de las Directivas
76/895/CEE, 86/362/CEE,
86/363/CEE y 90/642/
CEE del Consejo en lo que
respecta a los contenidos
maximos del residuos de
azinfos metil.

DOUE 18/09/2007

M Directiva 2007/56/CE

de la Comision, de 17 de
septiembre de 2007, por
la que se modifican deter-
minados anexos de las Di-
rectivas 86/362/CEE,
86/363/CEE y 90/642/
CEE del Consejo en lo re-
lativo a los contenidos ma-

ximos de residuos de azo-
xistrobina, clorotalonil,
deltametrin, hexacloro-
benceno, ioxinil, oxamil
y quinoxifeno.

DOUE 18/09/2007

M Directiva 2007/57/CE

de la Comision, de 17 de
septiembre de 2007, por
la que se modifican deter-
minados anexos de las Di-
rectivas 76/895/CEE, 86/
362/CEE, 86/363/CEE y
90/642/CEE del Consejo
en lo que respecta a los
contenidos maximos de re-
siduos de ditiocarbama-
tos.

DOUE 18/09/2007

Confie su seguridad
a un profesional

cotes

Corredores Técnicos de Seguros S.A.

Glorieta de Espaia 3, 30004 Murcia * Tfno.: 968 225 610 ¢ Fax.: 968 225 574 ¢ www.cotes-sa.com
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La naturaleza nos ofrece una frescura
y aroma perfectos. Y sequimos su ejemplo.
Soluciones MAPAX® para mejorar el envasado.

La natwraleza es sabia y nos ofrece una Trescura y un aroma perfectas.
Pera nosatros, ;qué podemos hacer para envasar el estado ariginal y
natural de lrescura, lorma y sabor? En Abells Linde decidimos buscar
una selucion a este problema y hemos logrado un resullado
pxtragrdinario, Nuestras soluciones MAPAX T mantienen los alimentos
frescos v prolongan considerablemente su tiempo de conservacion,
5in consenvanies quimicos. Las atmasteras protectoras especiales

de Abelld Linde proporcionan una frescura natural. De modo que

la naturaleza puede estar orgullosa de nosatros. ¥ los consumidaones,
también, Tratamos mejor los alimentas.

Abelld Linde - ideas become solutions

Abelld Linde, 5.4,

Tel - 9% F&T 400 - Fax: 932 075 7h4
il milgEahelolinde om
wwwabelln-linde-sa.es
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——f) NORMAS UNE

Actualizacion normas UNE:
Sector agroalimentario

RESOLUCIONES del Ministerio de Ciencia y Tecnologia, el organismo de normalizacion AENOR. Este organismo
publicadas en el Boletin Oficial del Estado durante el define las Normas UNE como una “especificacion técnica
Segundo Trimestre del 2007 por las que se hace publica la  de aplicacion repetitiva o continuada cuya observancia no
relacion de Normas Aprobadas, Tramitadas como es obligatoria, establecida con participacion de todas las
Proyectos y Anuladas por AENOR. partes interesadas, que aprueba AENOR, organismo

Las normas UNE que a continuacion se relacionan son reconocido a nivel nacional e internacional por su

documentos técnicos de cardcter voluntario elaboradas por  actividad normativa”.

MARIAN PEDRERO TORRES. DEPARTAMENTO DE DOCUMENTACION CTC.

NORMAS UNE APROBADAS POR AENOR

H - UNE-EN 15054:2007. Alimentos no grasos. Determinacion de vegetal. Determinacién del contenido de benzo[a]pireno. Mé-
clormecuat y mepicuat. Método por LC-MS. todo por cromatografia liquida de alta resolucién en fase in-

H > UNE-EN ISO 9936:2007. Aceites y grasas de origen animal y versa (ISO 15302:1998). (Sustituye a UNE 34603:2002)
vegetal. Determinacion del contenido de tocoferol y tocotrie- M - UNE-EN ISO 20838:2007. Microbiologia de los alimentos para
nol mediante cromatografia liquida de alta resolucién (ISO consumo humano y animal. Reaccién en cadena de la polime-
9936:2006). (Sustituye a EN ISO 9936:2006) rasa (PCR) para la deteccién de patégenos en los alimentos.

W - UNE-EN ISO 11052:2007. Harinas y sémolas de trigo duro. (I:jieqU|S|to|§t pta.lra la zTrSngl|f2|c(:)a80:;%r.123écl)a6detesc<:|ct).r: para IoIéstIeStoO—
Determinaciéon del contenido de pigmento amarillo 285380'2?)(;661 vos ( ’ ). (Sustituye a
(1ISO11052:1994). -2006)

B > UNE-EN ISO 14637:2007. Leche. Determinacion del contenido W > UNE-EN ISO 24276:2007. Productos alimenticios. Métodos de

de urea. Método enzimatico basado en la diferencia en pH 223':8'3 parrg dlacct‘iegg'r?:aggsorg:msig;% Ssgeenne;'rg?g;emge?rﬁg;g-
(método de referencia) (ISO 14637:2004). y produ - nequ 9 y :

nes (ISO 24276:2006).
W > UNE-EN ISO 13366-2:2007. Leche. Recuento de células so- ) - .
méticas. Parte 2: Guia sobre la operacién de contadores fluor- B > UNE-ENV 14164:2007 EX. Productos alimenticios. Determina-

opto-electrénicos (ISO 13366-2:2006). (Sustituye a UNE-EN cion de vitamina B6 mediante HPLC.
ISO 13366-2:1997) W - UNE-ISO 16657:2007. Analisis sensorial. Utensilios. Copa para la

B - UNE-EN ISO 15302:2007. Aceites y grasas de origen animal y g%azﬁ?gz%alte de oliva (ISO 16657:2006). (Sustituye a UNE

- PPNE-prEN 937. Productos quimicos utilizados para el trata- - PNE-prEN 939. Productos quimicos utilizados para tratamien-
miento de agua destinada al consumo humano. Cloro. to del agua destinada al consumo humano. Acido clorhidrico.

- PNE-prEN 938. Productos quimicos utilizados para el trata-
miento del agua destinada al consumo humano. Clorito sédico.

PROYECTOS DE NORMAS EUROPEAS E INTERNACIONALES UNE QUE AENOR

TIENE EN TRAMITACION

W - PNE-ISO 5496. Andlisis sensorial. Metodologia. Iniciacién y en-
trenamiento de jueces en la deteccion y reconocimiento de olo-
res.
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TALLERESMAXIMILIANO

» FABRICACION DE APARATOS A PRESION

* FABRICACION SILOS PARA ARIDOS

« INSTALACIONES INDUSTRIALES Y AISLAMIENTO

* MAQUINARIA INDUSTRIAL

« MANTENIMIENTO

« DEPOSITOS PARA ALMACENAMIENTOS PRODUCTOS PETROLIFEROS Y QUIMICOS

Poligono Industrial “Los Torraos” - Avda. Espaia Mi-2
Teléfono: 968 690 332 - Fax: 968 690 266
30562 CEUTI (Murcia)



——§ AsoclADOS

Empresas asociadas al Centro Tecnologico

* ACEITUNAS CAZORLA, S.L. * CONSERVAS LA GRANADINA, S.L. < HELIFRUSA - www.helifrusa.com www.mensajeroalimentacion.com

« AGARCAM, S.L. « CONSERVAS LA ZARZUELA « HERO ESPANA, S.A. - www.hero.es = MIVISA ENVASES, S.A.

- AGRICONSA « CONSERVAS MARTINETE « HRS. ESPIRATUBE, S.L. WWW.mivisa.com

« AGROMARK 96, S.A. « CONSERVAS MARTINEZ « HIJOS DE BIENVENIDO - MULENA FOODS, S.A.

« AGRUCAPERS, S.A. GARGIA, S.L. - www.cmgsl.com ALEGRIA, C.B. - NANTA, SA.

* AGRUMEXPORT, S.A. + CONSERVAS MARTINEZ, S.A. * HIJOS DE ISIDORO CALZADO, S.L.  « NyBIA ALIMENTACION, S.L.

» ALCAPARRAS ASENSIO SANCHEZ * CONSERVAS MIRA www.conservgs-calzado.es « PATATAS FRITAS RUB|0, S.CL.

+ ALCURNIA ALIMENTACION, S.L. www.serconet.com/conservas  HIJOS DE JOSE PARRA GIL,’ SA. « PEDRO GUILLEN GOMARIZ, S.L.

- ALIMENTARIA BARRANDA, S.L. = CONSERVAS MORATALLA, S.A. * HIJOS DE PABLO GIL GUILLEN, S.L. < ldearchena.com

* ALIMENTOS PREPARADOS www.conservasmoratalla.com « HISPANIA FOODS, S.L. - PENUMBRA, S.L.
NATURALES, S.A. « CONSERVAS SAJARDO, SAU « HORTICOLA ALBACETE, S.A. . POLGRI, SA

« ALIMENTOS VEGETALES, S.L. « COOPERATIVA “CENTROSUR” « HUEVOS MARYPER, S.A. « POSTRES Y DULCES REINA. S

« ALIMINTER, S.A. « COOPERATIVA “LA PLEGUERA’ « IBERCOCKTEL + PREMIUM INGREDIENTS, S.L
www.aliminter.com * CINARA EU, S.L. * INCOVEGA, S.L. , - PRODUCTOS BIONATURALES

« ALIMER, S.A. « CREMOFRUIT, S. COOP « INDUSTRIAS AGRICOLAS DEL

* AMC Grupo Alimentacion Frescoy < DREAM FRUITS, S.A. ALMANZORA, S.L. CALASPARRA, 5.A
Zumos, S.A. www.dreamfruits.com www.industriasagricolas.net " PRODUCTOS ‘JA_UJ"A’ SA

- ANTONIO RODENAS « EL QUIJERO, S.L. « J. GARCIA CARRION, S.A. Www.productosjauja.com
MESEGUER, S.A. « ESTERILIZACION DE ESPECIAS www.donsimon.com * PRODUCTOS QUIMICOS

- AUFERSA Y CONDIMENTOS, S.L. « JABONES LINA, SA. J. ARQUES

« AUXILIAR CONSERVERA, S.A. « ESTRELLA DE LEVANTE, « JAKE, SA. * PRODUCTOS MEDITERRANEQ
www.auxiliarconservera.es FABRICA DE CERVEZA, S.A. - JOAQUIN FERNANDEZ E HIJOS, S.L.  BELCHI SALAS, S.L.

+ BERNAL MANUFACTURADOS « EUROCAVIAR, S.A. « JOSE AGULLO DIAZ E HIJOS, S.L.  * PRODUCTOS SUR, S.L.
DEL METAL, S.A. (BEMASA) WWW.euro-caviar.com www.conservasagullo.com * PRODUCTOS VEGATORIO, S.LL.

« BRADOKG CORPORACION - EXPOLORQUI, S.L. « JOSE ANTONIO CARRATALA - RAMON JARA LOPEZ, S.A.
ALIMENTARIA, S.L. « FJ. SANCHEZ SUCESORES, S.A. PARDO - ROSTOY, S.A
www.bradock.net * FAROLIVA, S.L. - www.faroliva.com « JOSE CARRILLO E HIJOS, S.L. WWwWw.rostoy.es

« C.R.D. ESPARRAGOS DE « FILIBERTO MARTINEZ, S.A. - JOSE MANUEL ABELLAN LUCAS ~ + SAMAFRU, S.A.
HUERTO-TAJAR « FRANCISCO CABALLERO GARRO = JOSE MARIA FUSTER www.samafru.es

* CAMPILLO ALCOLEA HNOS., S.L. Y OTROS, C.B. HERNANDEZ, S.A. « SAT EL SALAR, N° 7830

« CARNICAS Y ELABORADOS « FRANCISCO JOSE SANCHEZ « JOSE SANCHEZ ARANDA, S.L. www.variedad.com
EL MORENO, S.L. FERNANDEZ, S.A. * JOSE SANDOVAL GINER, S.L. « SAT 5209 COARA

» CASTILLO EXPORT, S.A. « FRANCISCO MARTINEZ « JUAN GARC‘A LA)?, GMBH « SAT LAS PRIMICIAS

* CENTRAMIRSA LOZANO, S.A. « JUAN PEREZ MARIN, S.A. . SOCIEDAD AGROALIMENTARIA

- CHAMPINONES SORIANO, S.L. « FRANMOSAN, S.L. WWW.jupema.com PEDRONERAS, SA.

* COAGUILAS www.franmosan.es . JUVEB ALIMENTACION, S.A. - SOGESOL, S.A.

» COATO, SDAD.COOQP LTDA. * FRIPOZO, S.A. WWW.juver.com - SUCESORES DE ARTURO
T TOSETERSA AW oy

° - WWWw.colrusa.com ° , O. Www.Kernelexport.es .

- COFRUTOS, S.A. « FRUGARVA, S.A. « LANGMEAD ESPARA, S.L. ’ zﬂICZES'SOF E_SWDVEV‘VH:SSSB:A;

« CONFITURAS LINARES, S.L. « FRUVECO, S.A. « LIGACAM, S.A. - www.ligacam.com o ' '

- CONGELADOS ELITE, S.L. - FRUYPER, S.A. - MANUEL GARCIA CAMPOY, 5.~ SUCESORES DE LORENZO

- CONGELADOS PEDANEO, SA.  * GLOBAL ENDS, S.A. www.milafruit.com ESTEPA AGUILAR, S.A.
www.pedaneo.es - GLOBAL SALADS, LTD. - MANUEL LOPEZ FERNANDEZ www.g.co.uk/industry/food/san.

- CONSERVAS ALGUAZAS, S.L. - GOLDEN FOODS, S.A. - MANUEL MATEO CANDEL lorenzo/san.lorenzo1.htm

- CONSERVAS ALHAMBRA www.goldenfoods.es www.mmcandel.com * SURINVER, S.C.L.

« CONSERVAS EL RAAL, S.C.L. * GOLOSINAS VIDAL, S.A. * MARIN GIMENEZ HNOS, S.A. Www.sdiho.es/surinver

« CONSERVAS ESTEBAN, S.A. « GOMEZ Y LORENTE, S.L. www.maringimenez.com * TECNOLOGIAS E INNOVACIONES

- CONSERVAS FERNANDEZ, S.A. - GONZALEZ GARCIA HNOS, S.L. « MARIN MONTEJANO, S.A. DEL PAN
www.ladiosa.com www.sanful.com « MARTINEZ NIETO, S.A. Www.jomipsa.es/tecnopan

» CONSERVAS HOLA, S.L. * GOURMET MEALS, S.L. WWW.marnys.com * ULTRACONGELADOS AZARBE, S.A.

« CONSERVAS HUERTAS, S.A. « HALGCON FOODS, S.A. « MATEO HIDALGO, S.A. - VEGETALES CONGELADOS, S.A.
www.camerdata.es/huertas www.halconfoods.com « MENSAJERO ALIMENTACION, S.A.  « ZUKAN, S.L.
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oluciones

a la medida de sus necesidades:
easing-Renting

Satisfaga las necesidades
de su empresa con grandes
ventajas fiscales

Cajamar le ofrece dos buenas alternativas para disfrutar de
ciertos bienes y servicios como si fuesen propiedad de su
empresa y desgravarlos como si fuesen un gasto. El LEASING
CAJAMAR es un sistema de financiacion a modo de alquiler
que le ofrece la opcién a compra al final del periodo. El RENTING

CAJAMAR es un sistema de alguiler puro de vehiculos y equipos

H

informaticos con "todo incluido”. Si quiere decubrir todas sus

<.

jamar

E:«Lt"re td y yo

ventajas, venga a informarse a cualguier oficina de Cajamar.
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INDUSTRIA DE LA ALIMENTACION

Medidores de humedad: XM 60 / 120

v Garantia: 3 afos

v Capacidad: 124 g.

v Precisién: 0,001 g. |
v 5 memorias de programa dedidores
« Temperatura: de 30°C a 120°C g; Egl:;;dad
v Tipo de radiador: infrarrojo

v Temperatura hasta 250 °C

v Disponibles varios volimenes

v Equipo con regulador especial, con pasos de programas Estufas de secadc
fijos memorizados serie 7000

v Modelos con conveccién natural o circulacién forzada de aire Function Line

Mobiliario técnico de laboratorio:

v Diseno de laboratorios de investigacion, docentes, de
plantas industriales, hospitales...

v Sistemas de ventilacion centralizados

v Instalaciones de servicios: suministros de electricidad, agua,
gases, voz y datos... - . -

v Mobiliario: puestos de trabajo, armarios de seguridad, vitrinas | el il
de gases... de sus necesidades

v Disefio y compartimentacién modular de laboratorios

Sistema de secado e incineracio

v Proceso totalmente automatizado de 29 muestras y una
muestra de referencia, en un solo ciclo

v Reduccién en los tiempos de trabajo hasta un 50%

v Permite la realizacién de ensayos de manera controlada en
un amplio rango de temperaturas 50°C - 1.000°C

secado e incineracion

Otros equipos relacionados

Balanzas Cabinas :
Liofilizadores precision flujo laminar Hornos de mufla Centrifugas

CONTROLTECNICA instrumentacion cientifica S.L. SORVALU

C/ Artesanos 7 (Prado del Espino) 28660 Boadilla del Monte ( Madrid) Fle"ael.ls
Tel. 91 728 08 10 Fax. 91 729 44 54
BARCELONA: 93 486 46 60 ANDALUCIA: 679 2102 33

VALENCIA: 679 20 85 37 MURCIA: 686 93 68 31
GALICIA: 616 42 70 94 CONTROLTECNICA
\instruments

www.controltecnica.com




