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RECONOCIMIENTO DE ALIMENTOS VEGETALES:
CARACTERIZACION MICRO-GRAFICA DEL GRANO DE AVENA!

N.O. CRIVARO?, N.M. APOSTOLO?, S. CALLONI2, E. LORENZQ?, L. VINALES?, P GUALDIERI?

RESUMEN

Se estudia la estructura micrografica del grano de seis variedades de avena con la finalidad de su caracterizacion, para desarrollar
parametros de identificacién en alimentos elaborados con la misma y, consecuentemente, determinar su autenticidad, contribuyendo
a optimizar la produccién, la comercializacién y el consumo del cereal y sus derivados. El disefio experimental consistio en el estudio
micrografico de los granos vestidos y desnudos efectuando un analisis morfolégico mediante observacién con lupa binocular y
fotografia, ultraestructural utilizando microscopio electrénico de barrido, microgréafico y micrométrico, empleando el sistema de
video microscopia digitalizado y software adecuado. Dada su variabilidad natural, los estudios se efectuaron durante tres temporadas
consecutivas sobre muestras cosechadas de variedades procedentes de cultivos de semillas certificadas, y sobre alimentos procesados
(avena arrollada y salvado de avena comerciales). Los resultados consistieron en disefios micrograficos, y en valores micrométricos
de granulos de almidén relacionados, ademas, en modelos matematicos. En todos los casos se validé estadisticamente. Como
parametros micrograficos de caracterizacién se seleccionaron las estructuras diferenciales, que revelaron una presencia constante
en el vegetal y resistieron los tratamientos tecnolégicos, y las caracteristicas y dimensiones del almidén.

Palabras llave: avena, cereales, micrografia.

RESUMO

RECONHECIMENTO DE ALIMENTOS VEGETAIS: CARACTERIZACAO MICROGRAFICA DO GRAO DE AVEIA. Este trabalho estuda
a estrutura micrografica do grao de seis variedades de aveia com a finalidade de sua caracterizacido para desenvolver parametros
de identificacao em alimentos elaborados com a mesma e, conseqiientemente, determinar sua genuinidade, contribuindo para
otimizar a producao, a comercializacdo e o consumo do cereal e seus derivados. O experimento consistiu no estudo micrografico dos
graos com casca € sem casca, efetuando analise morfolégica mediante observacao com lupa binocular e fotografia ultra-estrutural
utilizando microscoépio eletronico de varredura micrografico e micrométrico, empregando sistema de video-microscopia digitalizada
e software adequado. Dada sua variabilidade natural, os estudos se efetuaram durante trés temporadas consecutivas sobre as
amostras recolhidas de variedades procedentes de cultivos de sementes certificadas e sobre alimentos processados (aveia enrolada
e salvado de aveia comerciais). Os resultados consistiram em projetos micrograficos e em valores micrométricos de granulos de
amido, relacionados, além disso, em modelos matematicos. Em todos os casos se convalidou estatisticamente. Como parametros
micrograficos de caracterizagao, se selecionaram as estruturas diferenciais que revelaram uma presenca constante no vegetal

e resistiram aos tratamentos tecnolégicos e as caracteristicas e dimensoes do amido.

Palavras chave: aveia, cereais, micrografia.

1. INTRODUCCION

El1 80% de la poblacién mundial utiliza productos na-
turales de origen vegetal en la preservacién y cuidado de
su salud. La caracterizacion de la autenticidad de materias
primas vegetales y de alimentos derivados constituye un
problema de dificil resolucién analitica. Esto se traslada no
s6lo a los organismos oficiales sino también a productores,
industriales y a los consumidores, que deben conformarse
con lo que se les ofrece, pues la legislaciéon que podria servir
como referente sobre calidad, autenticidad y seguridad de
lo que consumen, muchas veces no les resulta conocida o
esta desactualizada.

Por otra parte, se encuentra en vigencia el Acuerdo de
Marrakech !!, aplicable en paises en vias de desarrollo desde
enero de 2000, que entre sus obligaciones se contemplan
normas de propiedad intelectual como, por ejemplo, la
proteccion de las Indicaciones Geograficas y de las Deno-
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minaciones de Origen. Representaria un beneficio para los
productores y para los paises en general estar preparados
para poder establecer y fiscalizar la procedencia de los
alimentos y/o sus materias primas.

Por eso hoy en dia se plantea la necesidad de dispo-
ner de herramientas para una caracterizacién segura del
origen de esos productos, ya que los datos y antecedentes
obtenidos de la misma garantizaran la credibilidad del
alimento a través de la autorizacion otorgada por los or-
ganismos oficiales.

La avena es un cereal que ademas de emplearse
como forraje y en la industria cosmética [2, 5], presenta
un consumo en franca expansién como alimento, ya sea
a través del uso tradicional (cereales para desayuno,
derivados farinaceos) o de su inclusiéon en productos a
los que confiere el caracter de "funcionales", bajo for-
mas que lindan con la dietoterapia. En este sentido, se
la incorpora en diversos preparados comerciales que
han ganado el mercado a nivel mundial, no s6lo como
fitonutriente, sino por la adjudicaciéon de algunas pro-
piedades tales como hipocolesterolemizante, preventiva
de cardiopatias, normalizadora de estados fisiol6gicos
alterados (estrés, disminucién de la libido, disminucién
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de la potencia sexual masculina, ansiedad, etc.). La ac-
tividad en la prevencién de cardiopatias es reconocida
por la FDA que, en 1997, autorizé a los productores de
alimentos a consignar en los rétulos de los mismos que
"las dietas con alto contenido de fibra soluble procedente
del grano entero de avena puede reducir el riesgo de las
enfermedades cardiacas" [6], aunque los paises de la
Unién Europea aun no se han puesto de acuerdo con
respecto al tema.

Por otra parte, tal como ocurre con otros alimentos,
existe profusa informacién sobre su composicién quimica
y caracteristicas fisicoquimicas, produccién, cultivo, ren-
dimiento y otros aspectos agronémicos, pero presentada
de manera muchas veces incompleta o como colaboracién
aislada [7, 21]. Esto no resulta adecuado para la caracte-
rizacién de la especie en productos derivados, ya que los
valores de los parametros desarrollados pueden invalidarse
facilmente por el empleo de adulterantes baratos de facil
acceso comercial.

Por lo expresado hemos desarrollado este estudio
con el fin de ampliar el conocimiento sobre composicion
y caracteristicas morfoanatémicas de seis variedades de
avena, para contribuir a su reconocimiento y desarrollar
un sistema mas seguro y accesible de determinacién de
genuinidad de alimentos derivados.

2. EXPERIMENTAL

La metodologia utilizada tiene antecedentes en desar-
rollos previos de sistemas de caracterizacién que hemos
realizado para otros alimentos vegetales [22, 24].

Para este estudio se analizaron cuatro variedades
argentinas originadas en programas de mejoramiento
del sur de la provincia de Buenos Aires (INTA Bordenave
y Chacra Barrow, y Facultad de Agronomia de la Univer-
sidad Nacional de la Plata): Millauquen INTA, Bonaerense
INTA Maja, Bonaerense INTA Calén y Maxima INTA; y:
Suregrain (variedad de origen estadounidense) y Polaris
INTA (introducida de Uruguay). El cultivo de las diferentes
variedades se realiz6 en parcelas experimentales del campo
de la Universidad Nacional de Lujan (Provincia de Buenos
Aires), a partir de semillas certificadas.

El material vegetal tipo consisti6é en muestras de granos
maduros colectados durante tres cosechas consecutivas.

Como material comparativo se utiliz6 avena arrollada
y salvado de avena comerciales, con la finalidad de ana-
lizar la influencia de los procesos tecnolégicos sobre las
variables estudiadas.

El estudio morfolégico consistié en la observacién
y fotografia de los granos vestidos y desnudos de cada
variedad y de las muestras comerciales, utilizando lupa
binocular Zeiss.

El estudio microscépico y micrométrico se realiz6
empleando sistema de videomicroscopia digitalizado y
software micrométrico OPTIMAS 6.2 en microscopio
6ptico UNICO (MO). Para la preparacién de las muestras
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se siguié la metodologia tradicional [25,26]. Se realiz6 la
prueba microquimica para almidén con reactivo de Lugol.
Los datos (largo y ancho de amiloplastos compuestos y
subunidades) fueron obtenidos por lectura de campos al
azar en tres preparados por muestra (n=30).

El estudio ultraestructural se basé en la observacion
y fotografia de la superficie y cortes transversales de las
diferentes partes del grano vestido y desnudo de cada
variedad, y de la superficie de las muestras comerciales,
utilizando microscopio electrénico de barrido (MEB) Jeol
JEOR T100 (Servicio de Microscopia Electrénica, Museo
de Ciencias Naturales, La Plata, Argentina).

Los resultados micrométricos se analizaron por ANO-
VA de un solo factor y comparacién multiple de medias
(test Duncan). Ademas se determinaron desvio standard,
coeficiente de variacién porcentual e intervalos de con-
fianza para el 95.5% (z=2). Los datos fueron sometidos
a analisis regresivo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El grano de avena vestido esta cubierto por un par de
glumelas (lenma o externa y palea o interna). La lenma es
aristada, pajiza, envuelve la palea. La palea es delgada, pajiza
y cubre el grano (Figura 1 A). Todas las variedades estudiadas
muestran granos vestidos con caracteristicas y color similar
(ocre) aunque Millauquen INTA es mas oscura.

AL MEB se observa que ambas superficies de las glumelas
son glabras y tienen células alargadas. La epidermis abaxial
(cara inferior) de la lenma tiene papilas y aguijones, y epi-
dermis adaxial (cara superior) es lisa con estomas (Figuras
1 B, C). La superficie de la palea es lisa (Figura 1 D).

El grano desnudo, es decir, libre de glumelas, muestra
en todas las variedades superficie muy pilosa, siendo Millau-
quen INTA la de mayor densidad de pelos, principalmente
en la parte posterior del grano (Figuras 1 E, F). También el
germen esta totalmente cubierto con estos pelos unicelulares,
de pared lisa y terminacién aguda. (Figura 1 E).

La observacién de los cortes transversales del grano
con MEB evidencia, debajo de la cubierta seminal, una
capa externa de células con granulos de aleurona. El en-
dosperma del grano, observado al MO y MEB, muestra
células ricas en amiloplastos compuestos formados por
numerosas subunidades poligonales (granulos de almidén).
(Figuras 1 G-J).

Mediante el ANOVA y test de Duncan se determinaron
diferencias significativas (P=0.05) entre variedades en
las dimensiones de los amiloplastos completos y de las
subunidades (Tabla 1).

Se observa que las variedades Bonaerense INTA Calen,
Bonaerense INTA Maja, Maxima INTA y Suregrain presen-
tan los amiloplastos completos de menores dimensiones,
mientras que Millauquen INTA muestra los de mayor largo
y ancho. Por otra parte, las mayores dimensiones en las
subunidades del amiloplasto se encontraron en Maxima
INTA (Tabla 1).

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 26(2): 297-302, abr.-jun. 2006
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FIGURA 1 - Granos de avena: A, grano vestido de Bonaerense INTA
Maja; B, epidermis abaxial de la lenma de Bonaerense INTA Calen
(MEB); C, epidermis adaxial de la lenma de INTA Polaris (MEB);
D, epidermis de la palea de INTA Polaris; E, grano desnudo de
Maxima INTA; F, vista superficial del grano desnudo de Millau-
quen INTA, detalle del germen (MEB); G, corte transversal del
grano desnudo de Bonaerense INTA Calen (MEB); H, célula de la
capa de aleurona del grano de Bonaerense INTA Calen (MEB); I,
amiloplastos compuestos del endosperma de Bonaerense INTA
Calen (MO); J, amiloplastos compuestos de INTA Polaris.
Barras: A, E: 2 mm; F G: 500 um; B, D, I: 50 um; H, J,
C: 10 um

TABLA 1 - Dimensiones de los amiloplastos de granos de avena
(ANOVA y test de Duncan).

Amiloplasto completo

Subunidades

Variedad Largo () Ancho (p) Largo (n) Ancho (u)
Millauquén @

INTA 41.27 & 33.09 a 8.44 ab 7.07a
Polaris INTA 36.89 ab 31.07 a 8.50 ab 6.72a
Bonaerense

INTA Calén 30.98 b 24.21b 7.22¢ 6.10 ab
Bonaerense

INTA Maja 31.05b 2355b 7.45 bc 6.19 ab
Méaxima INTA 32.63b 26.76 b 8.83 a 6.44 a
Suregrain 32.87b 24.03 b 7.24c 5.46 b

n = 30 por variedad.
(1) Letras diferentes dentro de cada caracter indican diferencias significativas (P=0.05)
entre cultivares para cada parametro.

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 26(2): 297-302, abr.-jun. 2006

En el andlisis estadistico elemental (Tabla 2) la ten-
dencia central en la distribucién se ubicé por la media,
la dispersién en valores absolutos por la desviacién
standard y en valores relativos por el coeficiente de va-
riacién porcentual. Para todos los casos se determiné
el intervalo de confianza para z = 2. Puede observarse,
tanto para amiloplasto completo como para subunida-
des, zonas de valores que son comunes para diferentes
variedades, aunque el ANOVA y el test de Duncan revelan
diferencias significativas en ambos casos.

El analisis regresivo consisti6é en la correlacion y la
regresion lineal entre las dimensiones obtenidas por la
micrometria para los amiloplastos de cada variedad, lo que
permiti6é formular modelos matematicos que las relacionan
entre siy que deberan cumplirse, con las adecuaciones que
resulten necesarias en el caso de que sufran alteraciones
por la tecnologia empleada, en los alimentos derivados que
sean genuinos (Tabla 3).

Los valores de los coeficientes de correlaciéon r y de
regresion r? evidencian que, para el amiloplasto comple-
to, existe considerable constancia en la relacién entre
las dimensiones largo y ancho, es decir, homogeneidad
en su forma. Para las subunidades, sélo la variedad
Bonaerense INTA Calén presenta esta caracteristica.
La hipétesis nula fue que no existia correlacién real
entre las variables, por lo que para F se considero6
Hy: B =0yH;:B=0. Los valores F criticos se obtuvie-
ron de tablas para prueba bilateral cuando o = 0.05.
Los resultados de este analisis confieren validez a los
modelos matematicos desarrollados.

Las muestras de avena arrollada y salvado de avena
comerciales se encuentran contempladas en los articulos
655 y 655 bis, respectivamente, del Cédigo Alimentario
Argentino [27] . En ellos se establece que los granos de-
ben estar "libres de tegumento”, es decir, que se deben
extraer las glumelas y pelar la superficie de la cubierta
seminal quedando el grano desnudo (Figuras 2 A, B),
y someterse a tratamientos térmicos que aseguren la
inactivacién de las enzimas.

Se analizaron muestras de dos marcas comerciales
diferentes ("X" e "Y") de cada uno de los productos. Los
resultados obtenidos demostraron que:

a. a pesar del procesamiento tecnolégico sufrido, se
conservan las caracteristicas morfoanatémicas, ultra-
estructurales y micrométricas originales de los amilo-
plastos, glumelas y granulos de aleurona (Figuras. 2
C-H; 3 A-D);

b. las muestras de avena arrollada de la marca “X” revelaron
la presencia de elementos histolégicos caracteristicos
de los constituyentes citados (Figuras. 2 C-H) y

c. enlas muestras restantes (avena arrollada de la mar-
ca “Y”, y salvado de avena de las marcas “X” e “Y”)
no se observaron elementos de glumelas (Figuras.
2 C-E, G-H; 3 A-D).
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TABLA 2 - Estadisticos elementales de las dimensiones de los amiloplastos de semillas de avena.
AMILOPLASTO COMPLETO

. Largo Ancho
Variedad
S® Ccv®@ IC® () S CV% IC (n)

Millauguen INTA 11,04 26,75 19,19 a 63,35 8,24 24,96 16,54 a 49,52

Polaris INTA 8,38 22,72 20,13 a 53,65 7,98 25,68 15,11 a 47,04

Bonaer. INTA Calén 7,46 24.08 16,06 a 45,90 4,31 17,81 15,58 a 32,83

Bonaer. INTA Maja 7,76 24,99 15,53 a 46,57 4,70 15,14 21,65 a 40,45

Maxima INTA 7,79 23,87 17,05 a 48,21 4,80 14,70 23,03 a42,23

Suregrain 10,78 32,80 11,31 a 54,43 6,99 21,26 21,26 a 46,85

SUBUNIDADES
Largo Ancho
S CV% IC (W) S CV% IC (1)

Millauguen INTA 1,28 15,18 5,88a 11,01 1,68 23,68 3,72a10,42

Polaris INTA 1,49 17,47 5,54 a 11,48 1,74 25,95 3,23a10,20

Bonaer. INTA Calén 1,45 20,02 4,33a10,12 1,39 22,82 3,32a38,89

Bonaer. INTA Maja 1,51 20,28 4,43 210,48 1,16 18,34 3,92 a8,47

Méaxima INTA 1,55 17,51 5,74 a11,92 1,18 18,23 4,10 a 8,80

Suregrain 1,57 21,63 4,11 a 10,38 1,25 22,84 2,97 a 7,96
n = 30 por variedad
(M desvio standard; ? coeficiente de variacién porcentual; ¥ intervalo de confianza (z=2)
TABLA 3 - Andlisis regresivo de las dimensiones de los amiloplastos de semillas de avena.

AMILOPLASTO COMPLETO
Variedad r@® r2@ S® a® b® F® Fc™
Millauguen INTA 0,85 0,72 6,01 3,79 1,13 45,974862 0,000002
Polaris INTA 0,69 0,48 6,22 14,34 0,73 16,467329 0,000738
Bonaer.INTA Calén 0,73 0,53 5,25 0,45 1,26 20,393668 0,000267
Bonaer.INTA Maja 0,75 0,56 5,21 2,33 1,22 22,970687 0,000146
Méaxima INTA 0,82 0,68 4,53 -3,18 1,34 38,206958 0,000008
Suregrain 0,76 0,58 7,15 4,55 1,18 25,225938 0,000088
SUBUNIDADES
r r2 S a b F Fc

Millauguen INTA 0,45 0,21 1,17 5,98 0,35 4,953497 0,038342
Polaris INTA 0,44 0,20 1,37 5,97 0,38 4,650506 0,044068
Bonaer.INTA Calén 0,76 0,58 0,96 2,40 0,79 26,253956 0,000060
Bonaer.INTA Maja 0,60 0,37 1,24 2,47 0,81 10,963393 0,003672
Méaxima INTA 0,58 0,34 1,29 3,91 0,76 9,636900 0,005838
Suregrain 0,15 0,02 1,59 6,23 0,18 9,420124 0,524632

Y =1 (X); Y=largo, X=ancho; n=30 por variedad
) coeficiente de correlacion; @ coeficiente de regresion; ® error tipico; ¥ constante;® coeficiente de X; ® razén de varianzas, valor experimental; ’ razon de varianzas, valor critico

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permitieron determinar que:

(3) cubierta del grano desnudo con superficie muy
pilosa, con pelos unicelulares, de pared lisa y
terminacién aguda;

a. los elementos histolégicos tipicos de las variedades
consideradas que persisten practicamente inalterados
después de los tratamientos tecnolégicos habituales
para avena arrollada y salvado de avena, en las con-

(4) germen totalmente cubierto con esos pelos;

(5) capa de aleurona;

300

diciones de este estudio, son (Figuras 2 C-H; 3 A-D):

(1) lenmas glabras, con células alargadas, cara infe-
rior con papilas y aguijones y cara superior lisa
con estomas;

(2) palea delgada con ambas superficies glabras, con
células alargadas;

(6) amiloplastos compuestos y subunidades libres,
positivos a la reaccién de Lugol, con formas y
dimensiones caracteristicas;

en los alimentos genuinos no deben observarse restos
de palea o lenma ni pelos en cubierta seminal y germen,
pues indicarian menor calidad de los mismos por no
haber sufrido la extraccién de glumelas y/o el pelado

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 26(2): 297-302, abr.-jun. 2006
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FIGURA. 2 - Avena arrollada: A, Grano desnudo y pelado para
industrializacién; B, superficie del grano pelado (MEB); C,
avena arrollada, aspecto general; D, avena arrollada, detalle;
E, superficie del grano en la avena arrollada (MEB); F, restos
de lenma en avena arrollada, muestra “X” (MEB); G, amilo-
plastos compuestos en la avena arrollada (MO); H, detalle de
los amiloplastos rodeados de granulos de aleurona en la avena
arrollada (MEB).

Barras: A, C, D: 2 mm; E, F, G: 50 um; H: 10 um

previo de la superficie de la cubierta seminal de los
granos exigidos por la legislacién vigente, configurando
una falsificacién.

c. elanalisis micrométrico resulta adecuado para diferenciar
la avena de otros cereales y, en el caso de arrojar valores
de las dimensiones comprendidos en zonas no super-
puestas, también para caracterizacién de la variedad.

Todo ello conforma parametros que, en conjunto,
permiten caracterizar los cultivares de avena estudiados,
desarrollar sistemas mas seguros de investigacion de ge-
nuinidad en alimentos derivados, y aportar elementos para
proteger la Denominacién de Origen de los mismos.
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