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RESUMEN

Obtencion y caracterizaciéon de aislados proteicos de
colza.

Se ha disefiado un proceso de obtencién de aislados proteicos
a partir de harina de colza desengrasada. El método incluye la
extraccion bésica de las proteinas solubles seguido de una
precipitacion acida en el punto isoeléctrico. El precipitado es lavado
con agua (pH 4.5), etanol y acetona, obteniéndose un aislado
proteico con un 86% de proteina y reduciéndose el contenido en
polifenoles y azucares solubles en mas de un 90% respecto a la
harina desengrasada. El aislado final presenta unas caracteristicas
fisico-quimicas que lo hacen atractivo para su uso en alimentacién
y obtencién de hidrolizados proteicos.

PALABRAS-CLAVE: Aislado proteico — Caracteristicas fisico-
quimicas — Colza.

SUMMARY

Obtention and characterization of rapeseed protein
isolates.

A method for the obtention of protein isolates from defatted
rapeseed flour has been designed. The process includes a basic
extraction followed by a precipitation at the isoelectric point of the
proteins. The precipitate is washed with water (pH 4.5), ethanol and
acetone, obtaining a protein isolate with 86% of protein and
reducing the contents in polyphenols and soluble sugars in more
than 90% with respect to the defatted flour. The final product have
physico-chemical characteristics that make it atractive to be used
as food and for the obtention of protein hydrolizates.

KEY-WORDS: Physico-chemical characteristics — Protein
isolate — Rapeseed.

1. INTRODUCCION

En Espana y particularmente en Andalucia se pro-
duce una gran cantidad de residuos agroindustriales
ricos en proteinas, del orden del millon de Tm/afo
(Boletin de Informacién Agraria y Pesquera, 1996).
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La presencia de compuestos indeseables o antinu-
tricionales junto con las proteinas en dichos subpro-
ductos, hacen que este tipo de residuo no se aprove-
che de forma adecuada. Estos residuos representan
una de las reservas con mayor potencial de aplicacion
para la industria alimentaria, industria de las fermenta-
ciones (como fuente de nitrégeno), produccion de
piensos compuestos, etc. Para ello es preciso desa-
rrollar procesos adecuados que potencien la calidad
de las proteinas constituyentes.

La colza (Brassica oleracea L.) es una fuente
importante de grasa vegetal en el mundo, ocupando el
cuarto lugar tras la soja, algodén y girasol. En Espania,
la produccién de colza ha ido en aumento en los Ulti-
mos afos, alcanzando las 100.000 Ha cultivadas en
1995, de las cuales el 50% estan localizadas en Anda-
lucia (Anuario de Estadistica Agraria, 1996). La finali-
dad principal de su cultivo es la obtencién del aceite.
Como subproducto de la extraccién del aceite se
obtiene un residuo que, genéricamente, recibe el nom-
bre de torta. Este residuo desengrasado tiene un con-
tenido proteico que puede oscilar entre el 34% y el
50%, siendo equilibrado respecto a su composicién
aminoacidica. Asi pues, la harina de colza desengra-
sada (HCD) presenta un alto contenido en proteinas
que la hacen interesante para su utilizacion en la ela-
boracién de aislados proteicos (Tzeng et al., 1990;
Simbaya et al., 1995).

En los ultimos afos se estan intentando desarrollar
un gran numero de procesos de hidrélisis de proteinas
a escala comercial (Parrado et al., 1993a; Parrado et
al., 1993b; Bautista et al., 1996). La utilizacién racional
de la HCD como residuo para la produccion de hidro-
lizados proteicos exige la extraccién previa de su frac-
cién proteica siendo necesario optimizar la obtencién
del aislado proteico a partir de la harina desengrasa-
da. Este tipo de hidrolizados proteicos constituyen una
aplicacion potencial para este tipo de aislados.

En este trabajo se describe un sistema de obten-
ciéon de aislados proteicos de colza como paso previo
para el inicio de la obtencién de hidrolizados proteicos
y se discuten las caracteristicas fisico-quimicas de la
harina y de los aislados proteicos obtenidos.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Material

Como materia prima se utilizé6 harina de colza
desengrasada industrialmente, con bajo contenido en
acido erucico y glucosinolatos, suministrada por la
empresa Koipesol Semillas. Proteasa, o-amilasa y
amiloglucosidasa fueron proporcionadas por Sigma
(St Louis, MO, U.S.A)).

2.2. Determinacion de humedad, cenizas
y grasas

Se determinaron de acuerdo con los métodos
estandar de la A.O.A.C. (1980).

2.3. Determinacion de contenido en fibras

El contenido en fibra total se determiné mediante el
método enzimatico-gravimétrico (Lee et al., 1992). Las
muestras (1 g) se homogeneizaron en 40 ml de Mes
50 mM, Tris 50 mM, pH 8.2 y sucesivamente se dige-
rieron con 50 pl de una solucion de o-amilasa termo-
estable (15 min a 95° C), 100 pl de una solucién de
proteasa, 50 mg/ml (30 min a 60° C) y 300 pl de una
solucion de amiloglucosidasa (30 min a 60° C). Tras la
digestion, las muestras se filtraron por filtros con tama-
fo de poro de 40-60 pm y el residuo insoluble se pesd
y secé determinandose el contenido proteico y de
cenizas. El porcentaje en fibra total se calculé con la
siguiente férmula:

Fibra total (%) = [residuo insoluble (g) — proteina
(g) — cenizas (g)}/muestra (g) x 100.

2.4. Determinacion de lipidos libres

Para la extraccién de los lipidos libres, la harina o
el aislado se extrajo con hexano durante seis horas a
temperatura ambiente con una relaciéon harina:disol-
vente 1:10 (p:v).

2.5. Determinacion de lipidos asociados

Los lipidos asociados se extrajeron siguiendo el
método de Nash et al. (1967). Para ello, el aislado pro-
teico fue extraido con etanol del 86% en proporcion
1:25 (p:v) a T ambiente durante 36 horas.

2.6. Determinacion de aztcares solubles

La cantidad de azucares solubles fue determinada
mediante el método de Dubois et al. (1956). Para ello,
5 g de la harina desengrasada fueron extraidos con
200 ml de etanol del 95% mediante agitaciéon durante
dos horas a temperatura ambiente. Tras centrifugar a
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4000 x g durante 15 min, el sobrenadante fue filirado
a través de papel Whatman n.2 1. Los azlcares solu-
bles se estimaron colorimétricamente usando una
curva estandar de glucosa.

2.7. Determinacion de polifenoles

Se realiz6 a partir de un extracto etandlico obteni-
do de forma similar al utilizado para la determinacién
de los azucares solubles. El volumen de etanol se
redujo a 25 ml mediante concentracién en vacio. La
muestra se filtré por papel Whatman n.? 1, utilizando-
se alicuotas para medir la absorbancia a 324 nm. La
cantidad de compuestos fendlicos se determiné como
equivalentes de acido clorogénico (Moores et al.,
1948).

2.8. Determinacion de soélidos disueltos

Los sdélidos disueltos se determinaron por gravime-
tria llevando a sequedad un extracto etandlico del
95%.

2.9. Absorcion del agua

Se determiné de acuerdo con Sosulski (1962).
Para ello las muestras (3 g) se mezclaron con 25 ml de
agua y se agitaron 6 veces durante 1 min a intervalos
de 10 min. La mezcla se centrifugé a 1000xg durante
25 min, el sobrenadante se desechd y el residuo se
calenté en un horno a 50° C durante 25 min para eli-
minar el resto del agua no absorbida. A continuacion el
residuo se peso y la absorcién de agua se expreso
como gramos de agua absorbida por 100 gramos de
muestra.

2.10. Absorcion de aceite

Se siguié el método de Lin et al. (1974). Para ello,
muestras de 0.5 g se mezclaron con 6 ml de aceite de
colza y se dejaron en reposo durante 30 min. La mez-
cla se centrifugdé a 1600xg durante 25 min y se midié
el volumen del sobrenadante. Los resultados se expre-
saron como gramos de grasa absorbida por 100 g de
muestra.

2.11. Contenido en nitrégeno no proteico

La determinacion del nitrégeno no proteico se rea-
liz6 mediante el método de Bhatty et al. (1973). Para
ello la harina fue extraida con etanol del 70% en una
proporcion 1:40 (p:v). Se agité durante una hora a tem-
peratura ambiente y se centrifugé a 4000xg durante 10
min. En el sobrenadante se determind el contenido en
nitrégeno por el método de Kjeldahl (AOAC 1975).
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2.12. Contenido en nitrégeno proteico

La determinaciéon de nitrégeno total se realizd
segun el método de Kjeldahl (AOAC 1975). El conteni-
do en nitrégeno proteico se obtuvo por la diferencia
con el no proteico. Se utilizé el factor 6.25 para obte-
ner las cantidades proteicas correspondientes.

2.13. Digestibilidad proteica in vitro

Se evalu6é de acuerdo al método de Hsu et al.
(1997). Las soluciones proteicas (6.25 mg/ml en agua
destilada) se ajustaron a pH 8 con NaOH 0.1N agitan-
dose durante dos horas a 37° C en un bafio. La mez-
cla de proteasas (1.6 mg tripsina, 3.1 mg quimiotripsi-
na y 1.3 mg peptidasa/ml) se mantuvo en hielo y se
ajusté también a pH 8 con 0.1N NaOH. La solucién de
enzimas se afiadié a la de proteinas en una relacién
1:10 (v:v), registrandose la disminucién de pH tras un
periodo de 10 min. El porcentaje de digestibilidad pro-
teica (Y) se calcul6 a partir de la ecuacién Y=210.47-
18.1X, donde X representa el valor de pH tras 10 min
(Hsu et al., 1977).

2.14. Analisis de aminoacidos

Las muestras (10 mg) se hidrolizaron con 4 ml de
HCI 6N. Las soluciones se incubaron en atmosfera de
nitrégeno durante 24h a 100° C. Los aminoacidos se
determinaron mediante hidrélisis acida, tras derivati-
zaciéon con dietil etoximetilenemalonato, mediante
HPLC de acuerdo con el método de Alaiz et al. (1992),
usando el acido D,L-o-aminobutirico como estandar
interno. Las pérdidas de aminoacidos sensibles a la
hidrdlisis &cida se consideraron para una cuantifica-
cién precisa. El equipo de HPLC consistié en un multi-
sistema Model 600E con un detector 484 UV-Vis
(Waters, Milford, MA). La separacién se realizd con
una columna de fase reversa 300 x 3.9 mm L.D. (Nova-
pack Cg, 4y, Waters) utilizando un sistema de gra-
diente binario. Los solventes usados fueron (A) 25 mM
acetato de sodio con 0.02% azida sédica (pH 6) y (B)
acetonitrilo. Los solventes se inyectaron en la columna
con un flujo de 0.9 mi/min de la siguiente forma: tiem-
po 0-3, min, gradiente linear de A:B (91:9) a AB
(86:14); 3-13 min, elucién con A:B (86:14); 13-30 min,
gradiente linear de A:B (86:14) a A:B (69:31); 30-35
min, elucién con A:B (69:31). La columna se mantuvo
a 18° C con un controlador de temperatura (Julabo
F10).

2.15. Determinacion del punto isoeléctrico

La harina desengrasada de colza se extrajo tres
veces con NaOH 0.2% en una relacién 1:10 (p:v). Los
extractos se centrifugaron a 4000xg durante 20 min.
Se reunieron los sobrenadantes y se determiné el
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nitrégeno total. A continuacién se tomaron alicuotas
que se llevaron a diferentes pHs desde 2.5 hasta 6.5 a
intervalos de 0.5 unidades de pH. Se centrifugaron
estas alicuotas a 4000xg durante 20 min. y se recupe-
raron los sobrenadantes en los que se determiné el
nitrégeno. Con estos valores, referidos al extracto alca-
lino de partida, se determiné el punto isoeléctrico.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencion del aislado proteico

En la figura 1 se muestra el sistema de obtencién
de aislado de proteinas de colza. La HCD recibe pri-
mero un pretratamiento con el objeto de reducir los
contenidos de compuestos no deseables en el pro-
ducto final tales como fibras, azlcares reductores,
polifenoles, sales o lipidos. Dicho tratamiento consiste
en cuatro lavados con agua, seguido de un proceso de
flotacion-sedimentacién. A continuacién se realizan
dos lavados con etanol al 20%, para disminuir los con-
tenidos en polifenoles.

El concentrado proteico asi obtenido es extraido en
medio basico usando NaOH al 0.2% o H,SO; al 0.25%.
Con estas soluciones se extraen aproximadamente el
60% de las proteinas (Tabla I). En general, el rendi-
miento obtenido con los distintos sistemas probados es
inferior al obtenido con otros productos, que ronda el
75%. Probablemente, el tratamiento previo para la
extraccion del aceite desnaturaliza parcialmente las
proteinas, provocando un descenso de su solubilidad
debido a la aparicién en la superficie de grupos hidréfo-
bos y a la agregacion de moléculas desplegadas.

Cuando se extraen las proteinas con NaOH en una
relacién 1:10, el rendimiento de la primera extraccion
es menor que usando la relaciéon 1:20, debido proba-
blemente a su alta viscosidad.

Aunque el rendimiento del proceso es menor con
H,SO; mejora el proceso de extraccién desde un
punto de vista de la calidad del aislado obtenido, impi-
diendo la formacién de puentes disulfuro. Ademas,
éste se oxida en lugar de los polifenoles previniendo la
formacion de quinonas y el oscurecimiento del aislado
proteico.

A continuacion, las proteinas solubles asi extraidas
se precipitan llevando la solucién al punto isoeléctrico
de éstas (pH 5). El rendimiento de esta precipitacion
se aproxima al 60% debido a que la colza presenta
proteinas con un amplio rango de pl, obteniéndose a
pH 5 una cantidad elevada de compuestos proteicos
en solucién.

El precipitado obtenido es lavado sucesivamente
con agua, etanol y acetona para eliminar los restos de
compuestos solubles no proteicos que pudieran que-
dar en el mismo, obteniéndose un aislado de proteinas
que es filtrado y secado, pudiendo ser utilizado direc-
tamente en la produccién de hidrolizados proteicos.
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HARINA DE COLZA DESENGRASADA

Lavados con agua y etanol al 20 %

Centrifugacion

Compuestos solubles (sobrenadante)

CONCENTRADO PROTEICO

!

Extraccion basica X 3

|

Centrifugacion

/N

PROTEINAS SOLUBLES (So-
brenadante)

Compuestos no solubles

.

Precipitacion proteica a pH 5

'

Centrifugacion

/N

Fraccion pobre en
proteinas (Sobrenadante)

ENRIQUECIDO DE PRO-

TEINAS

'

Lavados con agua, etanol y acetona

l

Centrifugacion

¥ N

Sobrenadante AISLADO DE PROTEINAS
Sec+ado
AISLADO DE PROTEINAS SECO
Figura 1

Proceso de obtencién de un aislado proteico de colza
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Tabla |
Extraccion de las proteinas de la colza

Extracciones 0.2% NaOH, pH 12

0.2% NaOH, pH 12 0.25% SO;H,, pH 10.5

Relacion harina: liquido

de extraccion (p:v) 1:10
Primera 34.7
Segunda 18.0
Tercera 71

Total 59.8

1:20 1:10
45.0 41.8
10.9 7.2
3.0 1.6
58.9 50.6

Los valores se expresan en % referidos al material original.

Cada valor representa la media + desviacion estandar de tres medidas.

3.2. Caracterizacion fisico-quimica de la harina
de colza y del aislado proteico

En la tabla Il se muestran las caracteristicas gene-
rales de la HCD asi como de los aislados proteicos
lavados con agua o con agua, etanol y acetona.

El componente mayoritario de la HCD son las pro-
teinas (31.4%) seguidas de las fibras (29.5%). Asi
mismo, los sdlidos disueltos (13%) y los azicares
solubles (4.9%) se encuentran en cantidades signifi-
cativas. La concentraciéon de lipidos es muy baja ya
gue han sido extraidos previamente. La presencia de
compuestos no deseables en el aislado proteico como
son las fibras, azucares solubles, polifenoles o sélidos
disueltos, que pueden reaccionar con las proteinas,
disminuyendo la calidad de las mismas, hacen desea-
ble su eliminacién para el aprovechamiento adecuado
de las proteinas.

La humedad de la harina usada es del 4.4%. Este
valor permite almacenar la harina hasta su uso sin
riesgo de que sufra alteraciones quimicas o de que
crezcan microorganismos.

El contenido en fibras (celulosa, hemicelulosa vy lig-
nina) es alto en relacién a otras oleaginosas. Esto se
debe al tamafio pequefio de la semilla respecto a la
cascara, rica en fibras. En el proceso de extraccion del
aceite no se elimina la cascara ya que el germen esta
unido a ella. La eliminacion de las fibras tiene dos
aspectos positivos, permite ampliar el espectro de utili-
zacion de la HCD a animales no rumiantes y reduce los
fenémenos de absorcién inespecifica de las proteasas
sobre la fibra, optimizandose el proceso hidrolitico.

Con el método de obtencién de aislados proteicos
descrito se reducen los lipidos libres a valores inde-
tectables y los lipidos asociados en mas de un 50%.
Los lipidos presentes en el aislado proteico pueden
interaccionar con las proteinas produciendo olores
rancios asi como sabores amargos o astringentes. Asi
mismo, pueden incrementar la retencion de los com-
puestos resultantes de la propia oxidacién lipidica,
reduciendo el valor nutricional de las proteinas.
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Con el método descrito, los contenidos en azuca-
res se reducen en mas de un 90% en el aislado pro-
teico final. Los azucares constituyen otra fraccion cuya
eliminacién es positiva, ya que pueden interaccionar
con las proteinas mediante la reaccién de Maillard
produciendo bases de Shiff. Estas bases derivan a
compuestos como cetosaminas o aldosaminas dismi-
nuyendo la biodisponibilidad de estos aminoacidos
esenciales. Ademas, los azucares disminuyen las
posibilidades de utilizacién de las proteinas al cara-
melizar a alta temperatura. También, desde un punto
de vista dietético, es interesante limitar su ingestion.

Los sdlidos disueltos estan representados princi-
palmente por aldehidos, cetonas, alcoholes y fenoles
que, al reaccionar con las proteinas, producen olores
indeseables. Los contenidos en sdlidos disueltos se
reducen en mas de un 95% en el caso del aislado
lavado con agua, etanol y acetona.

Los contenidos en polifenoles se han reducido tam-
bién en mas de un 90% en los aislados obtenidos. La
eliminacion de los polifenoles es deseable ya que, en
presencia de oxigeno, pueden oxidarse a las quinonas
correspondientes que pueden reaccionar con residuos
aminoacidicos produciendo un aislado proteico de
color parduzco.

La absorcién de agua y aceite son importantes
caracteristicas funcionales que afectan a la calidad del
alimento. La primera mejora la textura del alimento,
aunque altos niveles de absorcion de agua no tienen
por qué ser positivos, ya que un material con una alta
absorcion puede embeber una desproporcionada can-
tidad de agua y deshidratar otros componentes del sis-
tema. Los valores inferiores observados en los aisla-
dos proteicos son debidos a la disminucién en
compuestos mas higroscopicos, como los azlcares.
Los valores obtenidos para esta variedad de colza son
beneficiosos y se encuentran dentro del rango deter-
minado para otras variedades (Mansour et al., 1992;
Xu et al., 1994).
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Caracteristicas de la harina desengrasada y de los aislados proteicos de colza

Harina original

Aislado proteico
lavado con agua
acetona y alcohol

Aislado proteico
lavado con agua

Humedad 4.4
Cenizas 7.0
Fibras 29.5
Riqueza grasa 1.3
Lipidos libres 0.83
Lipidos asociados 2.2
Azucares solubles 4.9
Sdlidos disueltos 13.0
Polifenoles 2.0
Absorcion de agua 352.7
Absorcidn de grasa 149.8
Riqueza no proteica 314
Nitrégeno no proteico 0.57
Digestibilidad 84.2
Color

2.1 11.7
0 0
- 1
0.3 0.3
0.2 0.05
0.14 0.05
253.5 207.4
2841 128.7
- 86.0
- 91.6
Negro Gris claro

Los valores se expresan en % referidos al material original.

La absorcién de aceite es tambien un parametro

positivo, ya que la grasa absorbida protege frente a la
desnaturalizacion térmica. Los aminoacidos hidréfobos
van a ser los principales puntos de interaccién entre lipi-
dos y proteinas. Los valores detectados para esta
variedad entran dentro del rango observado para los
aislados de colza (Mansour et al., 1992; Xu et al., 1994).

El punto isoeléctrico es acido, centrado alrededor de
pH 5 (figura 2). Este valor es similar al observado en
otras variedades de colza (Mahajan et al., 1995).

70

60

o
o

3
o

30

% N sobrenadante

n
o

0
26 3 35 4 45 5 55 6 65

Figura 2
Punto isoeléctrico de las proteinas de colza

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

Por dltimo, los valores obtenidos para la digestibili-
dad in vitro son bastante altos, sobrepasando el 90%
en el aislado lavado con agua, alcohol y acetona.

3.3. Composicién aminoacidica

Se ha determinado la composiciéon en aminoacidos
de la harina de colza (tabla Ill). Los contenidos en feni-
lalanina, tirosina y lisina estan por debajo de las reco-
mendaciones de la FAO (1985), aunque los valores en
aminoacidos azufrados si cumplen los requisitos de la
FAQ. Asi pues, si la HCD es utilizada como materia
prima para la obtencién de aislados, deben tenerse en
cuenta estas deficiencias aminoacidicas y su correc-
cién, por ejemplo, suplementando la HCD con otros
alimentos no deficitarios en estos aminoéacidos o con
aporte artificial de los mismos. Asi mismo, seria de
interés intentar incrementar las cantidades de estos
aminoacidos limitantes en la colza, bien por mejora
genética clasica o mediante técnicas de biologia mole-
cular, por ejemplo, incrementando la expresion de pro-
teinas mas ricas en los aminoacidos deficitarios.

3.4. Clasificacion de las proteinas de colza

Las proteinas constituyentes del extracto proteico se
clasificaron de acuerdo al método de Osborne et al.
(1897) (tabla IV). Asi, las proteinas mas abundantes son
las solubles en agua o albiminas con un 49.4% segui-
das de las globulinas, proteinas solubles en NaCl 1M,
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Tabla Il
Composiciéon de aminoacidos

g/ 100 g de proteinas

g/ 100g de aa g/ 100 g de proteinas FAO (1985)

Aspartico 9.3 8.3

Glutamico 18.5 18.3

Serina 6.8 4.8

Histidina 2.6 2.7

Glicina 10.5 5.3

Treonina 54 4.4 3.4
Arginina 6.4 7.5

Alanina 6.5 3.9

Prolina 5.3 4.1

Tirosina 2.1 2.6

Valina 4.3 3.4 3.5
Metionina 2.3 2.3 2.52
Cistina 14 2.3

Isoleucina 3.2 2.8 2.8
Leucina 7.3 6.4 6.6
Fenilalanina 3.2 3.5 6.3°
Lisina 4.9 4.8 5.8

Cada valor representa la media + desviacién estandar de tres medidas.

3Metionina + cisteina. Tirosina + fenilalanina.

que representan un 31.6%. En menor cantidad se
encuentran las prolaminas, extraidas con alcohol al
70%, y las glutelinas extraidas con NaOH a pH11.

Tabla IV
Clasificacion de Osborne de las proteinas
de colza
Proteina Contenido
AlbUiminas 49.4
Globulinas 31.6
Prolaminas 04
Glutelinas 18.6

Los valores se expresan en % referidos al material original.
Cada valor representa la media + desviacion estandar de tres
medidas’

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
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4. CONCLUSIONES

Se ha puesto a punto un sistema de obtencién de
aislados proteicos a partir de harina de colza desen-
grasada que consiste en una extraccion de las prote-
inas solubles a pH basico y una precipitacion poste-
rior de las mismas al pl acido. Con el método
disefiado se reducen en mas de un 90% los conteni-
dos en sustancias indeseables para el aislado protei-
co, como azucares, fenoles y otros en relacion a la
harina original.

El aislado proteico final tiene una riqueza en prote-
inas del 86%, una digestibilidad in vitro del 91.6% vy
unos valores de absorcion de agua y aceite que pro-
porcionan un producto deseable para su uso en ali-
mentacién, pudiendo utilizarse como materia prima
para la obtencién de hidrolizados proteicos.

Este método puede hacerse extensible a otros
materiales procedentes de la extraccion del aceite con

http://grasasyaceites.revistas.csic.es
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un contenido elevado de proteinas de buena calidad,
tales como la harina de girasol desengrasada o semillas
de leguminosas no utilizadas para consumo directo.
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