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Evolution of the index of innovation in assistive technology in Brazil
Evolucao do indice de inovacao em tecnologia assistiva no Brasil
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Resumen

Los bancos de patentes mundiales han servido como indicadores de los avances de las tecnologias desde los siglos
pasados, propiciando identificar las mas recientes innovaciones ocurridas y la evolucion de los perfeccionamientos
que vinieron al mercado, siendo que una de las consecuencias de la actual evolucién tecnoldgica retratada por
ellos esté reflejada en el alto nimero de personas que conviven con problemas de movilidad. El presente articulo
analiza la evolucion del indice de innovacién en tecnologia asistiva en Brasil a partir del analisis del nimero de
depositos de patentes para silla de ruedas, bastones, muletas y andadores investigados en el banco de patentes
del Instituto Nacional de la Propiedad Industrial - INPI, desde 1976, identificandose un total de 240 depoésitos de
esos dispositivos. Un analisis de la variacion temporal de estos depositos, las razones de repentinos crecimientos

en determinados periodos, asi como las principales novedades presentadas se encuentran relatadas.

Palabras clave: Innovacioén; Propiedad Industrial; Movilidad; Tecnologia Asistiva; Disefio.

Abstract

World patent banks have served as indicators of the advances of technologies since the past centuries, allowing
to identify the latest innovations that have occurred and the evolution of the improvements that have come to
the market, being that one of the consequences of the current technological evolution portrayed by them is
reflected in the high number of people living with mobility problems. The present article analyzes the evolution
of the index of innovation in assistive technology in Brazil, based on the analysis of the number of deposits of
patents for wheelchairs, walking sticks, crutches and walkers researched in the patent bank of the National
Institute of Industrial Property - INPI, since 1976, identifying a total of 240 deposits of these devices. An analysis
of the temporal variation of these deposits, the reasons for sudden growth in certain periods, as well as the main

novelties presented are reported and discussed.

Keywords: Innovation; Industrial Property; Mobility; Assistive Technology; Design.

Resumo

Os bancos de patentes mundiais tém servido como indicadores dos avancos das tecnologias desde os séculos
passados, propiciando identificar as mais recentes inovacdes ocorridas e as evolucao dos aperfeicoamentos
que vieram para o0 mercado, sendo que uma das consequéncias da atual evolucao tecnologica retratada por

eles esta refletida no alto nimero de pessoas que convivem com problemas de mobilidade. O presente artigo

analisa a evolucao do indice de inovacao em tecnologia assistiva no Brasil a partir da analise do numero de
depositos de patentes para cadeira de rodas, bengalas, muletas e andadores pesquisadas no banco de patentes
do Instituto Nacional da Propriedade Industrial - INPI, desde 1976, identificando-se um total de 240 depdsitos
desses dispositivos. Uma analise da variacao temporal desses depdsitos, as razoes para subitos crescimentos em

determinados periodos, bem como as principais novidades apresentadas se encontram relatadas e discutidas.

Palavras-chave: Inovacao; Propriedade Industrial; Mobilidade; Tecnologia Assistiva; Design.
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Introducao

Durante o desempenho das atividades de vida diaria
(AVDs) a mobilidade ¢ um dos fatores de maior influéncia
na qualidade de vida de qualquer individuo. No entanto,
circunstancias diversas podem comprometer a capacidade
de locomogao independente e satisfatoria das pessoas,
como doengas progressivas e degenerativas, lesdes da
medula espinhal, acidentes, amputagdes, envelhecimento,
dentre outros.

Segundo o IBGE (2010)"2, 23,9% da populagéo bra-
sileira apresenta algum tipo de deficiéncia, estando em
primeiro lugar com 18,6% as deficiéncias visuais, e logo
em seguida, representando 7% dos casos, as deficiéncias
motoras. Ou seja, algo que atinge mais de 10 milhoes
de pessoas no Brasil. O processo de envelhecimento, na
grande maioria dos casos, vem acompanhado de doencas
cronicas e degenerativas reduzindo a autonomia dos idosos,
sendo necessario o auxilio de cuidadores ou recursos para
a realizagdo das tarefas diarias®. Esse mesmo censo indica
que a porcentagem de idosos, candidatos naturais a vir a ter
algum tipo de deficiéncia, atingiu 7,4% da populagdo, com
progndstico de crescimento nos proximos anos.

O auxilio para que essas pessoas ganhem alguma au-
tonomia de movimentagdo chega, prioritariamente, através
da Tecnologia Assistiva (TA). Classificada pelo Comité
de Ajudas Técnicas da area da Pessoa com Deficiéncia
(CAT*, formado por representantes de drgdos do Governo
Federal, especialistas e representantes da sociedade civil,
como uma disciplina de dominio interdisciplinar que tem
por objetivo restaurar a fungdo humana e diz respeito a pes-
quisa, fabricagdo, recursos ou estratégias que fortalegcam
as habilidades funcionais de pessoas com capacidades
especificas®. A importancia da Tecnologia Assistiva, ¢ de
seu desenvolvimento, para o exercicio de mobilidade de
pessoas torna-se cada vez mais fundamental e prioritaria,
¢ os dados apresentados pelo IBGE mostram a grande
demanda existente para o desenvolvimento de novos
produtos voltados para esse publico.

Dentre os dispositivos de tecnologia assistiva que
auxiliam a mobilidade e aumentam a qualidade de vida
de seus usuarios estdo presentes tanto a cadeira de rodas,
indicadas as pessoas que necessitam de auxilio total para
a mobilidade, quanto os andadores, muletas ¢ bengalas,
que servem como dispositivos complementares a marcha.
Tais tecnologias possibilitam autonomia e independéncia
na realizagdo de atividades diarias aos individuos com
limitagdes, além de propiciar uma maior integragao e
participagdo destes na sociedade.

Os desenvolvimentos tecnolégicos que tém revolu-
cionado a producdo desses dispositivos necessitam que,
antes de serem disponibilizados no mercado, seus criadores
tenham suas invengdes protegidas. O mecanismo apro-
priado para isso ¢ o registro de patentes, permitindo que
a prote¢do dos avangos ¢ novidades apresentadas sejam

RECyYT / Afo 21/ N° 32 /2019

resguardadas por um periodo de tempo. Porém, o mesmo
dispositivo que possibilita ao inventor ter exclusividade na
exploragdo comercial de seu invento, como contrapartida
exige que seu depositante disponibilize essa contribuicao
ao publico interessado, permitindo que tenham conheci-
mento da novidade apresentada, sendo esse o importante
fator do instrumento que viabilizara que a tecnologia
evolua, norteando as proximas inovagdes.

A Patente como instrumento de protegdo intelectual
data de tempos antigos. Ja no século XIX o acelerado
desenvolvimento dos paises e a consequente ampliagao
do comércio internacional, fez com que as industrias mais
desenvolvidas estabelecessem mecanismos capazes de
impedir a copia dos produtos expostos em feiras indus-
triais®. Segundo Pavanelli’ no Brasil em 1809, na época de
Dom Joao VI, havia também essa preocupacao e ocorria a
protecdo as invengdes como uma ferramenta que visava a
prosperidade do Estado, o que acontecia em areas ligadas
a agricultura, comércio e melhorias nas navegagoes.

Neste sentido, a propriedade industrial no Brasil,
regulamentada pela Lei n® 9.279/96, abrange um conjunto
de direitos e deveres relacionados a bens intelectuais e in-
dustriais, assegurando ao proprietario, ndo necessariamente
inventor, a exclusividade de fabricagdo, importagdo, uso e
venda. Compreende ainda a prote¢@o de objetos de Patente
de Invengdo (PI), Modelo de Utilidade (MU), marca,
desenho e segredo industrial e repressdo a concorréncia
desleal. Para a concessao de uma patente, ¢ realizado um
pedido de registro de patente no Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), no qual, como Autarquia
Federal, responsabiliza-se pelo sistema oficial de patentes®.
A partir da data de deposito, a vigéncia das patentes para
PI é de 20 anos e para MU, 15 anos®. Segundo Malavolta
(2008)° para que uma Patente de Invengdo seja considera-
da, a atividade deve ser uma novidade e ter aplicabilidade
industrial; quando houver uma modificagdo de um objeto
de uso pratico ja existente ¢ que resulte em melhoria fun-
cional, considera-se entdo um Modelo de Utilidade.

O registro de patentes ¢ considerado um indicador
relevante que avalia a capacidade do pais em transformar
a pesquisa aplicada em inovagdes tecnoldgicas. Portanto,
o estudo de registro de patentes relacionados ao desen-
volvimento de produtos de tecnologia assistiva torna-se
indispensavel no ambito da pesquisa em inovagoes,
impulsionando e incentivando novas prospecc¢des na
producdo de produtos de TA, além de identificar o indice
de inovagdo e as evolucdes tecnoldgicas apresentadas por
esses equipamentos voltados para a tecnologia assistiva.

Este trabalho apresenta o levantamento das patentes de
cadeira de rodas, bengalas, muletas e andadores deposita-
dos no INPI ao longo dos ultimos 40 anos para identificar
a evolugao desses artefatos no Brasil, retratando a evolucao
tecnoldgica e indice de inovagdo que a tecnologia assis-
tiva recebeu ao longo do tempo. Apresenta, também, as
principais contribui¢des identificadas e novidades exibidas,
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permitindo-se ter a visdo do estado em que se encontra
a tecnologia assistiva no pais ¢ mostra que as mudancas
ocorridas, normas legais influenciaram nos indices e,
consequentemente, no avango tecnoldgico ocorrido.

Material e Método

A pesquisa foi realizada através de busca exploratoria
descritiva na plataforma online do Instituto Nacional
da Propriedade Industrial (INPI), no periodo de 1976 a
agosto de 2016, na categoria de consulta de -Base Patente-,
-contendo todas as palavras-, com os seguintes descritores:
bengala, muletas, andador e cadeira de rodas no titulo, a
partir do ano de 1976 (quando foram encontrados os pri-
meiros registros de produtos de TA) até o periodo de julho
de 2016. Os documentos foram classificados obedecendo
as tradicionais numeracdes de patentes do INPI.

A partir de 2012, com a mudanga de nomenclatura
ocorrida, utilizou-se as siglas: BR10 - Patente de Invencao;
BR20 - Modelo de Utilidade; BR11 € BR21 referem-se
a PCT (pedidos oriundos do Patent Cooperation Treaty).
Nao foram considerados os registros de patentes BR13,
relacionados aos Certificados de Adigdo.

Resultados e Discussao

Por meio da busca de palavras contendo “cadeira de
rodas” foram localizados, a partir de 1976, um total de
131 protocolos no INPI, considerando tanto os Pedidos de
Invenc¢do quanto os Modelos de Utilidades; com o descritor
“andador” foram localizados 46 resultados; com a palavra
“bengala” foram obtidos 51 protocolos, e com o descritor
“muletas” foram encontrados 12 documentos (Figura 1).

Figura 1: Relacao de documentos encontrados
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A partir de 1986 até 1995, houve um aumento signi-
ficativo de documentos de depositos de patentes, o que
pode ser identificado pela mudancga da inclinac¢do da reta
quando se interliga o periodo mencionado com o anterior
(1976-1985), ou seja, neste intervalo ocorreu o aumento
da derivada encontrada para todas as variaveis medidas

(Figura 2). Como Pdvoa (2008)'° apontou, durante o
decorrer dos anos de 1990, aconteceram mudangas em
relagd@o as normas de propriedade industrial, sugerindo que
essas mudangas impactaram o patenteamento de produtos.
Nao se concedia, anteriormente, protecao para invengdes
em areas especificas de grande importancia, como a de
produtos quimicos e farmacia, por exemplo. Porém, a Lei
n°® 9.279, que entrou em vigor em 15 de maio de 1997,
adaptou a Lei n® 5.772, de 21 de dezembro de 1971,
vigente até entdo, ao termo que estabelece que os paises
subscritores ndo devem excluir nenhuma area tecnologica
para a concessdo de patentes. Sendo assim, a permissao
de patentes sem discriminagdo de areas passou a ser
obedecida no Brasil. Outra mudanca apontada pelo autor
esta relacionada ao aumento do niimero de pesquisadores
dentro das universidades que, em virtude da preocupagao
com os resultados de algumas de suas pesquisas, passaram
a dar valor a buscas e obtengo de patentes.

Na analise realizada identificou-se que durante o pe-
riodo compreendido de 1976 a 1985 encontraram-se 12
registros relacionados a cadeira de rodas, tratando-se dos
dispositivos de TA com maior nimero de patentes dentre
todos os considerados durante esses anos, 1 registro rela-
cionado a andador, 9 registros a bengala, ficando esta em
segundo lugar logo apds a cadeira de rodas, e somente 1
registro para muletas neste periodo de tempo (Figura 2).

Figura 2: Evolucao temporal de patentes
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A Figura 3 mostra que o periodo concentrado de 2006 a
2016 foi no qual se registrou o maior numero de depdsito
de documentos de patentes de dispositivos de tecnologia
assistiva auxiliadores na mobilidade (Figura 4) em valores
absolutos. Porém que houve uma diminuigdo na taxa da
variacao de depositos para as muletas e cadeiras de rodas.

Figura 3: Quantidade de depdsito por periodo

1986 4 1995

Fonte: Elaborado pelos autores.
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Ressalta-se que esse aumento pode estar relacionado
com a proposta da Secretaria de Ciéncia ¢ Tecnologia
para Inclusdo Social - SECIS, que a partir do ano de 2005,
investiu no desenvolvimento de a¢des em Tecnologia
Assistiva''. As primeiras iniciativas nesse sentido foram
realizadas por meio da Financiadora de Estudos e Projetos
(FINEP)'? que compreendeu a importancia de impulsionar
projetos especificos para pessoas com deficiéncia (MINIS-
TERIO..., 2015)"3. O programa de Inovagdo em Tecnologia
Assistiva, apoiado pelo FINEP, com o objetivo de subsidiar
o desenvolvimento tecnoldgico e a inovacgao de produtos,
processos e servigos direcionados para individuos com
deficiéncia, mobilidade reduzida e idosos, tornou-se uma
das agdes do Plano Nacional dos Direitos da Pessoa com
Deficiéncia - Viver sem Limites, vigente em 2011 (FINEP,
2015)'2 Porém, identifica-se que o investimento e incenti-
vos oferecidos nao teve grande efetividade.

O realizado corrobora a afirmagao de Rocha, onde
encontra-se citado: “O pais encontra-se em destaque pelo
desenvolvimento cientifico, caracterizado pelo satisfatorio
numero de publicagdes cientificas”!* No entanto, ainda tem
muito a se esforcar para que a atividade inovativa, traduzi-
da pelo nimero de depésito de patentes seja também um
indicador de desenvolvimento em produgdo tecnologica.

A Figura 4 apresenta que os depositos referentes a ca-
deira de rodas correspondem a mais de 55%, ou seja, mais
do que a soma de todos os outros juntos, ficando a muleta,
com somente 5%, com a menor solicitacdo dentre eles.

Figura 4: Deposito entre 1976 e 2016

Muletas

Cadeira de rodas

Andador

Fonte: Elaborado pelos autores.

A analise dos documentos depositados mostra que a
maioria dos avangos ¢ pedidos de protecdo referem-se a
dispositivos que visam garantir aos seus usuarios maior
seguranga, autonomia e condi¢des posturais adequadas em
producdes totalmente inovadoras, melhorando os aspectos
funcionais dos dispositivos. Em uma analise por categoria,
pode-se verificar que o maior nimero esta relacionado a
Patente de Invengdo, seguido de Patente de Modelo de
utilidade, Modelo Industrial e por Gltimo, PCT (Figura 5).
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Figura 5: Deposito por categoria
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A analise dos depdsitos efetuados, de modo a se conhecer
as principais novidades e avangos conseguidos, identificou
que, dentre as principais inovagdes em relacdo as cadeiras de
rodas, destacam-se as que estdo contidas no depdsito intitu-
lado “Cadeira de rodas de seguranga” - BR 1020140255320,
que tem como novidade uma quinta roda traseira com a
inten¢do de reduzir os riscos de quedas para tras, tanto em
manobras quanto em terrenos irregulares, permitindo ainda
uma maior estabilidade e conservagao de energia do usuario;
0 Modelo de Utilidade denominado “Brago extensor com
amortecedor para eixo dianteiro de cadeira de rodas” - MU
8903080-0 - apresenta como novidade a protecao do posicio-
namento das rodas dianteiras da cadeira de rodas a frente do
apoio de pés do usuario, que desloca seu ponto de equilibrio
e evita tombamentos, além de um sistema de amortecimento
por meio de molas. Desta forma o dispositivo possibilita a
mobilidade de usudrios de cadeira de rodas em terrenos de
dificil acesso, proporcionando a independéncia e favorecendo
a inser¢ao social; no registro PI 0502550-8, “Disposicao
construtiva introduzida em mecanismo de propulsdo invertida
em cadeira de rodas auxiliando na obtengdo de uma melhor
adequagdo postural do cadeirante”, propde-se um mecanismo
de propulsdo invertida, no qual o usudrio aplica uma forga
de tensao no sentido contrario ao deslocamento, fazendo uso
de sua estrutura musculoesquelética posterior ¢ mantendo o
equilibrio pélvico para manutencao postural durante as ma-
nobras com a cadeira de rodas, no Modelo de Utilidade BR
202014002916-3 U2 — “Disposi¢do Construtiva em cadeira de
banho para individuos com deficiéncias fisicas motoras e/ou
com falta de estabilidade ou sustenta¢do tronco corporal”, esta
apresentado uma cadeira de rodas para banho com travas nas
rodas dianteiras, o que inibe a incidéncia de tombos frontais
dos usuarios, além de ajustes que promovem a biomecanica
postural adequada dos cuidadores em suas atividades diarias.

Com relacdo aos andadores as principais inovagdes
referem-se a dispositivos com mais praticidade de uso e
voltados para o conforto do usuario e levam em conta as-
pectos ergondmicos, como o registro P1 0905573-8 - “Dis-
positivo de alerta para muletas axilares”, com um sistema
inédito de amortecedor de carga na sola do dispositivo e o
registro BR 102012 015797 7- “Bengala, muletas e anda-
dores em aluminio anodizado”, que permite a coloracdo do
dispositivo conforme preferéncia do usuario.
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Conclusao

Um levantamento realizado junto ao banco de dados de
Patentes do Instituto Nacional de Propriedade Industrial
- INPI - identificou um total de 240 depdsitos de disposi-
tivos de tecnologia assistiva no periodo de 1976 a 2016,
com um aumento significativo a partir de 1986, quando
houve mudangas institucionais na Lei n® 9.279, além do
crescimento dos nimeros absolutos de depdsitos no perio-
do concentrado entre 2006 e 2016, gragas aos incentivos
de desenvolvimento de a¢des de Tecnologia Assistiva
financiados pela Secretaria da Ciéncia e Tecnologia para
Inclusdo Social.

Durante o levantamento identificou-se que, dos depd-
sitos do periodo, 55% dos dispositivos corresponderam
a cadeira de rodas, 21% a bengalas, 19% a andadores e
5% dos documentos depositados referiram-se a muletas
e que as novidades apresentadas tiveram por objetivo, na
maioria dos casos, proporcionar aos Usuarios seguranca e
autonomia, conforto e praticidade no uso, como a adicao
de uma quinta roda traseira no caso das cadeiras de rodas,
com bengalas e andadores confeccionados em material que
permite alteragdes segundo a preferéncia do usuario, além
de sistema de amortecimento para muletas axilares.

Embora notado o crescimento do nimero de patentes
de tecnologia assistiva nos ultimos anos, dentre os dis-
positivos pesquisados, ainda ¢ relativamente pequena a
quantidade de patentes no pais, o que pode evidenciar que
a inovagdo para esses artefatos ndo esta sendo disseminada
ou dispondo grande relevancia no Brasil.”

A analise de depdsitos de patentes e a producdo
inovativa relacionadas a TA ¢é ampla e tem muito a ser
explorada, sendo que estudos desse carater podem fornecer
informagdes relevantes para individuos com necessidades
especificas que podem ser reabilitados em suas atividades
diarias a partir do uso desses dispositivos, bem como, para
profissionais que as prescrevem.
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Resumen

La produccion de combustibles renovables ha tenido un gran impulso en los Ultimos afos. Una alternativa es la
produccion de aceites vegetales con la capacidad de reemplazar todo o parte del diesel derivado del petroleo.
El objetivo de este trabajo fue producir biodiesel a partir de mezclas de aceite de ricino virgen (VCO) y aceite de
fritura (WFO) a partir de ruta etilica y catdlisis alcalina y estudiar las propiedades fisicas y quimicas de los mismos.
El biodiesel se obtuvo a partir de 5 diferentes materias primas: VCO (B1), WFO (B2) y tres mezclas diferentes (B3:
50% VCO; B4: 25% VCO; B5: 75% VCO). Las materias primas fueron evaluadas por el nivel de acidez, acidos grasos
libres, indice de saponificacion y densidad. Para el biodiesel se determind el indice de yodo, cetano, glicerina,
ausencia de triglicéridos y reologia. De acuerdo con los resultados, todas las muestras se encontraron dentro del
estandar especificado para indice de yodo y densidad, pero el biodiesel de B1 presento viscosidad y nimero de
cetano no permitidos en la legislacién. A pesar de que los resultados de B4 y B5 se ubicaron dentro de la legislacion
para biodiesel, B4 seria una mejor alternativa debido a una mayor cantidad de WFO.

Palabras clave: Biodiesel; Oleaginosas; Ricino; Transesterificacion; Aceite de cocina usado.

Abstract

Renewable fuels production got a big boost in recent years. One alternative is the production of vegetable oils with
the ability to replace all or partly the diesel fuel derived from oil. The objective of this work was to produce biodiesel
from blends of virgin castor oil (VCO) and waste frying oil (WFO) from ethylic route and alkaline catalysis as well
as to study the physical and chemical properties. Biodiesel was obtained from 5 different raw materials: VCO (B1),
WFO (B2) and three different blends (B3: 50%VCO+50%WFO; B4:25%VCO+75%WFO; B5:75%VC0+25%WFO). The raw
materials were evaluated by acidity level, free fatty acids, saponification index and density. For the biodiesel, the
index of iodine, cetane, glycerin, absence of triglycerides and rheology was determined. According to the results,
all samples were within the specified standard for iodine index and density, but B1 biodiesel showed viscosity and
cetane number not allowed in the legislation. Despite the fact thatB4 and B5 results were within the legislation for
biodiesel, B4 would be a better alternative due to higher quantity of WFO.

Keywords: Biodiesel; Oilseeds; Castor beans; Transesterification, Waste cooking oil.

Introduction

Throughout the 20th century, petroleum refining pro-
ducts became the main form of energy generation and the
main basis for the development of the chemical industry,
generating a global dependence on this fossil fuel, making
several countries susceptible to variations in the price of oil
in the international market. However, the oil crisis, in the
70’s and 80’s, has given rise to several studies concerning
the pyrolysis of triglycerides. With the risk of depletion

of some energy sources, especially fossil energy with no
prospects of renewal, there is a motivation for the deve-
lopment of technologies that allow the use of renewable
energy sources [1].

The burning of fossil fuels with the consequent release
of greenhouse gases has intensified as society becomes
more and more dependent on oil derivatives. This fuel, in
addition to provoking innumerable and well-known envi-
ronmental problems, is a finite resource, whose extraction
process is becoming gradually more complex. This fuel
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belongs to the category of non-biodegradable fuels. Moreo-
ver, pollutants, such as COz’ are released into the atmosphere
during their burn, besides the possibility of sulfur oxides
emission. Once the planet cannot assimilate all CO, released
in the long term, the accumulation of this and other gases
cause the greenhouse effect increasing [2-5].

Biodiesel is a vegetable oils and fats derived fuel,
commonly obtained by transesterification using a catalyst
agent. It is classified as a renewable and biodegradable
fuel, with low emission of polluting compounds into the
atmosphere. Therefore, biodiesel has been seen as the fuel
of the future. Indeed, biodiesel totally or partially replaces
petroleum diesel fuel in stationary diesel engines (gene-
rators of electricity, heat, etc.) or within the automotive
industry (trucks, tractors, vans, cars, etc.) and can be used
pure or mixed with diesel in different proportions [6-8].

Regarding the economic importance of biodiesel pro-
duction, it can cooperate with the economic development
of several regions of the world, since biodiesel can be
produced from any source of fatty acids, however not all
of them make the process industrially feasible. The use of
waste oils and fats (frying oil, refining lees, sewage grease,
vegetable oils or animal fats), which are out of legislation
standards and useless for another ends, is promisingsince
it avoids improper disposal [9]. The recycling of waste
oils and fats for biodiesel obtainingcan cooperate with the
economic development of several regions of Brazil and
other contries. Moreover, the consumption of biodiesel and
its blends can reducepetrol dependence, as well as generate
alternative jobs in less favorable geographic areas to other
economic activities [10, 11].

Nowadays, issues associated with the environment have
worsened significantly, in view of the disorderly increase in
population and the subsequent generation of large amounts
of recycling complex waste. At present, to ensure survival
on the planet, every effort should be made in order to
recycle most of the generated waste, including the oil used
in frying. This material can be transformed in biodiesel
by transesterification and reused as fuel. Considering that
after successive re-use in frying the oil has its fatty acid
composition and physico-chemical characteristics altered,
therefore it becomes inadequate for food processing even
when subjected to purification [12, 13].

In an attempt to contribute to the reduction of atmos-
pheric pollution, the objective of this work was to produce
biodiesel from blends of virgin castor oil (VCO) and waste
frying oil (WFO) from ethylic route and alkaline catalysis
as well as to study the physical and chemical properties.

Materials and Methodology
Raw material to obtainingthe biodiesel

The biodiesel was obtained by the transesterification
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reaction, from virgin castor oil (VCO), waste frying oil
(WFO), and blends of VCO and WFO in different pro-
portions as: B1 (100% VCO), B2 (100% WFO), B3 (50%
VCO+50% WFO), B4 (25%VCO+75% WFO) and BS
(75% VCO + 25% WFO). The WFO samples, provided by
an event company (which prepares snacks by immersion
in heated soybean oil), were filtered in two stages: (i).
larger particles and food residues were removed by a steel
wool pad attached to a nylon sieve; (ii) smaller particles
were vacuum-filtered with Whatman filter paper n° 2. The
resulting filtrate was vacuum-dried for 90 min at 100° C,
according to Zhang et al. [14].

Transesterification reaction to obtaining the biodiesel
from the blends

Transesterification was carried out in a magnetic sti-
rrer with heating (Model 753A, FISATOM), where 100
mL of each blend was heated to 55°C.After that, 33 mL
ethyl alcohol and 1 g KOH (catalyst) were added to the
reactional mixture with stirring in order to keep system
uniform temperature (55°C) and homogeneity for 80
minutes. After that, the mixturewas cooled down at room
temperatureand distilled under reduced pressure in order to
remove ethyl alcohol excess. The resulting ester/glycerin
mixture was transferred to a separating funnel and kept
standing for 24 h, yielding two phases: biodiesel (upper
phase) and glycerin (lower phase). After glycerin removal,
biodieselwas washed and heated at 100°C for 15 min for
water and residual ethyl alcohol removal [15, 16].

The yield of each biodiesel sample was calculated
according to equation (1):

% of yield= Volume of biodiesel \] 100
Volume of reactional mixture

Where the volumeof reactional mixture is the sum (oil
blend + ethyl alcohol).

Physico-chemical parameters

The initial blend was characterized according to acidity
levelby Potentiometric Titrationwith NaOH 0,1N (ASTM
D664 - 11a) [17], saponification index (ASTM D1387 —
89) [18], density (through a glass densimeter Anton Paar,
model DMA 35N) (ASTM D1298 - 12b) [19] and free fatty
acid composition (A.O.A.C., 2004) [20]. The free fatty
acid composition was obtained with a gas chromatograph
(Varian CG3800), using CP-WAXS58 capillary column
equipped with flame ionization detector, according Ma-
chado & Druzian [21].

The resulting biodiesel was characterized with
respect to the acidity level [17], iodine value (ASTM
D1959-97) [22], cetane number (ASTM D4737-10)
[23], density(ASTM D1298 - 12b)[19] and glycerin by
UV Spectroscopy [24]. The absence of triglycerides was
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Table 1: Blend composition used as raw material for biodiesel obtaining and physical and chemical parameters.

Free Fatty |SaPonification . n ,
Blend Acidity i y Index Density Fatty acidcomposition (wt%)
(mgKOH/goil) o (mgKOH (g/cm3)
(%) /g oil) €16:0 c18:0 c18:1 c18:2 c18:3 c22:0
B1 024001 | 152042 [21503+056| 0.96+002 | 150001 | 200:0.03 | 92.50:0.04 | 270:0.04 | 025:002 | 1.05:0.04
B2 182+002 | 644:077 [32899:023| 092+001 | 11.40:002 | 3.28:000 | 22.18:0.00 | 56.24:0.01 | 6.90:0.01 | 0.000.00
B3 1112040 | 446+039 [29832:0.14| 094+001 | 6.45:001 | 2.64:003 | 57.34:002 | 29.47:0.04 | 3.58:0.02 | 052:0.04
B4 170020 | 476+040 [311.92:021| 093:001 | 893:001 | 296:000 | 39.76:0.03 | 42.86:0.00 | 524002 | 0.26+0.04
BS 102001 | 390£1.19 [29615:0.16 | 0.95+001 | 3.98:000 | 2.32:001 | 7492002 | 16.090.01 | 1912003 | 0.79+0.01

VCO: virgin castor oil;

WFO: waste frying oil;

C16:0: palmitic acid;

C18:0: stearic + dihydroxysteraric acids;

C18:1: oleic + ricinoleic acids; C18:2: linoleic acid; C18:3: linolenic acid;
C22:0: behenic acid.

verified through proton nuclear magnetic resonance ('H-
NMR). The conversion rate was calculedas the percentage
of oil transformed into biodiesel (ethyl esters), based on
the data generated through Nuclear Magnetic Resonance
(NMR in the infraredregion), where the biodiesel samples
were dissolved in chloroform and the spectra obtained in
a Varian spectrometer (Mercury — 300MHz).

The rheological behavior of the biodiesel was analyzed
in a rotating rheometer (Brookfield, LV - DVII), with the
samples at 40°C. The rheograms were adjusted Casson and
Power Law (Ostwald-de-Waelle) models, and the rheologi-
cal parameters obtained were: consistency coefficient (K),
n: behavior index (n), Casson yield stress (K.) and Casson
viscosity (K.).

Results and Discussion

The results presented in Table 1, regarding the compo-
sition in fatty acids (by chromatographic analysis), show
differences between the degree of unsaturation of the oils
analyzed. That is, the blends with high VCO content (abo-
ve 50%, that is, B1, B3 and BS5) presented as the majority
unsaturated fatty acidthe oleic acid, presenting excellent
quality characteristics; however, the blends containing
the highest concentration of linoleic acid are those with
frying oil in the highest proportions. These results are in
agreement with those obtained by Silva [25], who analyzed
the physical-chemical properties and profile of fatty acids
in andiroba oil.

All blends present acidity values within the standards
recommended by legislation, since all of them had an
acidity level below than 3% [26]. The higher WFO acidity
level can be explained by the break down and release of
the triglycerides chains, considering that free fatty acids are
produced by oxidation reactions that are intensified during
the frying process [27].

The higher saponification index can be explained by the
fact that the blends are not refined, which saponification
index ranges from 177 to 187 mg e on /g, for top quality
oils [28].

The density values of the blends corroborate with those
found in the literature [29, 30]. Accordingto the Brazilian
standards recommended [31], the density specification for
use in engines lies between the 0.85-0.90 g/cm? range.
Valente et al [30] observed this density specification in
blends with 70% biodiesel from waste cooking oil or from
castor oil in diesel fuel N° 2.

Regarding to the biodiesel yield, presented in Table 2,
except for B1, yields higher than 50% of transesterification
were observed (B4 > B2 > B5 > B3) and the lower reaction
yield, observed in B1, can be attributed to the alkaline
catalyst reaction with VCO free fatty acids, which resulted
in soap.

As shown in Table 2,B1, B4 and B5 are in accordance
with the legislation [32], which affirms that the maximum
acidity level for biodiesel is 0.50 mg, /g ..All the sam-
ples showed iodine index within the specified standard in
a maximum value of 120 g /g .[29, 30] and the density
is within the specified standard as well of 900 K/m [33].

A high amount of free glycerin was observed in the
blends with high ricinoleic acid content (B1, B3 and BS).
According with Vieira et al. [34], a reaction between the
hydroxyl group of this fatty acid and the carboxyl group
results dimers, which are detected as diglycerides, resulting
in values that exceed the process expectation.

Respecting to cetane number, except forB1, the cetane
number of biodiesel is in the allowed range (30-45).Accor-
ding with Lobo, Ferreira and Cruz [29], the cetane number
increases with the length of the non-branched carbon chain.
As showed in Table 1, Ricinoleic acid is the predominant
fatty acid in VOC, therefore a low cetane number for Bl
was expected.

There was no significant difference between the results
for proton nuclear magnetic resonance for B1 and B5
conversion rate (Table 2). However, increased amounts
of WFO in the blend led to lower conversion rates. The
conversion was greater when B3 was used as raw material
for biodiesel production. A possible explanation for this
would be the fact that the NMR methodology was unable
to separate and quantify the individual sterols [28], since
the methodology consists of the identification of the mo-
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Table 2: Volumetric yield of the transesterification reaction and biodiesel physico-chemical parameters.

Blend Composition Trans_terification Acidityleve_l lodine Infjex Density Freeglycerin Cetanenumber Conversion rate*
Yield (%) (mgKOH/goil) (g12/goil) (g/cm3) (%) (%)
B1 100% VCO 28.46 0.27 £0.01 110.86 + 2.32 0.95+0.01 0.64 +0.01 24.46 40.08
B2 100% WFO 56.15 0.56 +0.01 99.05 +0.98 0.92 +0.01 0.02 +0.01 33.39 23.82
B3 50% VCO + 50% WFO 52.31 0.55 + 0.02 77.99 +0.13 0.92 +0.01 0.28 +0.04 31.90 61.49
B4 25% VCO + 75% WFO 59.21 0.48 + 0.01 93.01 +4.81 0.92 + 0,01 0.03 +0.03 30.99 32.68
B5 75% VCO + 25% WFO 53.08 0.27 +0.01 76.30 + 3.49 0.94 +0.09 0.33+0.01 31.19 40.53
* obtained from spectrum analysis (NMR).
lecules present, in the region of 4.05-4.35 ppm, during a  Acknowledgements

transesterification reaction by 'H-NMR and certification
by NMR 13C.That is, in the quartet generated by protons
of ethoxy group (-OCH,CH,), the unfolding at lower che-
mical displacement (4.09) is the only resonance peak that
does not overlap with any other mono-, di- or triglyceride.

Table 3 shows that all biodiesel samples presented
the rheological behavior of a Newtonian fluid, since the
values for behavior index (n) and Casson yield stress (K.)
are close to 1 and 0, respectively and, thus, the rheogram
can be represented by a straight line through the origin,
as shown in Fig.1.For this case, the parameter K equals
the absolute viscosity of the Newtonian model, directly
related to the internal friction of the biodiesel, that is, to
the resistance to the flow.

Table 3: Rheological parameters of different biodiesel formulations.

Biodiesel Power Casson
samples K n r2 Ko K 2
B1 0.95+0.13 0.98+0.01 0.99 0.03+0.00 0.76+0.07 0.99

B2 0.22+0.11
B3 0.21+0.19
B4 0.39 +0.12
B5 0.28 +0.15

0.99+0.02 0.99
0.97+0.03 0.99
1.01+£0.03 0.99
0.98+0.04 0.99

0.02 + 0.00
0.09 + 0.00
0.02 + 0.00
0.06 + 0.00

K: consistency coefficient, n: behavior index, rZ correlation
coefficient, K,..Casson yield stress.

0.47 £0.12  0.99
043+0.05 0.99
0.63+0.14 0.99
0.50+0.18 0.99

Figure2: Rheogramsof biodiesel formulations.

31 "= B1 (u=5,821 cP) = B4 (=391 cP)
== B2 (u=2,20 cP) e
_ B5 (u=2,58 cP,
5 "= B3 (u=1,89 cP) v oP)
3 21
o
&
©
[
& 17
T T T T T T T T T T
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Shear Rate (s™)
Conclusion

The blend composed by25% VOC + 75% WFO (B4)
showed up attractive with respect to oil reuse, cheapening
the overall process and avoiding inappropriate waste
disposal along with environmental pollution, besides all
parameters are within the legislation.
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Resumen

Se muestran los resultados de la investigacion desarrollada en un sistema de riego por surcos en la Finca Tio Pedro
del municipio de Venezuela, provincia Ciego de Avila, Cuba. El objetivo del trabajo fue determinar los indicadores
hidraulicos y energéticos del riego por surcos para el aprovechamiento eficiente del agua y la energia eléctrica.
Los resultados indican que el caudal promedio aportado por la bomba medido mediante los métodos volumétricos
y flotadores es de 60 L ™. Las pérdidas unitarias de agua en el canal principal de riego son de 0,62 L s" m™. Los
indicadores energéticos del riego: consumo de energia eléctrica por unidad de volumen (€, ); consumo de energia
eléctrica por unidad de produccion (E,); consumo de energia eléctrica por unidad de beneficio neto (E,) alcanzaron
valores globales de 0,56 kW m3; 290 kW t; y 90 W $-, correspondiendo los mejores resultados al cultivo del tomate
en todos los casos.

Palabras clave: Indicadores de riego, sistema de gestion energética, uso eficiente del agua.

Abstract

The results of the research developed in a furrow irrigation system at the Tio Pedro Farm in the municipality of
Venezuela, Ciego de Avila province, Cuba are shown. The objective of the work was to determine the hydraulic
and energy indicators of irrigation by furrows to the efficient use of water and electric energy. The results indicate
that the average flow rate provided by the pump measured by volumetric and float methods is 60 L s™'. The unit
water losses in the main irrigation channel are 0,62 L ' m™'. The energy indicators of irrigation: consumption of
electric energy per unit volume (£,); consumption of electric energy per unit of production (E,); consumption of
electric energy per unit of net profit (£,) reached global values of 0,56 kW m®; 290 kW t; and 90 W $, with the
best results corresponding to the tomato crop in all cases.

Keywords: Irrigation indicators, energy management system, efficient water use.

Introduccion

La agricultura es una actividad de gran importancia
estratégica por constituir una base fundamental para el
desarrollo autosuficiente y la riqueza de las naciones; sin
embargo, requiere de la utilizacion de la energia eléctrica
ampliamente utilizada en el regadio que es el mayor con-
sumidor de agua y energia dentro del sector agrario. El
regadio supone en algunas regiones mas del 90% de los
usos totales de agua [1].

El manejo y operacion adecuada de los sistemas de
riego se orientan hacia la reduccion del consumo de agua
y energia para la conservacion eficaz de estos recursos
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naturales. Para el cumplimiento de esta meta se requiere
conocer el consumo de estos recursos y utilizar toda el
agua disponible con menores costos y sin desperdicio a
partir de sistemas de medicion adecuados [2].

Las mayores pérdidas de agua asociadas al manejo
inadecuado del agua se producen en el riego por grave-
dad que es el método mas utilizado a nivel mundial [3].
En Cuba también ocurre este tipo de comportamiento y
se debe principalmente a la carencia de una politica de
modernizacion de los sistemas por la falta de inversiones
para su mejoramiento [4]. No obstante, esta situacion pue-
de mejorarse a partir del disefio, manejo correcto a nivel
parcelario y la tecnificacion del sistema [5,6].
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Por otro lado los indicadores que relacionan el con-
sumo de agua y energia constituyen herramientas que se
construyen para el logro de diversos propositos como:
orientar el avance en relacion a la consecucion de objetivos
y metas determinadas, encontrar las principales tendencias
en la dindmica de los procesos y robustecer la evaluacion
integral de las variables de interés [7,8]. Su aplicacion en
un sistema de riego contribuye al mejoramiento del disefio
y el manejo, al uso racional del agua y sobre todo a la
evaluacion del desempefio para su perfeccionamiento.

El objetivo del trabajo consiste en realizar la evaluacion
hidro energética del riego por surcos, mediante la determi-
nacion de indicadores que contribuyan al aprovechamiento
eficiente del agua y la energia eléctrica.

Materiales y Métodos

La investigacion se desarrollo en la Finca Tio Pedro del
municipio de Venezuela, provincia Ciego de Avila, Cuba
que se encuentra ubicada a los 21°45°04” de Latitud Norte
y 78°46°45” de Longitud Oeste.

El muestreo del suelo realizado a las profundidades
podolédgicas comprendidas entre 0-0,32m permitieron
clasificar el suelo predominante en el area como Ferralitico
Rojo Tipico que se correlaciona con el orden Ferralsoles
segun la actual clasificacion de los suelos de Cuba [9].

La investigacion ocupd un area neta de 5,6 ha sembrada
de tomate y frijol como se muestra en la tabla 1, donde se
indica la variedad y el area que ocupa cada cultivo dentro
del area de estudio, sembrada seglin las normas estableci-
das para este tipo de suelo [10]. Las fechas de siembra y
cosecha se exponen en la tabla 2.

En el area de estudio se encuentra establecido un
sistema de riego por surcos compuesto por una bomba
accionada por un motor eléctrico, una obra de derivacion
mediante compuertas, un canal de mamposteria, un canal
principal y la red interna de riego. El area evaluable se
estableci6 con dimensiones de 12 m x 62,9 m para un
mejor control de las variables experimentales (figura 1).

En la tabla 3 se muestran algunas de las caracteristicas
técnicas e hidraulicas del sistema.

Tabla 1: Caracteristicas de los cultivos y superficie sembrada.

Cultivo Variedad Area (ha)
Tomate Latinoamericano 99-92 2,6
Frijol Colorado Velazco Largo 3,0

Tabla 2: Fechas de siembra.

Fecha de
siembra
18/nov/2016

Cultivo Fecha de cosecha

10/feb/2017
06/abr/2017

Tomate

Frijol 15/ene/2017

Tabla 3: Parametros de la bomba el pozo y el &rea de riego.

Parametros Observacion
Tipo de Bomba. Layne Memphis.
Velocidad de la bomba. 1356 rpm.
Consumo de energia. 0,25 kW h-1.
Profundidad del pozo. 9m.
Nivel estatico. 10 m.
Nivel dindmico. 11m.
Diametro del pozo. 50 mm.

Canal de riego
@

244 m

=}
o
©
3

424m

Figura 1: Esquema del area de estudio.

En la determinacion del caudal de la bomba se utili-
zaron dos puntos: (a) medicion del caudal en la tuberia
de descarga de la bomba y (b) medicion del caudal en el
canal de mamposteria que recibe el caudal derivado por la
bomba. La medicion del caudal en la tuberia de descarga
se realiz6 por el método volumétrico [11,12] a partir de la
medicion del tiempo en que se lleno la obra de derivacion
del caudal construida junto a la bomba.

La medicion del caudal en el canal de mamposteria
proximo a la bomba (largo de 2,0 m; ancho en la base de
0,40 m y altura promedio del tirante de agua de 0,30 m) se
baso en la aplicacion de la ecuacion de continuidad [13].
La velocidad del agua en el canal se obtuvo con el método
de flotadores [14], los cuales fueron confeccionados con
poliestireno expandido. Este procedimiento se realizd en
diez ocasiones para encontrar el valor promedio.

La medicioén del caudal en el canal de conduccién del
sistema también se realizo mediante la ecuacion de conti-
nuidad y el método de los flotadores; teniéndose en cuenta
las caracteristicas geométricas de la seccion transversal
de la zanja (para ancho maximo superficial de 0,90 m;
ancho de la base de 0,45 m; altura maxima de 0,42 my
coeficiente de talud de 1,07) y la velocidad.

Las pérdidas de agua unitaria se determinaron en un
tramo del canal con longitud de 30 m. La ecuacion utiliza-
da fue la siguiente:

_ (©5 = Q) (1)

agua L

Donde P €8 la pérdida de agua por unidad de longi-

tud expresada en litros por segundo por metro (L s™! m™);

RECyYT / Afo 21/ N° 32 /2019



18 Oswal Madrigal Millian et al.. Consumo de agua y energia en el riego superficial

O, es el caudal de la bomba (L s™); O,  es el caudal
de circulacion por el canal de conduccién (L s'); L es la
longitud del canal de conduccion (m).

Los rendimientos agricolas alcanzados en el area de
estudio en condiciones de produccion se estimaron en los
cultivos objetos de estudio a partir del conteo directo del
numero de plantas (10 plantas aleatorias por parcelas para
un total de 30 plantas en el area experimental), el peso pro-
medio de cada producto y su relacion con el area del marco
de plantacién que ocupan dentro del sistema productivo.
Se utilizaron las ecuaciones siguientes deducidas a partir
de los resultados del presente trabajo:

oo BeNeN, o
1000
A
N — sem (3)
P Apm
A, =LB ©)
A, =E,E, )

Donde R es el rendimiento del cultivo en toneladas por
hectareas (t ha™'); P, el peso promedio de un fruto (kg);
N el nimero promedio de frutos obtenidos en una planta;
Np el nimero de plantas promedio en un surco a partir
del conteo de las plantas en tres surcos seleccionados al
azar; A_ el drea sembrada del cultivo analizado (m?);
4,, el area del marco de plantacion (m?); L la longitud
de la parcela seleccionada (m); B el ancho de la parcela
seleccionada (m); £, el espaciamiento entre hileras (0,90
m); Ep el espaciamiento entre plantas (0,14 m).

Finalmente se proponen los indicadores energéticos del
riego por surcos para los cultivos estudiados; estos son:
energia consumida por unidad de volumen (£)), energia
consumida por unidad de produccion (£,) y energia por
unidad de costo (E.). Estos indicadores se calcularon
mediante las siguientes ecuaciones:

B, =% ©)
Ep =% @)
Eo—= ®
P=RA,, ©)
V=M N.A, (10
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M,=100P.p(C —P ) (11)

Donde £, es la energia consumida por unidad de vo-
lumen (kW m~); £, la energia consumida por unidad de
produccion (kW t'); E,. la energia consumida por unidad
de costo (kW $1); V el volumen total de agua aplicada
durante la fase fisiologica (m?®); E la energia consumida
por el riego (kW); P la produccion obtenida por la venta
de la cosecha en toneladas (t); C el costo incurrido para
obtener la produccion ($); 4., el area sembrada del cultivo
analizado (m?); M, la norma parcial de riego en metros
clibicos por hectarea (m* ha') estimada segun [15,16]; N,
el namero de riegos; P, la profundidad del sistema de rai-
ces (m); p la densidad del suelo (g cm™); CC la capacidad
de campo en porcentaje en base al suelo seco (%bss); LP
el limite productivo en porcentaje en base al suelo seco
(%bss).

Resultados y Discusion

Los valores de caudales descargados por la bomba en
la caja de distribucion de mamposteria con dimensiones
de 3,60 m de largo; 1,55 m de ancho y 0,17 m de altura de
agua se muestra en la tabla 4, donde el valor promedio del
caudal aportado por la bomba es de 60,47 L s

Tabla 4: Caudal de la bomba en la tuberia de descarga.

Observaciones t(s) QB (Ls™)
1 15,58 60,80
2 16,00 59,29
3 15,35 61,80
4 15,45 61,40
5 16,08 58,99
Media 15,69 60,47

Los valores de caudales de la bomba medidos en el
canal de mamposteria anexo a la caja de distribucién se
muestran en la tabla 5. Este canal con longitud de dos
metros, ancho de 0,62 m, tirante hidraulico de 0,15 my
area hidraulica de 0,09 m? conduce un flujo de agua con
una velocidad promedio de 0,35 m s™!, por lo que el caudal
de la bomba medido en este punto es de 59,70 L s”!. Esta
informacion nos permite comprobar que el caudal de la
bomba puede asumirse con un valor de 60 L s!.

Tabla 5: Caudal de la bomba medido en el canal de mamposteria.

Observaciones t(s) v(ms") QB(Ls")
1 6,00 0,33 56,67
2 5,45 0,37 62,39
3 6,02 0,33 56,48
4 5,50 0,36 61,82
5 5,56 0,36 61,15
Media 6,00 0,35 59,70
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Los valores de caudales medidos en condiciones expe-
rimentales en un canal de riego principal a una distancia
de 30 m del canal de mamposteria se muestran en la tabla
6. Este canal presenta una geometria trapecial con ancho
de la superficie libre del agua de 1,50 m; ancho de la base
del canal de 0,10 m; tirante hidraulico de 0,30 m y area
hidraulica de 0,24 m?. Los resultados del aforo por el mé-
todo de flotadores indican que el flujo de agua alcanza una
velocidad promedio de 0,21 m s y un caudal promedio
de 41,87 L s

Tabla 6: Caudal del canal de conduccion del sistema.

Observaciones t(s) v(ms') Q;(Ls")
1 9,20 0,22 42,39
2 9,47 0,21 41,18
3 9,38 0,21 41,58
4 9,23 0,22 42,25
5 9,30 0,22 41,94
Media 9,32 0,21 41,87

El flujo de agua que se mueve por el canal principal de
tierra con longitud de 30 m, experimenta una pérdida de
0,62 L s"' m! (tabla 7). Esta pérdida esta relacionada con
diversos factores, entre los que se destacan la presencia
de hierbas en toda la seccidn del canal que crecen en la
época de lluvias y durante el periodo de riegos debido a
la humedad del suelo, influyendo en la pérdida por evapo-
transpiracion e incremento de la rugosidad.

En la figura 2 se observa que las laminas de riego que se
aporto al cultivo proveniente de las precipitaciones fueron
inferior a la lamina neta requerida en todos los meses del
ciclo vegetativo, excepto en la cuarta semana del mes de
febrero y abril que se produjo una lluvia abundante.

Tabla 7: Pérdidas de agua por unidad de longitud en el canal de
conduccién.

Observaciones Q (Ls") Qanar (Ls") I"‘ag‘ja (Ls'm?)
1 60,89 42,39 0,62
2 59,29 41,18 0,60
3 61,80 41,58 0,67
4 61,40 42,25 0,64
5 58,99 41,94 0,57
Media 60,47 41,87 0,62
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Figura 2: Ldmina de lluvia semanal en el ciclo vegetativo del cultivo.

En la tabla 8§ se muestra la cantidad de riego que
recibieron los cultivos durante su ciclo fenoldogico. Se
observa que en total se aplicaron 29 riegos de los cuales
15 correspondieron al tomate y 14 al frijol. En relacion con
la duracién del tiempo de riego se obtuvo como promedio
4 horas para regar el area evaluada en cada cultivo.

En la tabla 9 se expone el volumen de agua aplicado
para satisfacer la demanda hidrica de los cultivos segun las
propiedades del suelo y el contenido de humedad [15,16].
En ambos casos el volumen aplicado fue similar; sin em-
bargo, el cultivo de frijol recibié una cantidad ligeramente
inferior, que representd 0,96 unidades respecto al cultivo
del tomate.

Tabla 8: NUmero de riegos por cultivo.

Cultivo Nov Dic Ene Feb Mar Abr Total

Tomate 4 4 4 3 15
Frijol 4 3 4 3 14
Total 4 4 8 6 4 3 29

Tabla 9: Volumen de agua aplicado (m?3)

Cultivo Nov Dic Ene Feb Mar Abr Total

Tomate | 2581,8 | 2940,6 | 30732 | 1562,6 10158,2
Frijol 3073,2 1562,6 | 2987.,4 1890,2 9513,4
Total 2581,8 2940,6 6146,4 3125,2 | 2987,4 1890,2 | 19671,6
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En la figura 3 se pudo comprobar que el consumo men-
sual de energia eléctrica con fines de riego en los cultivos
de tomate y frijol es ascendente en correspondencia con las
etapas fenologicas de estos cultivos; donde los valores mas
bajos se presentaron en los meses de siembra y cosecha;
sin embargo, los consumos mas elevados ocurren en los
meses de enero y marzo debido a que en el primer caso
coinciden las etapas de maduracién y crecimiento del
tomate y el frijol respectivamente y en el segundo caso,
por corresponderse la maduracion del frijol. En el periodo
evaluado el consumo de energia eléctrica oscild entre 506,7
a3571,4kWh'.
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Figura 3: Consumo de energia eléctrica en kwh.

Los rendimientos alcanzados por el tomate y el frijol
fueron de 13,3 tha' y 1,10 t ha'! (tabla 10), los cuales fue-
ron inferiores al potencial agroproductivo de estos cultivos
y respondieron a las condiciones climaticas y fitotecnias en
que se desarrollaron. La produccion total (P) fue de 37,8
t ha'!, de las cuales 34,5t ha! correspondieron al tomate y
1,1 t ha'! al frijol.

Si se relaciona este rendimiento con los costos totales
(C,) incurridos (figura 4) se comprueba que estos fueron
de 9555,6 y 17000,0 pesos para el tomate y el frijol res-
pectivamente; siendo el costo total para ambos cultivos de
26555,6 pesos. Esto indica que, en el caso del frijol, a pesar
de lograr un rendimiento notablemente menor, los costos
totales fueron mas elevados en un 40% respecto al tomate.

En la tabla 10 se observa que se obtuvieron beneficios
netos (B,) de 85875,24 pesos y 59294,26 pesos para el
tomate y el frijol respectivamente. Este resultado esta
directamente relacionado con el rendimiento obtenido;
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pero recibe la influencia directa del precio de venta; es por
esto que en el frijol a pesar de proporcionar un rendimiento
bajo los beneficios netos fueron satisfactorios. El costo por
peso de producciéon (Cp,,) fue de 0,11 y 0,29 en el caso
del tomate y el frijol respectivamente, demuestra que para
producir un peso en el cultivo del frijol se debe algo mas
del doble en relacion con el cultivo del tomate; no obstante,
se justifica plenamente la produccion de tomate y frijol
bajo las condiciones de produccion evaluadas; puesto que
la relacion beneficio costo (B/C) fue superior a la unidad
en ambos cultivos.

Tabla 10: Indicadores econdémicos seleccionados.

Cultivo | R(tha") | C.(§) | B,(S) | B, cpp B/C

Tomate 13,3 9555,6 85875,24 | 76319,64 0,11 7.99
Frijol 11 17000,0 | 59294,26 | 42294,26 0,29 2,49
Total 14,4 26555,6 |145169,49|118613,89

En la figura 4 se muestra que el Indicador consumo de
energia eléctrica por unidad de volumen obtuvo un valor
total de 0,56 kW m=. El cultivo del tomate se comporto
mas favorable con 0,56 kW m; mientras que en el cultivo
del frijol fue de 0,60 kW m™.

En la figura 4 se muestra que el indicador consumo de
energia eléctrica por unidad de produccion obtuvo un valor
total de 290 kW t'. El cultivo del tomate manifestd un
comportamiento mas favorable al registrarse un valor mas
bajo de 153 kW t!; mientras que el cultivo del frijol fue el
mas consumidor de energia electica al determinarse un va-
lor de 1694 kW t!. Este resultado revela que para producir
una tonelada de productos el cultivo del frijol consume mas
energia eléctrica respecto al cultivo de tomate.

Tabla 11: Indicador consumo de energia eléctrica por unidad de costo
(EC).

Cultivo E. (W $7)

Tomate 70,0
Frijol 130,0
Total 90,0

En la tabla 11 se muestra que el indicador energia
consumida por unidad de costo (£,) alcanzé un valor
total de 90 W $°'; donde el cultivo del tomate manifestd
el comportamiento mas favorable al registrarse un valor
de 70 W $!; mientras que el cultivo del frijol fue el mas
consumidor de energia con un valor de 130 W $-!. Esto
indica que desde el punto de vista financiero el cultivo
del frijol requiere mayor cantidad de energia eléctrica por
cada peso invertido para obtener el resultado productivo
esperado.
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Figura 4: Indicador consumo de energia eléctrica por unidad de volu-
men y de produccion.

conclusiones

La investigacion demostré que el caudal promedio
aportado por la bomba medido con dos métodos diferentes:
el volumétrico y el de flotadores alcanzan valores de 60
Ls'.

El caudal promedio en el canal principal de riego es de
41,87 L s!; por lo que las pérdidas unitarias de agua por
unidad de longitud son de 0,62 L s! m™!.

Los indicadores energéticos del riego: consumo de
energia eléctrica por unidad de volumen (£); consumo de
energia eléctrica por unidad de produccion (£,); consumo
de energia eléctrica por unidad de costo (£,.) alcanzaron
valores globales de 0,56 kW m; 290 kW t!; y 90 W $!,
correspondiendo los mejores resultados al cultivo del
tomate en todos los casos.

Los resultados alcanzados proporcionaron la informa-
cion necesaria para la evaluacion del comportamiento del
sistema en cuanto al consumo de agua, energia eléctrica y
produccién obtenida por el cultivo; lo que permite tomar
las medidas correctivas necesarias para su mejoramiento.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de las condiciones de cultivo sobre la produccién de
una Poligalacturonasa (PGasa) por Wickerhamomyces anomalus. Las fermentaciones se realizaron en frascos
agitados, en un medio sintético, variando las condiciones de cultivo (temperatura, pH y velocidad de agitacion).
Se aplic6 inicialmente un disefio factorial 23 y posteriormente la metodologia de superficie de respuesta. Se
evalud la capacidad macerante del extracto enzimatico sobre un tejido vegetal. El pH y la temperatura influyeron
significativamente en la produccién de la enzima PGasa, mientras que la influencia de la velocidad de agitacién
fue no significativa. Los mayores titulos se obtuvieron a 30° C y pH de 5,1; con un valor maximo de actividad
PGasa de 18,84 UE/mL. El extracto enzimatico fue capaz de macerar tejidos de pimiento morron. Se obtuvieron
extractos enzimaticos con elevada actividad PGasa, en las condiciones seleccionadas, de interés en tecnologia
de los alimentos.

Palabras clave: Poligalacturonasa; Wickerhamomyces anomalus; Disefio factorial; Disefio de Doehlert; Optimizacion.

Abstract

The objective of the present research was to evaluate the effect of the cultivation conditions on the production
of a polygalacturonase (PGase) by Wickerhamomyces anomalus. Fermentations were carried out in agitated
flasks, in a synthetic medium, varying culture conditions (temperature, pH and agitation). A 23 factorial design
was initially applied and then response surface methodology. The macerating capacity of the enzymatic extract
on a vegetal tissue was evaluated. PH and temperature significantly influenced the production of PGase enzyme,
while the influence of the stirring rate was not significant. The highest titles were obtained at 30°C and pH of
5.1; with a maximum PGase activity of 18.84 EU / mL. The enzymatic extract was able to macerate bell pepper
tissues. Enzymatic extracts with high PGase activity were obtained, under selected conditions, of interest in food
technology.

Keywords: Polygalacturonase; Wickerhamomyces anomalus; Factorial design; Doehlert desing, Optimization.

Introduccion

Las enzimas son ampliamente utilizadas en la industria
de alimentos ya que catalizan diversas reacciones que
resultan en mayores rendimientos y mejor calidad del
producto final. En la industria de procesamiento de frutas
y vegetales las mas importantes son las enzimas pécticas
o pectinasas [1]. Estas enzimas son las responsables de
la degradacion de las sustancias pécticas presentes en la
laminilla media y en la pared celular primaria de las plantas
superiores. Segin su modo de accion se clasifican en: poli-
galacturonasas (PGasas), pectinesterasas (PE), pectinliasas
(PL) y pectatoliasas (PAL). Las PGasas pueden ser del tipo
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endo-PGasas (EC 3.2.1.15) and exo-PGasas (EC 3.2.167),
las cuales hidrolizan los enlaces glicosidicos a~(1,4) inter-
nos y externos de las moléculas de acido galacturdnico,
respectivamente [2; 3].

Un tipo de PGasas, denominadas protopectinasas
(PPasas), hidrolizan de forma restringida la protopectina
presente en los tejidos vegetales, liberando pectina soluble,
con la consiguiente separacion de las células sin producir
mayores dafios, proceso denominado maceracion [4]. En
el proceso de maceracion, los tejidos organizados de los
vegetales, se transforman en una suspension de células
intactas, lo que les permite mantener sus propiedades
nutritivas. El proceso de maceracion es empleado en la
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industria alimentaria para la obtencion de néctares de fruta
y vegetales, que se emplean en la alimentacion de bebés y
adultos mayores [5].

Las pectinasas utilizadas en la industria alimentaria
son producidas comercialmente por Aspergillus niger
[6]. La produccion de enzimas a partir de las levaduras
tienen ventajas comparadas con los hongos filamentosos,
son unicelulares, su crecimiento es relativamente simple
en medios de cultivo economicos, y ademas a muchas de
ellas se las considera como microorganismos GRAS (Ge-
neralmente Reconocidos como Seguros). Otra ventaja de
las levaduras es que solo producen PGasas a diferencia de
los hongos, que originan una compleja mezcla de enzimas
pécticas [7].

La produccién de enzimas microbianas, y los meca-
nismos que controlan su sintesis y secrecion, estan bajo la
influencia de diversos factores, tales como el pH del medio,
temperatura de incubacion, velocidad de agitacion, natura-
leza y cantidad de la fuente de carbono y energia, etc. Estos
factores deben ser estudiados a fin de optimizar el creci-
miento adecuado del microorganismo y la produccion de la
enzima de interés[8]. Los disefios experimentales basados
en estadisticas son aproximaciones muy eficientes que
pueden llevarse a cabo con un gran numero de variables
simultaneamente y ademas, se puede estimar la interaccion
entre variablesmejorando los rendimientos del proceso [9].

En Argentina y en Paraguay, la produccion y utiliza-
cioén de enzimas en la industria de alimentos es una tarea
pendiente, considerando que actualmente, la mayor parte
de las enzimas utilizadas en la industria de alimentos son
importadas. El presente trabajo podra contribuir a incenti-
var la produccion de enzimas microbianas para aplicarlas
al sector alimentario [10].

Wickerhamomyces anomalus, es una levadura con
actividad pectinolitica, autoéctona de la provincia de
Misiones, Argentina, aislada a partir de cascaras de
citricos e identificada por métodos moleculares en el
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
Centro Regional Mendoza, San Juan [11]. Esta levadura,
al crecer en un medio compuesto por glucosa como fuente
de carbono y energia y pectina de citrus como inductor,
produce extractos enzimaticos con actividad, endo-PGasa,
fundamentalmente. Esta enzima también posee actividad
PPasa, capaz de macerar tejidos vegetales[12].

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la influen-
cia de factores fisicos y quimicos sobre el proceso de
produccion de PGasa por W. anomalus, a escala frascos
agitados, mediante disefios factoriales y luego optimizar
la produccion enzimatica mediante la metodologia de
superficie de respuesta.

Materiales y Métodos
Microorganismo

W. anomalus, levadura aislada en la Facultad de Cien-
cias. Exactas Quimicas y Naturales, UNaM (Wa cepa 110,
cepario del Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
y Biotecnologia “Dr. Fernando O. Benassi”, FCEQyN,
UNaM) [11].

Medio de cultivos

a)Medio de propagacion (g/L): extracto de levadura
(Sigma), 5; Triptona (Difco), 5; Glucosa (Britania), 10;
Agar (Britania), 15; pH 5,0.

b)Medio de produccion: glucosa (Britania), 10 g/L;
pectina (Parafarm), 5 g/L; (NH,),SO,, 3 g/L; KH,PO,, 1
g/L; MgS0,, 0,5 g/L; CaCl,, 0,1 g/L; solucién de vitaminas
(1000 x), 1 mL/L; solucion de aminoacidos (100 x), 10
mL/L; soluciéon de microelementos (1000 x), 1 mL/L; pH
5,0 [13].

Solucion (1000 %) de vitaminas (Sigma) (ng/L): biotina,
2; pantotenato de Ca, 400; acido félico, 2; inositol, 2000;
niacina, 400; 4cido p-aminobenzoico, 200; piridoxina, 400;
riboflavina, 200; tiamina, 400.

Solucion (100 X) de aminodcidos (Sigma) (mg/L):
histidina, 10; metionina, 20 y triptéfano, 20.

Solucion de microelementos 1000 x (pg/L):
CuSO,-5H,0, 40; FeCl,-6 H,0; 200; MnSO,-H,0, 400;
NaMoO,-2H,0, 200; ZnSO,-7H,0, 400.

Todos los componentes del medio fueron autoclavados
(121° C, 15 min), excepto las vitaminas que se esterilizaron
por separado mediante filtracion a través de un papel de
filtro celuldsico (0,22 um, Sartorius).

Produccion de la enzima poligalacturonasa (PG)

Inoculo: A partir de cultivos jovenes (24 h) de la levadura
desarrollada en estrias de medio de mantenimiento, se efec-
tuaron diluciones en agua destilada hasta una DO, de 0,96.

Fermentacion: Se inocularon frascos Erlenmeyers de
500 mL que contenian 95 mL del medio de produccion
(MP) con 5 mL del in6culo. Los mismos se incubaron
a 30° C en una incubadora con agitacion orbital (MRC,
TOU-50N 25 mm de excentricidad)a 180 rpm, durante
16 h. Finalizada la etapa de fermentacion, el cultivo se
centrifugd, para remover las células de levaduras y el so-
brenadante libre de células, al que se le denomind extracto
enzimatico (EE), se mantuvo a -18° C, hasta su utilizacion.

Diseno factorial
Las fermentaciones se realizaron variando las condi-
ciones de cultivo (temperatura, pH y agitacion), mediante

la aplicacion de un disefio factorial 23. Estos factores
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se analizaron en dos niveles: alto (+1) y bajo (-1). Las
variables codificadas y las respectivas variables reales, se
presentan en la Tabla 1. Basado en el disefio factorial, se
confecciond una matriz con 8 experimentos (Tabla 2). Las
experiencias se realizaron en un orden aleatorio, con tres
repeticiones y los resultados se presentan como valores
medios. El analisis de los datos obtenidos se llevé a cabo
con el programa estadistico Statgraphics Centurion XV.
Los cultivos se llevaron a cabo seglin se describio ante-
riormente y se incubaron bajo las condiciones determinadas
segun el disefio experimental planteado, durante 16 h. Se
midio la actividad PGasa de los sobrenadantes por determi-
nacion de los grupos reductores liberados con el método de
Somogyi-Nelson, usando AG como referencia [4].

Tabla 1: Valores reales y codificados de los factores segln el disefio
factorial 23.

Niveles del factor
Factor cadigo
Alto (+1) Bajo (-1)
Teml(Joe(r:e)ltura N 50 30
pH B 6 3
Agitacion (rpm) C 250 150
Tabla 2: Disefo a niveles alto y bajo para cada factor.
tc A B C EXp
1 30 3 150 1
a 50 3 150 2
b 30 6 150 3
ab 50 6 150 4
c 30 3 250 5
ac 50 3 250 6
bc 30 6 250 7
abc 50 6 250 8
A: Temperatura (° C); B: pH; C: Agitacion (rpm)

Disefio experimental de Doehlert

Se aplic6 la metodologia de superficie de respuesta, uti-
lizando el disefio experimental de Doehlert, para optimizar
las condiciones de cultivo para la produccion de PGasa
por Wa cepa 110 [14], Se realizaron un total de nueve
experiencias que estudiaron el efecto de dos variables inde-
pendientes a cinco niveles cada una, con tres repeticiones
en el punto central [15].Los factores estudiados fueron
temperatura (30° C- 50° C) y pH (3-6). Los valores reales
y codificados de las variables independientes de acuerdo al
disefno experimental, se presentan en la Tabla 3.

Las fermentaciones se realizaron segin se describid
anteriormente. Las experiencias se realizaron por triplicado
y se tomaron para los célculos valores promedios. Las
curvas de superficie de respuesta se obtuvieron a través
del programa estadistico Statgraphics Centurion XV.
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Tabla 3: Valores codificados y reales utilizados en el disefio experi-
mental de Doehlert.

Valores codificados Valores reales
Experiencia Temperatura
Temperatura pH ©0) pH
1 1 0 50 4,5
2 0,5 -0,866 45 3
3 -0,5 -0,866 35 3
4 -1 0 30 4,5
5 -0,5 0,866 35 6
6 0,5 0,866 45 6
7 0 0 40 4,5
8 0 0 40 4,5
9 0 0 40 4,5
Aplicacion del extracto enzimatico

Se evalud la capacidad macerante del EE de Wa cepa
110 sobre tejidos vegetales de pimiento morron (Capsicum
annuum L.). Para ello los frutos de morrén fueron lavados
y cortados en cubos de aproximadamente 5 mm de cada
lado. El proceso de maceracion se llevo a cabo en frascos
Erlenmeyers de 125 mL, los que contenian 15mL del EE y
35 mL de buffer acetato de sodio/acido acético (BAc., 0,2
M, pH 4,5). Los frascos se incubaron a 180 rpm, en una
incubadora con agitacion orbital, durante 3,5 h, a 40° C.
Las experiencias se realizaron por triplicado. El pH y la
temperatura seleccionados para el proceso de maceracion
se encuentran dentro del rango de estabilidad de la enzima
[5]. Una vez cumplido el tiempo de maceracion correspon-
diente, el contenido total de cada frasco se filtré a través de
malla de 20 mesh. El filtrado se recolectd en tubos conicos
graduados de 10 mL. La suspension de células simples
liberadas fue sedimentada a 5° C, durante 4 h [12] y luego
secadas en estufa a 45° C hasta peso constante. La pérdida
de coherencia de los tejidos y el peso de las células libresse
utilizaron como indicadores de la actividad macerante [16].
La observacion de células libres se efectudé mediante un
microscopio Olympus, modelo CH-2, con un aumento de
400 x. Los blancos del proceso de maceracion se realizaron
con la enzima inactivada. El rendimiento del proceso de
maceracion se expres6 como porcentaje de células simples
liberadas respecto al peso seco del tejido original (% p/p).

Resultados y Discusion

En la Tabla 4 se presenta el Analisis de Varianza para la
produccion de PGasa por Wa cepa 110 mediante el disefio
factorial 2.
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Tabla 4: Analisis de Varianza para la produccion de PG por Wa cepa
110mediante el disefio factorial 23.

Fuente Suma de Gl | cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura 1139,08 1 1139,08 3722,3 0,0000

B:pH 18,7884 1 18,7884 61,40 0,0043

C:Agitacion 0,26645 1 0,26645 0,87 0,4196

AB 19,7192 1 19,7192 64,44 0,0040
Error total 0,91805 3 0,30602

Total (corr.) 1178,77 7

En la Figura | se presenta el Diagrama de Pareto y en
la Figura 2 el grafico de los Efectos Principales.

A: Temperatura = +
AB
B: pH
C: Agitacion
o 20 a0 e 8
Efecto estandarizado

Figura 1: Diagrama de Pareto para la produccién de PG por Wa cepa
110.

30
25
20
o
10
5
0
-1,0 1,0 -1,0 1,0 -1,0 1,0
Temperatura pH Agitacion

Figura 2: Grafica de los efectos Principales para la produccion de PG
por Wa cepa 110

La Tabla de ANOVA (Tabla 4) muestra que la tem-
peratura, el pH y la interaccién entre éstos, influyeron
significativamente en la produccion de la enzima, siendo
el valor de P menor a 0,05, para un nivel de confianza del
95,0%. El R? estadistico (99,92%) indico que el modelo
presentd un buen ajuste a los datos experimentales.

El pH influy6 de manera positiva sobre la produccion de
la enzima, mientras que la temperatura lo hizo de manera
negativa, al igual que la interaccion entre ambos factores.
La velocidad de agitacion no influy6 sobre la misma
variable de respuesta (Fig. 1). El aumento de temperatura
mostrd una marcada disminucién en la produccion de la
enzima (Fig. 2).

La produccion de PGasa por Wa cepa 110 en las distin-
tas experiencias realizadas segun el diseflo experimental
de Doehlert (Tabla 3) se convirtieron en una ecuacion po-
linomial de segundo orden que se presenta a continuacion:

PGam(%): 7,363-8,525%T+0,759% pH+2,892* 1-2,645* pH * (1)

En dicha ecuacion, la temperatura (T) y el pH, represen-
tan los valores codificados. La ecuacién presentd un muy
buen ajuste a los datos experimentales (R>= 0,99).

Segtin la ecuacion 1, se puede puntualizar que las dos
variables independientes tuvieron un efecto lineal signifi-
cativo positivo (pH) y negativo (T). La temperatura fue la
variable lineal mas importante que afect6 la produccion
de PG, ya que posee el mayor coeficiente de regresion.
Ambos factores tuvieron efectos cuadraticos negativos
(pH) y positivos (T), indicando la existencia de un méaximo
de produccion para la temperatura y un minimo para el pH.

En la Figura 3 se presenta la superficie de respuesta
para la produccion de PG en funcion de las dos variables
independientes.

20

PG (UE/mL)

Figura 3: Superficie de respuesta mostrando el efecto de la tempera-
tura y el pH sobre la produccion de PG por W. anomalus.

La Figura 3 muestra que la mayor produccion de la enzi-
ma se obtuvo a temperaturas bajas y pH en el rango de 5 a 6.

La ecuacion 1 arrojo un valor maximo de produccion
de PG de 18,84 UE/mL a 30° C y pH 5,1.Esta temperatura
de 30° C coincide con el valor mas bajo ensayado, por lo
tanto es posible suponer que la misma no se corresponde
con la temperatura optima para la produccion de la enzima.
Sin embargo se selecciono esta temperatura minima, a los
efectos de evitar costos adicionales en el proceso, debido
a la necesidad de refrigerar el cultivo en el biorreactor, en
las épocas de elevadas temperaturas en la region.

Moyo y col. (2003) [17] determinaron que los efec-
tos de la temperatura y el pH fueron los factores mas
significativos en la produccion de enzimas con actividad
pectinolitica de Kluyveromyces wickerhamii. Las condi-
ciones Optimas estimadas fueron pH 5,0 y temperatura
a 32° C. Otros autores informaron que la temperatura de
fermentacion ejercid un efecto significativo sobre la pro-
duccion de PG por Bacillussubtilis, obteniéndose elevados
rendimientos entre 30-35° C [18].
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En la Figura 4 se muestra el tejido de pimiento morrdn,
luego del proceso de maceracion con el EE de Wa cepa
110. En la Figura 5 se muestran microfotografias (400 x) de
las células liberadas del tejido vegetal, luego del tratamiento
enzimatico.

Figura 4: Tejidos de pimiento morron macerados con el extracto enzi-
maético (A). Blanco con la enzima inactivada (B).

Transcurridas 3,5 h de incubacion se observo ablanda-
miento del tejido vegetal (Fig. 4 A). Los controles realiza-
dos con la enzima inactivada mostraron que el efecto de
la maceracion fue causado principalmente por la actividad
PGasa presente en el extracto enzimatico y no por efectos
mecanicos productos de la agitacion (shear) (Fig. 4 B).

El examen microscépico de los productos macerados
mostro células simples liberadas y agregados celulares
(Fig. 5 A) no se observo lisis de la pared celular. El ren-
dimiento del proceso de maceracion resulté del 98,02%

(% p/p).

T
\&“% 3

Figura 5: Microfotografias (400 x) de células de tejidos de pimiento
morrén macerados con el extracto enzimatico de Wa cepa 110 (A),
blanco con la enzima inactivada (B).

La actividad de la enzima producida por Wa cepa 110se
centra particularmente en la laminilla media (protopectina)
que une entre si a las células del tejido y no degrada celulo-
sa, debido a lo cual, las células no se lisaron [11].

conclusion

El pH y la temperatura influyeron significativamente
en la produccion de la enzima PGasa por Wa cepa 110,
mientras que la influencia de la velocidad de agitacion fue
no significativa. Los mayores titulos se obtuvieron a 30° C
y pH 5,1; con un valor maximo de produccion de la enzima

RECYT / Afo 21/ N° 32 /2019

(en el rango evaluado) de 18,84 UE/mL. Teniendo en
cuenta las elevadas temperaturas imperantes en la region,
durante los meses de verano, esta temperatura de 30° C
permitiria realizar los cultivos a escala biorreactor sin la
necesidad de refrigeracion, evitando de esta manera costos
adicionales al proceso.

El extracto enzimatico de Wa cepa 110, fue capaz de
macerar tejidos de morrén, observandose ablandamiento
del tejido y células simple liberadas, sin evidenciarse
ruptura celular, luego de 3,5 h de incubacion.
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Resumen

Climatologia y Meteorologia son ciencias que utilizan datos como la temperatura del aire, la humedad, el viento
o la precipitacion para tomar medidas; es esencial tener la cantidad mas grande de datos para reducir el margen
de error. Estos datos son adquiridos por estaciones meteoroldgicas automaticas que pertenecen a organismos
publicos y en menor medida privados. La mayoria de los datos se publican en Internet, sin embargo, los datos
requeridos no siempre estan disponibles en formatos estandar para intercambio de informacion. El objetivo de este
trabajo de investigacion es la construccion de un algoritmo para la adquisicién de datos meteorolégicos, basado
en una técnica conocida en inglés como web scraping. El proceso consiste en la extraccion, normalizar los datos
y luego almacenarlos, para ser utilizados por herramientas geogréaficas o andlisis estadisticos.

Palabras clave: Meteorologia; Datos; Algoritmo; Adquisicion; Scraping.

Abstract

Climatology and Meteorology are sciences that use data such as air temperature, humidity, wind or precipitation
to take measurements; it is essential to have the largest amount of data to reduce the margin of error. These data
are acquired by automatic meteorological stations that belong to public and to a lesser extent private organizations.
Most data is published on the Internet, however, the required data is not always available in standard formats for
information exchange. The objective of this research work is the construction of an algorithm for the acquisition of
meteorological data, based on a technique known in English as web scraping. The process consists in the extraction,

normalizing the data and then storing them, to be used by geographic tools or statistical analysis.

Keywords: Meteorology; Data; Algorithm; Acquisition; Scraping

Introduccion

La Climatologia y Meteorologia son ciencias que
utilizan datos como la temperatura del aire, humedad,
presion atmosférica, viento o precipitaciones; variables
que se obtienen de estaciones de medicion automaticas
también llamadas por sus iniciales (E.M.A.). Las EM.A.
pertenecen a organismos publicos y en menor medida a
privados. Sin embargo, a menudo los datos requeridos no
estan disponibles en formatos de intercambio estandar para
su inmediata utilizacion. Una de las dificultades a la hora
de realizar pronosticos, sistemas de alertas climaticos o
reportes, radica en poder recopilar la mayor cantidad de
datos dispersos por la gran red de redes, analizarlos en
conjunto, y obtener conclusiones que sirvan para el trabajo
de cientificos, analistas o expertos.

El objetivo es la construccion de un algoritmo de se-
leccion o recoleccion de datos meteorologicos por la web,
este proceso se conoce en inglés como técnica de scraping.
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Se puede conceptuar scraping o web scraping, como “un
proceso que implica la recuperacion de un documento de
internet, generalmente de una pagina web en un lenguaje
marcado, y el analisis de ese documento con el fin de extraer
datos especificos para su uso en otro contexto” Turland, M.
(2010)[1]. Cuando Turland se refiere a lenguaje marcado
apunta al conjunto de etiquetas que contienen informacion
adicional acerca de la estructura del texto o su presentacion.

El proceso de recoleccion de datos se basa en acceder a
fuentes de distinto origen, normalizacion de los datos ad-
quiridos y su posterior almacenamiento, para luego poder
ser utilizados por herramientas geograficas o especificas
de analisis estadistico.

En este trabajo de investigacion se desarrollo la técnica
de extraccion, transformacion y carga requerida para la
toma de datos en tiempo real de los distintos sitios web
de las estaciones meteorologicas automaticas (E.M.A.)
Ademas de desarrollar un sistema de prueba y monitoreo
de los datos capturados.
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Métodos

Un programa que inspecciona las paginas del World
Wide Web (WWW) de forma metodica y automatizada y
que consisten en una busqueda y extraccion se denominan
web crawlers, Penman, R. B., Baldwin, T., & Martinez,
D. (2009)[2]. Una de las formas mas utilizadas se basa en
crear una copia de todas las paginas web visitadas para
su procesamiento por un motor que indexa las paginas
proporcionando busquedas rapidas.

Una variante al crawler es el scrapers, ver figura 1,
cuya principal diferencia es la busqueda de cierto tipo de
informacion. Dentro de las multiples formas de aplicar
scraping, se utiliza la busqueda de palabras claves, tam-
bién denominado concordancia de expresiones regulares,
que busca palabras coincidentes en la programacion del
HyperText Markup Language (HTML) del sitio web.

Sitio Web 1
.~ Sistema Monitoreo
Sitio Web 2 &
Algoritmo Scraping
Sitio Web 3 Base de
Datos

Figura 1: Representacion del proceso de scraping.

La busqueda de palabras claves, le permite al algoritmo
de extraccion obtener los datos de las estaciones meteo-
rolégicas, como por ejemplo la temperatura o la presion
atmosférica. Para el desarrollo del algoritmo se utiliza
codigo de programacion Hypertext Preprocessor (PHP)
que permite, a través de sus librerias, utilizar funciones
para leer los datos de los sitios web de las distintas E.M.A.
El proceso implica tener un diccionario de busqueda y un
patrén de sitios web definido. (Mehlfiihrer, A. 2009) [3], es
decir por ejemplo todas las estaciones meteorolégicas de
un organismo deberian tener un patrén definido para publi-
car los datos en un formato igual o similar, que simplifique
la tarea del algoritmo de scraping.

Para la transformacion de los datos es necesario
convertir las variables que lo requieran en base a calculos
matematicos. Por ejemplo, si se extrae un dato temperatura
de un sitio web en grado Fahrenheit, se debe convertir a
Celsius si asi lo requiere.

Lenguaje de desarrollo del algoritmo

El lenguaje utilizado para el desarrollo del algoritmo es
Hypertext Preprocessor (PHP), de uso general interpretado

por el servidor, originalmente disefiado para el desarrollo
web de contenido dinamico.

PHP es practico para el desarrollo de aplicativos ya que
permite interactuar a través de sus drivers de conexion con
diversos motores de bases de datos o archivos de textos.
Ademas ofrece librerias que permite implementar los pro-
cesos de extraccion de datos, estas funciones se encuentran
contenidas en la extension (cURL).

Extension cURL

Este conjunto de funciones han sido afiadidas a PHP en
su version 4.0.2. cURL, https://curl.haxx.se/, es una libreria
para conectar con servidores y poder transferir datos con
ellos. La conexion se realiza con formato Uniform Resour-
ce Locator (URL). cURL sirve para realizar acciones sobre
archivos que hay en Internet, soportando los protocolos de
comunicacién mas comunes, como por ejemplo Hypertext
Transfer Protocol (HTTP).

En lo que respecta a PHP, cURL no esta integrado por
defecto, de manera que para usar estas librerias se debe
instalar el paquete libcurl.

Una consulta simple puede ser por ejemplo la siguiente
Turland, M. (2010)(4) :

$c = curl_init(‘http://www.hidraulica.gob.ar/ema.
php?station=concordia’);

curl_setopt($c, CURLOPT RETURNTRANSFER, true);
$a = curl_exec($c);

curl_close($c);

En este caso, la variable $a contendra el codigo fuente
del sitio web indicado en curl_init. Para operar con HTML,
PHP ofrece dos librerias que son GET y POST.

CRON en sistemas UNIX/LINUX

En los sistemas operativos basados en UNIX, como por
ejemplo LINUX, existe un administrador regular de pro-
cesos en segundo plano llamado demonio que se ejecuta a
intervalos regulares, por ejemplo, cada minuto, dia, semana
o mes. El nombre de este “demonio” es CRON. (Cron &
Crontab, 2010) [S] y permitira ejecutar de forma periddica
el algoritmo de scraping.

Resultados

La primera parte del algoritmo consiste en extraer los
datos de las diferentes fuentes u origenes. Los entornos de
origen son usualmente bases de datos y/o ficheros, pero en
ocasiones también pueden ser colas de mensajes, asi como
ficheros u otras fuentes estructuradas, semiestructuradas o
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no estructuradas. (Castillo Montalvan, L. F. R. 2011) [6].
Los sistemas web de las estaciones automaticas E.M.A.
son paginas desarrolladas en lenguaje HTML o superior,
JavaScript o Extensible Markup Language (XML) que son
lenguajes estructurados.
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Proceso de
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=
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Figura 2: Diagrama de flujo del algoritmo completo.

Se detallan las implicancias en cada item con el corres-
pondiente diagrama de flujo para el item de extraccion,
transformacion y carga correspondiente a la figura 2.

Extraccion

Paso 1. Obtener direccion web del inventario de es-
taciones EMA. El algoritmo intenta obtener de una tabla
cargada en motor de base de datos, la primera direccion
web o URL a procesar. En caso de obtener un error se
descarta esa estacion y se contintia con la siguiente de la
lista. Algunos de los errores tipicos son:

* Direccion web inexistente.

* Falla en la conexion a internet.

* Vencimiento del temporizador del protocolo de

Internet.

El motor de base de datos para las pruebas se monta
sobre sistema operativo LINUX y servidor web APACHE.

Paso 2. Identificar el lenguaje de programacion.

Cada lenguaje maneja una estructura y palabras re-
servadas distintas, por lo tanto, se debe poder identificar
qué tipo de origen es para poder extraer el dato. Cada
tipo de lenguaje se identifica en su cabecera, por ejem-
plo HTML (<!IDOCTYPE html>), JavaScript (<script
type="text/javascript”>) y XML (<?xml version="1.0"
encoding="UTF-8” ?>). En caso de no poder identificar el
lenguaje entonces se procede a buscar los valores en base
a alglin patrén conocido.

Paso 3. Identificar similitud en patrones.

La mayoria de los organismos y empresas poseen mas

RECYT / Afo 21/ N° 32 /2019

de una estacion meteorologica, esto significa que utilizan
el mismo formato de presentacion de datos o estilo de
disefo en sus sitios web. En el relevamiento para realizar
el inventario de estaciones meteoroldgicas se identifica las
estaciones con estructura web similar para armar plantillas
especificas que agrupen a varias E.M.A. El algoritmo
procede a identificar si la estacion pertenece a un grupo de
estaciones conocidas, obtiene de una tabla de la base de
datos la huella clave para identificar a la web procesada.

Paso 4. Obtener plantilla de busqueda de palabras cla-
ves de la base de datos. Las palabras claves son necesarias
para aplicar el scraping a las paginas web de las diferentes
estaciones EMA. El algoritmo obtiene la cadena de carac-
teres de busqueda de informacion de una tabla almacenada.

Paso 5. Extraccion por scraping.

Utilizando la técnica de busqueda de palabras claves
o también denominado concordancia o coincidencias de
expresiones regulares, se extraen datos significativos. Estos
datos se analizaran posteriormente para validarlos.

Transformacion

Para entender la necesidad de un proceso de trans-
formacion, se debe tener en cuenta que en un proceso de
extraccion, transformacion y carga (ETL), se manejan
fuentes diversas. Esta variedad de sitios web, en ocasiones
de varios paises, con diferentes idiomas y distintas unida-
des de medida, imposibilita o dificulta la posibilidad de
realizar comparaciones si con anterioridad no se realizan
conversiones y normalizaciones. De ahi la necesidad de los
procesos de transformacion. (PowerData, 2016) [7].

Paso 1. Eliminar datos fuera de fecha.

Se procede a eliminar todos aquellos datos leidos donde
se identifique que la fecha de publicacion no es la actual.
Esto ocurre cuando el sitio web de la estacion deja de
publicar datos por la razon que fuere y permanecen en el
sitio datos antiguos.

Paso 2. Eliminar datos con caracteres carentes de
significado.

Se procede a eliminar todos aquellos datos leidos donde
se identifique caracteres que no corresponden a la variable,
por ejemplo un valor de temperatura que sea “#” significa
que la estacion no tiene ese dato procesado o que existe un
falla en la misma.

Paso 3. Reformateo de datos.

Se procede a unificar los datos en unidades con decimal
separado por punto. Es decir si se tiene un valor de tempe-
ratura que es 16,2 se formatea en 16.2.

Paso 4. Conversion de unidades.

Se procede a estandarizar los datos en grados Celsius,
milimetros para las precipitaciones y hectopascal para la
presion atmosférica. Muchos sitios contienen valores por
ejemplo en grados Fahrenheit.
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Carga

La ultima parte del proceso (ETL) es la fase de carga,
el momento en el cual los datos procedentes de la fase de
transformacion son cargados en la base de datos.

Fundamentalmente, existen dos tipos de carga:

¢ Inserts: Es un sistema de acumulacion simple con-
sistente en el transporte de la informacion en grandes
bloques de datos, previamente calculados en funcion,
generalmente, de un valor sumatorio o de un promedio de
la magnitud considerada. Se trata de la forma mas sencilla
y comun de llevar a cabo un proceso de carga, pero tiene
el inconveniente de que ante un accidente o problema, ya
sea un corte de luz, un fallo del disco, etc., se pierde la
consistencia de los datos, pudiéndose darse el caso de tener
que repetir toda la carga.

* Loads: En este caso, la carga se realiza de forma mas
escalonada y segura. Para ello, el sistema agrupa la infor-
macion de forma automatica y transparente segtn distintas
variables: ya sea por fechas, por un nimero determinado
de registros, etc. Esta modalidad permite procesar el punto
exacto hasta el que se ha realizado la carga, lo que supone
que si se produce un fallo sélo hay que retomar el proceso
de carga desde ese punto concreto, sin necesidad de repe-
tirlo todo de nuevo.

Cuando se utiliza un sistema insert el nivel de consis-
tencia se reduce, puesto que una falla puede obligar a una
repeticion integra del proceso. Sin embargo, la duracion
del tiempo de carga es menor.

En el caso particular de este trabajo, se utiliza un siste-
ma loads, por las siguientes razones:

* Se asegura lo mas posible la consistencia de los datos

que se estan cargando.

* Se prioriza la calidad de la carga antes que la rapidez.

* No se sobrecarga el servidor con operaciones asocia-

das a grandes cantidades de datos.

* Se atomiza los procesos por estacion y por intervalo

de tiempo.

Codificacion del Algoritmo

El siguiente co6digo documentado en lenguaje PHP, per-
mite extraer datos de una estacion que publica en formato
XML. Se realiza ademas el proceso de transformacion de
unidades. La programacion fue simplificada para ejempli-
ficar la extraccion de una estacion.
<?

//OBTENER URL

//Devuelve un manipulador de cURL si todo fué bien,
FALSE si hay errores.

$c=
curl_init(‘http://api.wunderground.com/weatherstation/WXCu-
rrentObXML.asp?ID=IBUENOSA73");

//Establece una opcion en la sesion del recurso cURL.

curl_setopt($c, CURLOPT RETURNTRANSFER, true);
//Ejecuta la sesion cURL que se le pasa como parametro.
$a = curl_exec($c);

//Esta funcion cierra una sesion CURL y libera todos sus
recursos.

curl_close($c);

//Latitud

$ft = strpos($a, ‘<latitude>’) + strlen(‘</latitude>’);
$latitud = (float)($a[$ft-
1].$a[$ft+0].$a[$ft+1].$a[$ft+2].Sa[$t+3].$a[$ft+4].$a[$
ft+5].$a[$ft+6].$a[$ft+7].$a[$t+8]);

//Longitud

$ft = strpos($a, ‘<longitude>") + strlen(‘</longitude>");
$longitud = (float)($a[ $ft-
1].$a[$ft+0].$a[$ft+1].$a[$ft+2].Sa[$ft+3].Sa[$ft+4].5a[$
ft+5].$a[$ft+6].$a[$ft+7].$a[$ft+8]);

//Altura en Pies

$ft = strpos($a, ‘<elevation>’) + strlen(‘</elevation>’);
Saltura_ft = (float)($a[$ft-1].$a[$ft+0].$a[$ft+1]);
//Transformacién Pies a Metros

$altura_m = ($altura_{t/3.2808);

//Ultima actualizacién

$ft = strpos($a, ‘“<observation time rfc822>) + strlen(‘</
observation_time rfc822>");

$fecha = ($a[$ft-
1].$a[$ft+0].$a[$1t+1].$a[$1t+2].Sa[$1t+3].$a[$1t+4].$a[$
ft+5].$a[$t+6].$a[$1t+7].$a[ $Tt+8].$a[ $1t+9

D;

//Temp C

$ft = strpos($a, ‘<temp_c>") + strlen(‘</temp_c>");
$temp = (float)($a[$ft-1].$a[$ft+0].$a[$ft+1].5a[$ft+2]);
//Precipitacion en in (pulgadas)

$ft = strpos($a, ‘<precip_today in>’) + strlen(‘</pre-
cip_today in>’);

$lluvia_in = (float)($a[$ft-1].$a[$ft+0].$a[$ft+1].5a[$
ft+2]);

//Transformacién In a MM

$lluvia_mm = ($lluvia_in/0.039370);

//Intensidad

$ft = strpos($a, ‘<precip_lhr_in>") + strlen(‘</pre-
cip_lhr in>");

$intensidad_in = (float)($a[$ft-1].Sa[$ft+0].$a[$ft+1].5a
[$ft+2]);

//Transformacién In a MM

$intensidad mm = (Sintensidad in/0.039370);

//Presion en MB

$ft = strpos($a, ‘<pressure _mb>’) + strlen(‘</pres-
sure_mb>");

$presion_mb = (float)($a[$ft-1].$a[$ft-+0].$a[$ft-+1].a[$f
t+2].$a[ $1t+3].$a[ $1t+4]);

//Transformacion MB a Hpa

$presion_hpa = ($presion_mb);

//Humedad Relativa

$ft = strpos(S$a, ‘<relative_humidity>") + strlen(‘</rela-
tive_humidity>’);
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$humedad = (float)($a[$ft-1].$a[$1t+0].Sa[$ft+1].5a[$
ft+21);

//Resultado

echo “LATITUD : “.$latitud.”<br>";

echo “LONGITUD : “.$longitud.”<br>";

echo “ALTURA MSNM : “.$altura_m.”<br>";

echo “FECHA : “.$fecha.”<br>";

echo “TEMPERATURA C° : “.$temp.”<br>";

echo “PRECIPITACION DIA MM : “ $lluvia_mm.”<br>";
echo “PRECIPITACION 1 HORAMM : “ $intensi-
dad mm.”<br>";

echo “PRESION ATM HPA : “ $presion_hpa.”<br>";
echo “HUMEDAD RELATIVA : “.$humedad.”<br>";

7>

conclusiones

La necesidad de obtener datos meteoroldgicos de
distintas estaciones automaticas, la falta de un lugar tnico
o repositorio unificado desde donde poder consultarlos,
sumado a la escasez de los mismos, motivo el trabajo de
investigacion. (Héctor R. Lépez, 2017) [8].

Se investigaron distintas alternativas para poder extraer
datos publicados por estaciones meteorologicas en tiempo
real, optandose por herramientas de extraccion web en
Scraping.

A través de herramientas scraping, se logré enfocar el
objetivo, desarrollar una técnica de extraccion, transforma-
cion y carga, también conocida como ETL. Mediante éste
instrumento se consultaron paginas HTML de estaciones
E.M.A. con diversos formatos, distintos origenes y se
extrajeron variables como temperatura, precipitaciones,
humedad, entre otras.

Sistemas operativos actuales, como LINUX, permiten
programar las lecturas de datos en intervalos preestableci-
dos, automatizando la ejecucion del algoritmo desarrollado.

Se construy6 un inventario de estaciones reportando
en todo el territorio Argentino. El inventario, de mas de
500 estaciones, abarca organismos oficiales, empresas,
cooperativas y terceros.

El lenguaje de programacion PHP fue una herramienta
clave para el desarrollo, ya que a través de sus librerias
cURL se codifico el nucleo del algoritmo.

cURL, permiti6 abrir conexiones en una amplia varie-
dad de protocolos y conectar a distintos entornos, como el
web o XML.

Se normalizaron y almacenaron esas variables extraidas
en un motor de base de datos para su posterior consulta
y ademas para que puedan ser utilizadas por sistemas
geograficos.

Se desarroll6 un sistema de monitoreo geografico con la
herramienta API Google Maps, disponible para expertos,
analistas y cientificos.
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Resumen

El conocimiento de la composicion lipidica de los pescados de agua dulce es escaso, a pesar de contribuir a la
dieta con 4cidos grasos benéficos para la salud. En este trabajo se determind materia grasa, humedad, proteinas,
cenizas y perfil de 4cidos grasos (AG) de Boga, Dorado y Surubi. El contenido de proteinas oscilé entre 15y 18 g/100
g para las tres especies. La especie Dorado puede considerarse como pescado magro (2,8 g/100 g), mientras que
Boga (8,6 /100 g) y Surubi (16,9 g/100g) como grasos; la relacién AG saturados/ AG insaturados se aproximoé a 1:2,
predominando los AG-n-6. Surubi presentd el mayor contenido de eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico
(DHA) por porcion comestible. Por su predominio de acidos grasos insaturados, puede recomendarse el consumo
de estas especies, como parte de una alimentacion saludable.

Palabras clave: Boga; Surubi; Dorado; Lipidos; Pescados.

Abstract

The knowledge of the lipid composition of freshwater fish is scarce, despite contributing to the diet with beneficial
fatty acids for health. In this work the fat, moisture, proteins, ashes and fatty acid profile of Boga, Dorado and
Surubi were determined. The protein content ranged between 15 and 18 g/100 g for the three species. Dorado
can be considered as lean fish (2.8 g/100 g), while Boga (8.6 g/100 g) and Surubi (16.9 g/100 g) as fatty; the
saturated AG / unsaturated AG ratio approached 1:2, with n-6-AG predominating. Surubi had the highest content
of eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) per edible portion. Due to its predominance of unsaturated

fatty acids, the consumption of these species can be recommended, as part of a healthy diet.

Keywords: Boga; Surubi; Dorado; Lipids; Fish.

Introduccion

En las ultimas décadas se ha estudiado el efecto del
consumo de las grasas en la salud humana. Existen pruebas
que vinculan el consumo de algunos AG con un mayor
riesgo de enfermedades coronarias [1]. El tipo de grasa
consumida se relaciona con el riesgo cardiovascular [2],
por lo que resulta necesario visualizar a los AG como
un bloque dietético diferenciado. Los AGS con 12 a 16
atomos de carbonos tienden a aumentar los niveles plas-
maticos de colesterol total, LDL y HDL; el acido miristico
(14:0) aparece como el principal causante de este efecto,
seguido por el acido ladrico (12:0) y el palmitico (16:0).
El acido estearico (18:0), en cambio, no causaria ese efecto
[3]. Por su parte, los acidos eicosapentaenoico (EPA) y
docosahexaenoico (DHA) poseen efectos beneficiosos.
En términos cardiovasculares, EPA y DHA reducen la
presion arterial, la mortalidad por causa cardiovascular y

los eventos coronarios [4]. La informacion disponible de
los beneficios aportados por EPA y DHA, permitié con-
cluir que hay evidencia consistente y convincente para su
recomendacion en la prevencion primaria de la enfermedad
cardiaca en la poblacion general [5].

Estos AG se encuentran principalmente en mariscos y
pescados. El consumo de productos de pesca es muy bajo
en una proporcioén importante de la poblacion occidental,
en consecuencia, hay una deficiencia en el aporte de acidos
grasos poliinsaturados (AGP) n-3 en su dieta [6]. En la
ciudad de Rosario (Santa Fe, Argentina) y segun recorda-
torio de 24 horas, el consumo registrado de pescado resulto
inferior al 5% [7] y s6lo el 11,4% de quienes consumian
pescado, lo hacian de manera semanal [8]. En cambio, al
analizar la mesa tipica de los argentinos, se encontrd que
se supera significativamente el consumo recomendado para
carne vacuna [9].

Un indicador importante a la hora de planificar una
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dieta, es la relacion entre los AG n-6 y n-3 [10]. Existe
evidencia de la importancia de una relacion equilibrada de
estos AG en la prevencion cardiovascular y de otras enfer-
medades crdnicas; sin embargo, esta evidencia de riesgo
se asocia mas a un bajo consumo de n-3, un alto consumo
de n-6 o una inadecuada relacion n-6/n-3, aunque no son
claras las recomendaciones dietéticas al respecto [11].

A pesar de la importancia de incorporarlos a la dieta y
de la oferta creciente de pescados de rio en la region del
Parana y sus afluentes, son escasas las publicaciones sobre
su composicion nutricional. Tampoco han sido estudiados
detalladamente para esta region, los diversos factores am-
bientales que influyen sobre la composicion quimica de la
porcion comestible de cada especie icticola: edad, género,
estado de maduracion sexual, alimentacion disponible,
habitos alimentarios, clima y salinidad del ambiente, entre
otros, como se mencionan en estudios que refieren a otros
origenes geograficos [12].

El objetivo de este trabajo fue analizar la calidad nu-
tricional de tres especies de pescado del rio Parana: Boga
(Leporinus obtusidens), Dorado (Salminus brasiliensis) y
Surubi (Pseudoplatystoma coruscans), con énfasis en su
perfil lipidico, para contribuir al conocimiento de la com-
posicion de alimentos regionales, que permitan sustentar
recomendaciones nutricionales.

Materiales y Métodos
Preparacion de las muestras

Se colectaron al azar 5 pescados frescos de cada una
de las tres especies. Los pescados fueron adquiridos ya
eviscerados, en comercios especializados de la ciudad de
Rosario y de la zona costera. Se colocaron en bolsas de
polietileno y se trasladaron al laboratorio, en conservadoras
aisladas, con hielo. Las piezas fueron lavadas con agua
desionizada; se les retir6 la piel y la grasa superficial y se
procedio a aislar los muasculos dorsales y abdominales, que
constituyen la denominada “porciéon comestible” del pesca-
do. Cabeza, cola, piel, huesos y espinas fueron desechadas.
El material obtenido se homogeneizd y se almacend a -18 =
2° C, conservando la identidad individual de cada pescado
(n=15).

Métodos analiticos

Determinacion de humedad

Una porcion del material homogeneizado se utilizo para
determinar el contenido de humedad antes de su almace-
namiento, de acuerdo a IRAM 15010-1 [13], secando la
muestra en estufa con circulacion de aire caliente, hasta
peso constante.
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Determinacion de lipidos totales

La determinacion de grasas totales se llevo a cabo de
acuerdo al método propuesto por Folch, Lees y Stanley
[14], modificado por AOAC 964.12 [15]. Aproximadamen-
te 1,00+ 0,01 g de muestra (b.s.) se homogeneizo y se puso
en contacto con una solucioén de cloroformo: etanol (2:1),
hasta obtener un volumen de 20 ml. La mezcla se agitd
por 2 horas a temperatura ambiente en un agitador orbital
a 500 rpm; luego se centrifugd y se enjuagd tres veces con
una mezcla de cloroformo: etanol (1:1). La fase organica
se evapor6 bajo flujo de nitrogeno gaseoso. El contenido
lipidico se calcul6 gravimétricamente.

Determinacion de proteinas

Las proteinas se determinaron de acuerdo a AOAC
981.10 [15] sobre muestras previamente deshidratadas. El
contenido de proteina cruda se calculd por conversion del
contenido de nitrégeno obtenido por el método de Kjeldahl
(N x 6,25).

Determinacion de cenizas

Las cenizas se determinaron segun AOAC 938.08 [15],
combustionando la muestra a 550° C por espacio de 20 h,
en una mufla MR0O16 (Melisam, Argentina).

Determinacion del perfil de AG

Se utilizaron las técnicas de cromatografia gaseosa
(CG) ISO 5508-1990 [16] e ISO 5509-2000 [17]. Los AG
se estudiaron como ésteres metilicos, que fueron separados
por transmetilacion con una solucion de trifluoruro de
boro en metanol, previa saponificaciéon con NaOH 0,5N
en metanol. Se utilizd un cromatoégrafo gaseoso Hewlett
Packard HP-5890 II equipado con detector de ionizacion
de llama (FID) y columna capilar (material de relleno ciano
propil metil polisiloxano DB-23 al 50%, de 30m largo y
tamafio de particula igual a 0,25 pm). La temperatura de
la columna fue de 175° C, la del inyector 250° C y la del
detector, 300° C. Se usé nitrégeno como carrier, con un
caudal de 25 mL/min. Los resultados se expresan como
porcentaje relativo de acidos grasos, los que se identifi-
caron de acuerdo a los tiempos de elucion establecidos
mediante patrones cromatograficos.

Andlisis estadistico

Se presenta la estadistica descriptiva de los datos,
obtenidos por triplicado para cada muestra individual. Se
informan los rangos, la moda, el primer y tercer cuartil en
forma grafica. Las correlaciones de Pearson fueron calcu-
ladas utilizando Infostat v. 2017, para describir relaciones
entre grasa, humedad, cenizas y proteinas. Las diferencias
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significativas entre los contenidos de cada AG se evaluaron
mediante ANOVA de un factor, estableciéndose la signi-
ficancia en p < 0,05. Los datos obtenidos también fueron
analizados mediante estadistica multivariada, aplicando
la metodologia de Andlisis por Componentes Principales
(PCA), utilizando R-project version 3.3.3 [18].

Resultados y Discusion

En la Figura la. se observa que el contenido de hume-
dad mas elevado correspondio a la especie Dorado, donde
el 50% de las muestras tuvo un contenido de humedad
igual a 76,3 g/100 g o superior; para Boga ese valor co-
rrespondié a 72,4 g/100 gy a 71,0 g/100 g para Surubi.
El intervalo de variacion de este parametro fue mayor en
Surubi (entre 65,6 y 78,2 g/100 g).

La Figura 1b. muestra el contenido de grasas totales de
las especies analizadas (n = 15). Se observa que el 75% de
las muestras correspondientes a Dorado tienen 4,9 g/100
g de grasa o menos; mientras que para Boga, el 75% de
las muestras contiene 7,8 g/100 g o mas y para Surubi, 8,7
g/100 g o mas.

Dorado

Surubi

Boga
60 65 70 75 80
1a. Humedad [g/100 g]

Dorado

Surubi

Boga
d 5 1‘0 1‘5 20

1b. Lipidos totales [g/100 g]

Dorado L
Surubi I+
Boga _—-
1'2 17 2‘2

1c. Proteinas [g/100 g]

Dorado
Surubi all)
Boga -—
E] 0‘5 1 1,‘5 2‘

1d. Cenizas [g/100 g]

Figura 1: Contenidos de humedad, lipidos totales, proteinas y cenizas
de la porcion comestible de Dorado, Surubiy Boga del rio Parana
(Argentina) (n = 15).

Molina y col. [19] analizaron la composicioén nutri-
cional de la carne de Surubi del rio Parana de la zona
Barranqueras, encontrando un contenido de lipidos totales
igual a 12,2 g/100 g; mientras que Fontanarrosa y col.
[20] informaron un contenido de 12,8 + 5,8 g/100 g para
Surubi y de 4,8 + 3,3 g/100 g para Boga, valores inferiores
a los encontrados en este estudio para ambas especies. De
acuerdo a Villarino Marin y col. [23], por su valor medio
de lipidos, Dorado (2,8 g/100 g) puede considerarse como
pescado magro, mientras que Boga (8,6 g/100 g) y Surubi,
como pescados grasos (16,9 g/100 g).

En coincidencia con el comportamiento observado para
la humedad, la especie Surubi muestra el mayor rango de
variacion para este parametro. Las grasas totales y la hume-
dad se correlacionaron inversamente para las tres especies
(r? Dorado = 0,96; r? Surubi = 0,89; r Boga = 0,91), en
coincidencia con otros estudios [19, 22].

Los lipidos totales de las tres especies de pescado
de rio no sélo presentaron diferencias entre las especies
analizadas, sino también dentro de la misma especie, espe-
cialmente para el caso de Surubi. Esta variabilidad puede
deberse a la relacion de las grasas con factores como la
alimentacion del pez, la altura del rio, la migraciéon y el
desove, entre otros [23]. Boga y Surubi son especies migra-
torias; su desove se produce en la corriente de los rios en
septiembre y febrero, en coincidencia con los picos de cre-
ciente que experimenta el sistema hidrico. Dorado habita
las fuertes corrientes que se forman en bajos pedregosos o
desembocaduras de afluentes, donde su mayor musculatura
le permite maniobrar con mas facilidad que sus presas, en
general otros peces, y atacar cuando éstas estan inermes
en la corriente. Para la reproduccion, remonta la corriente
a lo largo de los meses de octubre y noviembre [22, 24].
Dichas caracteristicas podrian explicar la variabilidad en
los datos obtenidos.

La Figura 1c. muestra el contenido de proteinas (n =
15). E1 75% de las muestras de Dorado tienen un contenido
de proteinas mayor o igual a 17,2 g/100 g, para Boga ese
valor corresponde a 17,6 g/100 g y para Surubi, a 15,9
g/100 g. El rango de variacion del contenido de proteinas
en Surubi es inferior al de las otras dos especies analizadas.

El contenido de cenizas de las tres especies estudia-
das se muestra en la Figura 1d. (n = 15). E1 75% de las
muestras de Boga y Surubi contienen valores menores o
igual a 0,9 g/100 g. En el caso de Dorado, en el 75% de
los individuos se observo un contenido de cenizas mayor
oiguala 1,0 g/100 g.

Al estudiar el perfil de AG (Tabla 1), se encontr6 un
predominio de acido oleico (AGM) seguido por acido pal-
mitico (AGS). Resultados similares han sido informados
por otros autores [25, 26].
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Tabla 1: Perfil de AG de Surubi, Boga y Dorado del rio Parana (Argen-
tina).

Dorado Boga Surubi

n=1s Prom. + D:;‘j'.io Prom. + D:::.i‘) Prom. + D:ts(‘]'.i‘)
Caprico C10:0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0 £0,0
Caprilico C8:0 0,0 £0,0 0,0+0,0 0,0 +£0,0
(L;“z”go 0,1£00 0,0£0,0 0,1 +0,1
Undecanoico C11:0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,1 +0,1
ITridecanoico C13:.0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1 +£0,1
Miristico C14:0 1,6 +0,4 1,6 0,2 2,22 +0,3
Miristoleico C14:1 0,5+01 02+01 0,6 £0,2
Pentadecanoico C15:0 0,5+0,1 0,6 £0,1 0,9 +0,2
Pentadecoico C15:1 0,6 £0,3 0,3+0,0 0,5 £0,1
Palmitico C16:0 21,6 1,9 22,8 +0,6 26,72 +1,5
Isom.Palmitoleico C16:1 8,3+22 9,5+0,3 12,22 £1,9
Palmitoleico Cc16:1 ND ND ND
Margarico C17:0 0,8 +£0,2 1,3+0,1 14 +£0,4
Margaroleico C17:1 0,8 +0,2 0,6 +£0,0 1,3 £0,2
Estearico C18:0 8,9 +04 8,6 £0,2 82 +0,8
Oleico C18:1n9¢c 30,1 £5,6 41,22 + 1,4 29,0 +4,5
Isomero Oleico C18:1n9t 0,17+0,0 0,72 £1,6 0,1 +£01
Isomero linoleico  C18:2né6t 0,1+0,0 ND ND
Linoleico C18:2n6¢c 13,52 +£7,6 30+04 4,4 £19
Nonadecanoico C19:0 ND 0,2 £0,0 0,3 0,3
Isomerolinolenico  C18:3n6 03 +0,1 ND ND
Linolenico C18:3n3 1,9+03 1,8 +£0,0 2,92 +0,5
IAraquidico C20:0 0,2+0,0 02+01 0,1 £0,1
Gadoleico C20:1n9c 1,5+04 2,001 20 £0,4
Eicosadienoico C20:2 0,9 +0,2 0,6 0,1 0,7 £01
Eicosapentaenoico C20:5n3 1,1+0,3 0,32 £0,0 0,8 £0,1
IAraquiddnico C20:4n6 2,4 +0,8 2,5+0,1 2,9 £0,6
Behemico C22:0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0 +0,1
Docosahexaenoico C22:6n3 4,32 £2,2 1,9 £0,1 25 +05
Total 100,00 100,00 100,00
ND: no detectable (limite de deteccion >0.1%
Para la misma linea, los valores afectados con el supra-
indice (a) son significativamente diferentes (p = 0,05).

Se observa que los AGS presentes en mayor cantidad
fueron el acido palmitico y el 4cido estearico. Los AG mo-
noinsaturados (AGM) estuvieron representados por el acido
oleico. Entre los AGP se encontraron los AG esenciales
linoleico y alfa-linolénico y entre los AG de cadenas mas
largas, araquidonico, EPA y DHA. Dentro de los AG n-6, en
las tres especies analizadas predominé el acido linoleico, que
fue mayor en Dorado. Para la serie n-3, el acido linolénico
predominé en Surubi y el DHA y el EPA en Dorado. La
Boga se diferencio por su contenido en 4cido oleico.

La Tabla 2 reune los valores totales correspondientes a
los contenidos de AGS, AGM y AGP de las tres especies de
pescado estudiadas. En todos los casos se observé un pre-
dominio de grasas insaturadas, particularmente los AGM,
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a diferencia de lo informado para seis especies de pescados
marinos consumidas en México, en las que predominaron
los AGP y AGS (12).

Tabla 2: Contenido medio porcentual de AGS, AGM y AGP de Surubi,
Boga y Dorado del rio Parana (Argentina) y sus relaciones.

Surubi (%) Boga (%) Dorado (%)

Grasas

Promedio | "= |Promedio| o= | promedio | o
Saturadas 40,12 3,9 354 1,3 33,9 3,0
Monoinsaturadas 45,6° 7,4 54,5¢ 34 41,78 8,7
Poliinsaturadas 14,2 3,6 10,1 0,8 24,42 11,4
Total insaturadas 59,92 10,9 65,6 4,2 66,1 20,2
Saturadas/Insaturadas 0,7 0,5 0,5
AG-n-6 8,0 2,55 6,1 0,7 16,32 8,5
AG-n-3 6,2 0,7 42 0,1 7.2 2,7
n-6/n-3 1,32 1,50 2,3¢

Para la misma linea, los valores afectados con el supra-indice
(a, b 0 ¢) son significativamente diferentes (p<0,05).

El contenido de AGM fue significativamente superior
para Boga (Figura 2). Datos similares fueron hallados en un
estudio realizado sobre diferentes especies de pescados del
rio Parana, donde se encontrd para Boga un valor maximo
del 51 g/100 g y para Surubi de 36 g/100 g (27). El conte-
nido de AGS vario entre 33,9 y 40,1 g/100g, predominando
el acido palmitico en las tres especies. La relacion AGS/
AGI coincidi6 con lo informado en otros estudios (25, 26)
y alcanzo valores que resultan beneficiosos para la salud.

0.5

0.0

Surubi

Dim 2 (19.83%)

-0.5

-1.07]

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Figura 2: Andlisis por Componentes Principales para el contenido de
AGS, AGM y AGP de Surubi, Boga y Dorado del rio Parana (Argentina).

La Figura 2 muestra los resultados del Analisis por
Componentes Principales, realizado a partir de los datos
de la Tabla 2. Se puede observar que la primera dimension
explica el 54,7% de las diferencias y discrimina a la espe-
cie Dorado de las otras, asociandolo con su contenido de
AGP (n-3 y n-6). La segunda dimension explica el 19,8%
de las diferencias y discrimina a la especie Boga, asociada
a mayores contenidos de AGM.

En la Tabla 2 puede observarse que las tres especies
aportan cantidades superiores de AG-n-6 que de AG-n-3,
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diferenciandose de lo informado para pescados marinos
[12]. Esta diferencia podria atribuirse, entre otros factores,
a que la salinidad del ambiente desempefia un papel impor-
tante en el perfil de AG [12].

FAO/OMS recomiendan que el aporte de los AGP n-6
en la dieta se encuentre entre el 5 y el 8% de la ingesta
energética diaria, mientras que el correspondiente a los AGP
n-3, debe ser del 1 al 2% [11]. De acuerdo a estos criterios,
la relacién n-6/n-3 encontrada en las especies analizadas es
menor a la 6ptima (Tabla 2). Estudios realizados en pescados
derio [11, 28], afirman que los mismos tienen una relacion
n-6/n-3 mucho mas equilibrada que los de mar, aunque
estos ultimos contribuyen con mayores aportes de EPA
y DHA [28]. Sin embargo, en los objetivos nutricionales
establecidos recientemente [11], se indicé que no era con-
veniente reducir el aporte de acidos grasos n-6, tratando de
evitar un desequilibrio en la proporcion n-6/n-3, siendo mas
conveniente incrementar el aporte de acidos grasos n-3 [29].

Tabla 3: Contenido de EPA Y DHA en 100 g de porcion comestible de
Surubi, Boga y Dorado del rio Parané (Argentina).

Surubi Boga Dorado

mg/100 g mg/100 g mg/100 g
EPA 130,12 30,1 30,2
DHA 427,62 159,9 120,7

Para la misma linea, los valores afectados con el supra-indice
(a, b 0 ¢) son significativamente diferentes (p<0,05).

La Tabla 3 muestra los contenidos de EPA y DHA para
100 g de porcion comestible de pescado, considerando los
diferentes contenidos de grasas totales de las tres especies
estudiadas. Puede observarse que el contenido de DHA de
las especies analizadas supero6 al de EPA; lo que resulta
beneficioso ya que el DHA puede ser reconvertido a EPA;
en cambio, cuando se administraron suplementos dietarios
de EPA, no se obtuvieron incrementos en los niveles de
DHA en sangre ni en tejidos [28].

La evidencia disponible del beneficio del consumo de
EPA y DHA, indica que se debe considerar una ingesta mini-
ma diaria de 250 mg, aceptando que las concentraciones de
EPA y DHA en sangre solo se pueden aumentar de manera
efectiva por el consumo de fuentes marinas [5]. FAO/OMS
[11] recomienda una ingesta de 200 mg por dia para las
mujeres embarazadas o en el periodo de lactancia y de 10 a
12 mg/kg/dia para bebés de hasta dos afios.

Acufia Reyes [30] concluyé que los lipidos aportados por
todas las especies de pescado, tanto los de agua dulce como
salada, son sustancialmente menores que las aportadas por
carnes de especies terrestres. Las tres especies analizadas
superaron en contenido graso al pollo y a algunos cortes de
cordero, cerdo y vaca, de acuerdo a la composicion infor-
mada en las Tablas de Composicion Quimica de Alimentos
Argenfoods 2010 [31], para estos Gltimos. Sin embargo,
las tres especies aportan AGI a la dieta, con demostrados
beneficios para la salud, y contienen menor cantidad de AGS
y de colesterol que el resto de las carnes [30, 31].

conclusiones

Desde el punto de vista nutricional, teniendo en cuenta
el aporte en AGI, especialmente AG-n-3 y AG-n-6, y
tratandose de un recurso natural de la zona, Boga, Dorado
y Surubi pueden considerarse como alimentos recomenda-
bles para ser incorporados a la dieta habitual.

Los valores informados en este trabajo pueden variar
segun los diferentes ecosistemas en los que se desarrollan
las especies consideradas. Estudios como este constituyen
un punto de partida para futuras investigaciones, que
habran de continuarse.
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Resumen

Las fallas de informacion en hospitales pueden ocasionar errores en la identificacion de pacientes y en la
administracion de medicamentos. La rastreabilidad ejecutada por la tecnhologia de comunicacion inalambrica RFID
(Radio Frequency Identification) puede ayudar con el control electronico de datos, generando informacion precisa
de las actividades. Este articulo discute una aplicacién de la trazabilidad en el ambiente hospitalario, utilizando la
tecnologia RFID para establecer el control de la informacién en la administracion medicamentosa, evitando que se
dicten medicamentos diferentes de los prescritos o que sean enviados al paciente equivocado.

Palabras clave: Gestion del Hospital, Rastreabilidad, Tecnologia de la Informacion, RFID.

Abstract

Failures of information in hospitals can lead to errors in patient identification and medication administration.
Traceability performed by RFID (Radio Frequency Identification) technology can aid in electronic data control,
generating accurate information on activities. This article discusses an application of traceability in the hospital
environment, using RFID technology to establish control of information in medication administration, avoiding the
delivery of medications other than those prescribed or sent to the wrong patient.

Keywords: Hospital Management, Traceability, Information Technology, RFID.

Resumo

Falhas de informacédo em hospitais podem ocasionar erros na identificacdo de pacientes e na administracéo
de medicamentos. A rastreabilidade executada pela tecnologia de comunicacao sem fio RFID (Radio Frequency
Identification) pode auxiliar com o controle eletrénico de dados, gerando informacao precisa das atividades.
Este artigo discute uma aplicacao da rastreabilidade no ambiente hospitalar, utilizando a tecnologia RFID para
estabelecer o controle da informacao na administracdo medicamentosa, evitando que sejam ministrados

medicamentos diferentes dos prescritos ou que sejam enviados ao paciente errado.

Keywords: Gestdo Hospitalar, Rastreabilidade, Tecnologia da Informacé&o, RFID.

Introducao

A seguranga da saude dos pacientes em hospitais ¢ uma
questdo a ser analisada com profundidade na sociedade. Ain-
da que internadas, pessoas sofrem danos com erros médicos,
ocasionados por falhas de informacao, como erros na iden-
tificacdo de pacientes, na administragdo de medicamentos e
em procedimentos hospitalares. Estes erros podem provocar
incidentes que resultam em complicagdes para a satde e
dificultam a reabilitagdo dos pacientes (Dedefo, Mitike &
Angamo, 2016; BerdoT et al., 2013).

Um erro de identificag@o do paciente pode resultar em
trocas no recebimento de bolsas de sangue, na transfusao
de hemoderivados, na nutri¢do e na realizacao de proce-
dimentos que ndo sdo destinados a esse paciente. Ja os
erros que ocorrem na administragdo dos medicamentos
estdo relacionadas a equivocos na dosagem e nos horarios
prescritos, a troca de medicamentos com aparéncia ou
nomes similares e a falta de aplicagdo que causam danos
a saude da pessoa que ja se encontra debilitada (Patel et
al., 2016; American Society of Health-System Pharmacists
& American Pharmacists Association, 2013). A partir de
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estudos realizados em hospitais do Brasil e de diferentes
paises, observa-se a recorréncia de relatos dos erros de
medica¢do relacionados a horario errado, omissio, erro
na dosagem, aplica¢do de medicamento sem autorizacao
e medicamento errado (Dedefo, Mitike & Angamo, 2016;
Patel et al., 2016; Berdot et al., 2013; Miasso et al., 2006,
Barker et al., 2002).

A possibilidade de errar € inerente ao ser humano e,
por isso, é necessario estabelecer mecanismos de segu-
rang¢a no sistema de saude, a fim de minimizar as falhas
de informagdo. A questdo da seguranca dos pacientes
deve ser tratada como uma responsabilidade ética e legal
para os hospitais (Zambelli, 2004). Assim, a aplicacdo de
tecnologias de informag@o para auxiliar o gerenciamento
de processos pode possibilitar um avango de controle e
coordenacao das atividades (Bowersox e Closs, 2009).

Nesse contexto, a rastreabilidade passa a ser entdo um
caminho para que as industrias e organizacdes de satde
implementem sistemas de gerenciamento, propiciando a
eficiéncia em suas operagdes, valor ao consumidor e a per-
manecerem competitivas no mercado. Dessa forma, tem-se
a importancia de sistemas que garantam a rastreabilidade
de dados de materiais, insumos e medicamentos, bem como
a identificacao dos pacientes aos quais sdo ministrados, e
dos profissionais que os prescrevem (Carayon, 2010).

A tecnologia de informagdo Radio Frequency Identi-
fication (RFID - Identificagdo por radiofrequéncia) vem
sendo utilizada no desenvolvimento de solugdes para
a area da saude, além de setores em que sua aplicagdo
ja € consolidada, como na automacao dos processos de
logistica, controle e de circulagdo de mercadorias (Meyer,
Roest & Szirbik, 2010). As principais areas beneficiadas
por meio da rastreabilidade com RFID em hospitais sdo
o monitoramento de equipamentos e controle de ativos
(Oranje-Nassau ef al., 2009).

Diante deste cendrio, este artigo pretende abordar o
problema da administragdo errada de medicamentos aos
pacientes ocasionada por falhas de informagéo, explorando
a sua relag@o com a tecnologia RFID. Para tanto, tem-se
como objetivo discutir uma proposta de aplicagdo que
utiliza a rastreabilidade no ambiente hospitalar, com uso da
tecnologia RFID para a verificagdo da medicagdo correta
que sera enviada ao paciente. Com isso, pode-se analisar
a fungdo da rastreabilidade hospitalar efetuada com RFID
enquanto elemento capaz de proporcionar a seguranca da
saude do paciente, discutindo formas de integracdo e de
monitoramento de agdes.

A rastreabilidade hospitalar com o uso de
tecnologias de informacéo

Para a gestdo de informacdes de um hospital, assim
como para sistemas logisticos em geral, encontram-se

diferentes obstaculos envolvidos em sua execu¢do, como
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erros em relatorios, dificuldades em determinar os momen-
tos exatos em que um evento ocorre, falta de precisdo na
troca de informagdes, dados que ndo refletem corretamente
uma situacdo, entre outros. S3o erros que ocasionam pla-
nejamentos desenvolvidos sem a eficiéncia maxima que
poderiam ter, podendo assim comprometer o desempenho
do processo (Meyer, Roest & Szirbik, 2010).

Para tanto, o desenvolvimento tecnoldgico atua
como um fator determinante para o compartilhamento
de informacoes. Assim, considera-se a mobilizacao do
conhecimento como um recurso estratégico para a gestao
de informagdes de uma organizagao, utilizando modelos
que permitam uma avaliagdo em tempo real (Souza, Lima
& Costa, 2008). No sector hospitalar, esta situagdo nao ¢
diferente. O crescimento de atividades baseadas em tele-
medicina, pedidos de informagdes consistentes e acessiveis
para atividades de pesquisa e aprimoramento do tratamento
de pacientes criam no setor de satide grande demanda por
recursos tecnologicos, que, se adequadamente gerenciados,
aprimoram a qualidade dos servigos de saude prestados a
populagdo (Bueno et al., 2010).

Desse modo, tem-se a adogao de TI no setor de saude
como aliada na atua¢do da gestdo do hospital. Contudo,
para que a aplicacdo objetive énfase de qualidade,
determinados fatores podem precisar de prudéncias na
execugdo dos projetos. Helms, Moore & Ahmadi (2008)
identificaram dificuldades como a falta de integragao
entre os sistemas, a demora para adocao de tecnologias de
informagao, além da tradicional resisténcia ao uso de novas
tecnologias como as principais fraquezas do setor. Alcanca-
da a exceléncia na aplicagdo, ressalta-se o valor das tecno-
logias de informacgdo para a melhoria da gestao hospitalar,
contribuindo para o desenvolvimento das atividades dos
profissionais de satide e funcionarios do hospital (Kirigia
et al., 2005). Laudon & Laudon (2009) destacam que a
adocao da TI possibilita promover os seguintes beneficios:
reducdo de erros em diagnosticos e prescrigdes, aper-
feicoamento do treinamento e educag@o dos profissionais
de assisténcia médica, ampliagdo do atendimento médico
em localidades remotas, informacgdes sobre assisténcias
médicas mais acessiveis aos consumidores.

No ambiente hospitalar, a gestdo de processos € o ins-
trumento que orienta a rastreabilidade, buscando o alcance
de bons resultados, melhorando o desempenho de uma
organizagdo prestadora do servigo com base na definicao,
analise e gerenciamento dos processos envolvidos. Nesse
sentido, tem-se a aplicacdo da rastreabilidade como um
elemento crucial para o controle e monitoramento das in-
formagdes, para que se possa ter a capacidade de recuperar
o historico das agdes em um sistema (ISO 9000:200, 2013).

Uma proposta de rastreabilidade para uma gestdo de
informagdes de um hospital deve contemplar os seguintes
elementos: a definicdo dos agentes do sistema de rastrea-
bilidade e das informagdes necessarias; o estabelecimento
dos fluxos de informagdes e bases de dados; a defini¢ao
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dos meios humanos, técnicos, de informagdes e financeiros
necessarios para implementagdo; a proposi¢ao de arranjos
institucionais adequados para a implementagdo e para o
controle do sistema de rastreabilidade. Cabe ressaltar a
importancia de orientar os sistemas de informacgao aos
métodos dos fatores humanos e ergondmicos para analisar
as aplicacdes a serem utilizadas nas organizagdes de saude,
sejam em sistemas de automacao, prontuario eletronico ou
quaisquer outros tipos de tecnologias de informagdo que
estejam envolvidas na gestao (Carayon, 2010).

Em um estudo realizado por Rodrigues, Xavier &
Adriano (2001) foi desenvolvido um médulo basico de
um sistema de gerenciamento de dados de pacientes, com
as possibilidades de interligagdo com outros modulos.
Esta aplicagdo computacional tem as seguintes fungdes:
Identificar ou verificar pacientes por meio de um indice
criado no processo de registro, que possa ser mantido
por qualquer unidade de assisténcia médica, sendo uma
subfun¢do do registro; Manter o arquivo de registro e
dados demograficos como um n6 comum para o sistema
de arquivo médico que possa ser utilizado por outros siste-
mas; Estabelecer o registro inicial de entrada de dados dos
pacientes mediante a criagdo do segmento de dados demo-
graficos; Acompanhar a movimentacao do paciente dentro
do hospital; Produzir o censo de pacientes e relatorios
estatisticos; Oferecer aos outros departamentos do hospital
informagdes comuns sobre cada paciente registrado; Criar
relatorios administrativos sobre a taxa de ocupagdo e média
de permanéncia do hospital; Identificar os médicos de cada
paciente; Elaborar lista de altas hospitalares de interesse
dos setores de admissdo do servigo de arquivo médico,
farmacia e outros departamentos.

Atualmente, observam-se algumas tecnologias utiliza-
das para efetuar a rastreabilidade. Entre elas: RFID (Radio
Frequency Identification), codigo de barras, codigos Quick
Response (OR-Codes) e os sistemas computacionais de
rastreabilidade. Como objeto deste estudo, analisa-se espe-
cificamente a aplicag@o da tecnologia RFID em hospitais.

A aplicacao da tecnologia RFID em ambientes
hospitalares

A tecnologia RFID é um dos componentes que pode
auxiliar na aplicag@o da rastreabilidade, ao participar do
controle e monitoramento de dados. Define-se a RFID
como uma rede de comunicagao a distdncia sem fio, com
alcance variavel em metros, dependendo da frequéncia
utilizada. A tecnologia pode ser utilizada com o objetivo
de identifica¢@o ou rastreamento de objetos e possui apli-
cagdes no setor logistico, de supermercados, transporte,
cargas, entre outros. Para que ocorra a comunicagao, ¢
necessario que o objeto possua o chip RFID (zag), entdo
uma grande quantidade de dados podem ser capturados
pelo leitor instantaneamente, inclusive com os objetos

em movimento e sem necessidade de contato ou visdo.
Um software ¢ responsavel pela conversdo dos dados em
informagdes significativas. Desse modo, a tecnologia pode
ser utilizada para a identificacdo de produtos, localizagao,
data e horario, acesso, entre outros (Sun, 2012; Chao, Yang
& Jen, 2007).

Dentre as possibilidades de aplicagdes para as tags
RFID, pode-se integrar o chip em diversos objetos, como
pulseiras, chaveiros, etiquetas, cartazes e cartoes, além de
também estar presente em equipamentos eletronicos. Os
chips podem possuir fonte de alimentag@o para ser capaz
de enviar dados a um leitor por conta propria (modo ativo)
ou funcionar sem bateria (modo passivo), com a corrente
fornecida por um leitor (Duroc & Kaddor, 2012; Soares
et al.,2008).

Com a utilizagdo de RFID, pode-se melhorar a
eficiéncia das operagdes no que se refere ao controle os
processos. Assim, a rastreabilidade de elementos realizada
pela tecnologia ¢ um dos integrantes aplicados em sistemas
de informacdo que pode atuar a fim de fornecer subsidios
para melhor analise, gestdo de riscos e controle de dados
em um hospital. Diferentes formas de aplicacdes de RFID
podem entregar reducdo de custos e de trabalho e melhorar
o atendimento, além de realizar a integracao dos dados por
meio de diferentes sistemas (Roberti, 2014)

Embora existam casos em que a utilizagdo do RFID
pode ser substituida sem maiores contratempos por
alternativas como os cédigos de barras, hd uma série de
diferencas que devem ser ressaltadas. Tem-se que codigo
de barras s6 comporta uma leitura por vez no sistema e
necessita de contato visual, apresentando dificuldade de
leitura no caso de barreiras fisicas, como objetos obstruin-
do a deteccdo do raio infravermelho. Além disso, como os
codigos de barras muitas vezes sdo impressos em materiais
plasticos ou de papel, caso tenham partes que estejam do-
bradas ou amassadas, pode-se ter dificuldades de leitura.
Da mesma forma, com o tempo, o cddigo pode também
apresentar desgaste fisico da tinta com a qual foi impresso
(Dias, 2009). Um dos principais pontos para a aplicacdo
do RFID ¢ a possibilidade de realizacao de leitura sem a
necessidade de contato ou visualizagdo direta entre o leitor
e o produto. Da mesma forma, a leitura do RFID também
pode ser realizada em ambientes sem nenhuma iluminagao
e com a possibilidade de realizar multiplas leituras de fags
RFID ao mesmo tempo, 0 que representa maior otimizagao
do tempo de inventario (Freiberger & Bezerra, 2010).

Desse modo, a tecnologia RFID pode ser utilizada
para a identificacdo de elementos, localiza¢do de pessoas
e equipamentos, controle de acesso, historico automatizado
de informag¢des como data e horario, entre outros. Um
sistema de informagdes de um hospital que aplique a ras-
treabilidade efetuada com RFID pode oferecer condigdes
para melhorar a sua gestdo, com o uso de ferramentas que
auxiliam a produtividade dos funcionarios e o atendimento
aos pacientes, oferecendo valor as atividades da organi-
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zagdo e, consequentemente, aumentando o desempenho na
gestdo (Oranje-Nassau et al., 2009).

De acordo com Roberti (2014), Michael McDonald,
chefe de Engenharia Biomédica do Veterans Integrated
Service Networks (VISN) — pertencente a Veterans Ad-
ministration, localizado nos Estados Unidos da América
(EUA) — as maiores motivagdes para a aplicacdo de RFID
no hospital foram as dificuldades da equipe de profissionais
no momento de localizar equipamentos, referenciando o
langamento da maior implantagdo da tecnologia RFID ja
vista até o ano de 2012. Esta implantacao foi um divisor
de 4guas para os hospitais. Com base no nivel de avaliagao
dos testes realizados, bem como a abordagem de negocios
que estdo tomando, acredita-se que foi um sucesso para o
futuro da tecnologia na area.

A aplicacao de RFID ainda encontra destaque na inser-
¢do de etiquetas a lotes de insumos hospitalares, como lu-
vas, seringas ou gazes, para controle de estocagem. Assim,
conforme indicado por Tajima (2007), tem-se um controle
de armazenagem dos materiais disponiveis e menos erros
de previsdo de demanda. Da mesma forma, como apontam
Meyer, Roest & Szirbik (2010), evita-se que haja erros de
relatérios, demora no repasse das informagdes e dados que
ndo sdo coincidentes com o panorama correto.

Portanto, tem-se que um sistema de informacdes de
um hospital que aplique a rastreabilidade pode oferecer
condigdes para melhorar a sua gestdo, com o uso de ferra-
mentas que auxiliam a produtividade dos funcionérios e o
atendimento aos pacientes, oferecendo valor as atividades
da organizagdo e, consequentemente, aumentando o des-
empenho na gestdo (Smithson & Hirschheim, 1998).

Proposta de controle da medicacdo em
hospitais

O delineamento da pesquisa ¢ baseado nos conceitos
de Carayon (2010) para a aplicagdo de uma proposta de
rastreabilidade para uma gestdo de informagdes de um
hospital. Para tanto, considerou-se a definicao dos agentes
que irdo compor o sistema de rastreabilidade, os fluxos
de informagdes e bases de dados, as necessidades para o
controle, os meios humanos, técnicos e tecnologicos.

Considerou-se a jornada do paciente em um hospital
até receber a medicag@o, que inicia com a identificagdo
deste paciente, o atendimento do médico e a defini¢ao do
prontudrio, prosseguindo com a interna¢do do paciente
no hospital, aguardando a medicacdo, nutricdo, exames
ou outros procedimentos médicos. Analisou-se a jornada
com o objetivo de verificar como o RFID estaria inserido
no processo, seja com leitores fixos e moveis, pulseiras,
cartdes de identificacdo ou etiquetas, que deviam estar
vinculados ao ambiente, paciente, objetos, medicamentos
e demais elementos participantes em cada momento.
Procurou-se determinar as caracteristicas de cada passo,
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com as barreiras encontradas para o monitoramento e
controle de dados.

Apbs estudo sobre os momentos de um paciente em
um hospital, com a respectiva andlise de cada fase, foi
desenvolvido o processo de rastreabilidade da medicacao
efetuada com RFID. Assim, a etapa consiste na elabo-
racdo de estratégia de coleta dos dados, com a selecdo de
equipamentos que melhor se adequam a cada momento
e os procedimentos a serem adotados, a fim de garantir
a eficiéncia no monitoramento e precisdo no controle de
informacdes relativas ao que foi prescrito ao paciente e aos
processos internos da gestao hospitalar.

Discute-se a seguir o processo de rastreabilidade da
medicacdo com a tecnologia RFID. Assim, tem-se as
etapas: 5.1 Identificacdo dos agentes do sistema, com os
elementos a serem monitorados; e 5.2 Rastreabilidade com
RFID no Hospital, com o processo especifico de monitora-
mento e controle da medicag@o do paciente.

Aplicacao da rastreabilidade
Identificacao dos agentes do sistema

Para cada um dos agentes do sistema foram analisadas
as necessidades correspondentes, a fim de poder definir o
tipo de tag RFID que melhor poderia ser utilizada. Para
tanto, foi considerado o fluxo de movimentagao no hospi-
tal, para que se possa estabelecer posteriormente 0s pro-
cessos automatizados. Para todos os agentes, foi utilizada
a frequéncia UHF, pois se busca adotar o alcance de leitura
regulavel a longas distancias. Em relagdo aos elementos
do sistema integrados com RFID, definiu-se o processo
para: Pacientes, Frascos de Medicamentos, Recipientes de
Medicamentos, Antena e Leitor RFID.

Paciente

Os pacientes devem poder ser monitorados em seus
leitos, no quarto ou na enfermaria, para que se possa des-
envolver o controle na administracdo dos medicamentos.
Com isso, definiu-se a utilizagdo de uma pulseira de silico-
ne com tag RFID, a fim de poder substituir as tradicionais
pulseiras de identificacdo em papel. Foram realizados testes
de leitura RFID entre a pulseira e antena, verificando que
a possibilidade de leitura acima de 2 metros de distancia,
para que haja a detecc@o do paciente no proprio leito. A
pulseira utilizada possui cerdas de 1cm em sua superficie,
garantindo um isolamento entre o chip e o corpo, evitando
uma possivel interferéncia de leitura que poderia ocorrer.

Frascos de Medicamentos

Objetiva-se estabelecer o controle de cadastro da medi-
cagdo que os pacientes devem receber, permitindo apenas
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0 que esta na prescrigdo médica. Com isso, definiu-se a
utilizacdo de fags RFID adesivas para serem colocadas aos
frascos de medicamentos presentes no setor de preparo da
medicacdo do posto de enfermagem do hospital. Os testes
indicaram que as tags apresentaram leitura a curta distancia
¢ acima de 2 metros, de acordo com a configuragdo da
antena, o que torna o modelo eficaz para a utilizagdo em
cadastros e para confirmacao de dados no leito do paciente.

Recipiente de Medicamentos

A fim de efetuar o processo com RFID para controle
da administracdo de medicamentos, foi necessario incluir
um recipiente que fosse capaz de realizar o monitoramento
RFID nos leitos dos pacientes. Para tanto, definiu-se a
utilizagdo da tag RFID adesiva, que deve ser anexada ao
recipiente de medicamentos que serd enviado ao paciente,
definido como um involucro plastico transparente com fe-
chamento (Figura 1). Este tipo de embalagem ja ¢ utilizada
em determinados hospitais e permite aplicagdo de etiqueta
com o nome ¢ cddigo do paciente. O recipiente plastico
permite ainda o lacre do medicamento, evitando violagao
antes de chegar até ao paciente. Além disso, também pode
ser encontrado em diferentes tamanhos, para atender a
variadas necessidades no hospital. Optou-se pela emba-
lagem pléstica transparente para facilitar a visualizagao
dos medicamentos que serdo inseridos, mas o recipiente
também poderia ser de papel, sem que houvesse alteragdo
na funcionalidade de leitura da antena RFID. O recipiente
pode abrigar os medicamentos so6lidos como comprimidos
e capsulas (inseridos diretamente no recipiente), além de
diferentes formas medicamentosas utilizadas em hospitais,
como os medicamentos liquidos, em pd, pomadas, cremes
(que tem suas embalagens originais inseridas no recipiente
plastico).

Antena e Leitor RFID

Utilizou-se uma antena com leitor RFID integrado, rede
de Wi-Fi e leds de sinalizagao (verde e vermelho, para fee-
dback visual das tags autorizadas ou negadas pelo sistema).
Uma das vantagens de um equipamento integrado com
Leitor e Antena RFID ¢ o formato compacto, uma vez que
utiliza um unico equipamento, sem antena externa visivel,
0 que possibilita a aplicagdo para diferentes fungdes que
exigem maior mobilidade, além da redu¢@o de conectores
e cabo coaxial e facilidade de instalagdo.

Com os /eds de sinalizag@o na propria antena, ainda
evita-se a utilizacdo de um equipamento especifico para a
finalidade e tem-se um feedback visual da resposta do sis-
tema para as fags, podendo ser utilizados para demonstrar
que uma tag foi autorizada ou negada para determinada
fungdo configurada no software. Pode-se, por exemplo,
configurar o software para responder ag¢des de interagdo
quando realizada leitura de determinadas fags. Com isso,
ao aproximar uma tag do campo de leitura do equipamento

RFID, pode-se abrir uma porta, emitindo sinalizagéo de led
verde, ou negar executar uma funcao para determinada fag,
emitindo sinaliza¢do de led vermelho. Com a possibilida-
de de fornecer um feedback imediato de uma interagao,
pode-se auxiliar os enfermeiros na execugao correta da
administracdo dos medicamentos ao paciente, acionando os
leds verdes para uma confirmagao de entrega ao paciente
certo e leds vermelhos para informar que os medicamentos
entregues nao sdo para aquele paciente em questao.

Figura 1: Recipiente com tag e antena RFID

%

Apos a definigdo e testes com fags e equipamentos,
tem-se o desenvolvimento dos processos de rastreabilidade
da medicagdo, contemplando o monitoramento RFID dos
agentes do sistema e leitos do hospital, além do cadastro
de frascos ¢ recipiente de medicamentos no posto de
enfermagem.

A rastreabilidade com RFID no hospital

Monitoramento do paciente

Ao iniciar no hospital, cada paciente recebe uma identi-
ficacdo propria, por meio de uma pulseira com RFID UHF.
Assim, ¢ feita a associacdo dos dados do paciente com
o que foi prescrito pelo médico, utilizando o prontuario
eletronico e integrando os dados gerados com a transmis-
s@o por RFID e do cadastro manual. Com isso, cria-se a
associacdo entre os dados de identificagdo do paciente com
o da prescricao e o recipiente de medicamentos, realizando
confirmacao eletronica do que ¢ indicado no prontudrio.

Cadastro no Posto de Enfermagem

No posto de enfermagem do hospital, ¢ feito o controle
da movimentagdo dos medicamentos, que so sdo disponi-
bilizados apds a confirmacgdo eletronica do que ¢ indicado
no prontuario do paciente. Cada medicamento que sera
ministrado ao paciente tem sua saida controlada por meio
da tag RFID nas caixas e frascos. Ha a identificagdo do
recipiente de remédios com os dados do prontudrio, como
dosagem, horario e local em que o paciente esta.

Frascos de Medicamentos: No posto de enfermagem do
hospital, ha a identificag@o dos frascos e caixas de medica-
mentos com fag RFID, com o intuito de realizar o cadastro
eletronico com RFID no momento do preparo do recipiente
de medicamentos do paciente. Com isso, busca-se evitar
ainda troca de medicamentos, com o sistema emitindo
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alerta caso o medicamento utilizado seja diferente do esta
prescrito ao paciente.

Recipiente de Medicamentos: Os medicamentos que
serdo enviados ao pacientes sao alocados em um recipiente
proprio, identificado com fag RFID, que ¢ vinculada aos
dados da prescri¢do médica, como o tipo de medicamento,
dosagem, horario e local em que o paciente esta. Com
isso, o recipiente de medicamentos ¢ atuante do sistema
de medicagdo no momento de preparo e dispensagdo da
terapia medicamentosa, bem como na administragao do
medicamento ao paciente. E a partir da identificacdo
RFID do recipiente que o sistema ira realizar a analise dos
dados, emitindo alerta caso o recipiente seja enviado ao
leito errado ou em horarios diferentes dos determinados
na prescri¢ao.

Monitoramento do Leito do Paciente

O processo interativo com RFID desenvolvido para
controlar a administragdo de medicamentos aos pacientes
¢ fomentado pela integracdo de diferentes tecnologias
no hospital. Além da inser¢do das tags RFID para a
identificagdo eletronica dos agentes do sistema, héd a
presenca das antenas RFID nos leitos, a fim de realizar a
verificagdo e 0 monitoramento do processo. Dessa forma,
pode-se estabelecer uma infraestrutura capaz de realizar a
rastreabilidade com RFID no hospital, criando um sistema
de rastreabilidade em tempo real que permita localizar os
agentes, registrar um historico e emitir alertas de erros.
Assim, o sistema garantira o controle administracdo de
medicamentos.

No quarto e na enfermaria, ha o monitoramento especi-
fico do leito do paciente, para auxiliar na administragdo dos
medicamentos aos pacientes. Assim, ¢ feita a associagdo
dos dados do paciente com o que foi prescrito pelo médico
no prontudrio eletrdnico de internagao e integrando os
dados gerados com a transmissao por RFID.

No quarto do paciente ¢ na enfermaria, ha a instalagio
de antenas RFID na parede, em altura acima do leito,
realizando o monitoramento de quem entra no local e
detectando no campo de leitura do leito os elementos com
a tag RFID, como a pulseira do paciente e o recipiente
de medicamentos. Tanto no quarto individual quanto na
enfermaria, tem-se uma antena posicionada acima da
cama, na parede do local, em torno de 2 metros do chdo A
configuragdo entre o posicionamento da antena na parede,
o alcance do sinal dbi (ganho em decibel) e o tipo da fag
(RFID UHF) gera um alcance de leitura a uma distancia
em torno de 2 metros para frente e 1,5 metros lateralmente
(Figura 2).

Com isso, obtém-se espago necessario para haja a
leitura de cada leito individualmente, com margem para
os lados, mas sem que o posicionamento de uma antena
interfira no campo de leitura da outra (Figura 2). Assim,
pode-se efetuar com segurancga a detecg¢do dos remédios
que sdo ministrados, bem como a detecgao do proprio pa-
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ciente em seu leito. — Esta configuragdo de posicionamento
da antena e distancia de leitura ¢ definida de modo padrao
para este caso de monitoramento e deve ser ajustada de
acordo com a estrutura do hospital e de cada ambiente que
possua a entrega de medicamentos aos pacientes, como
UTTI e maternidade. Com isso, dependendo da necessidade
de posicionamento da antena no leito, a distancia de leitura
deve ser reconfigurada, variando em rela¢do aos 2 metros
definidos anteriormente.

Figura 2: Mapa das antenas RFID na enfermaria

ANTENA ANTENA

ANTENA

ALCANCE DE

LEITURA RFID
ENFERMARIA

Dessa forma, pretende-se auxiliar os profissionais no
cumprimento exato de cada medicacdo do paciente, rea-
lizando a confirmacao eletronica do que esta prescrito no
prontuario. Caso a medicag@o enviada ao leito do paciente
ndo seja a mesma prescrita em seu prontuario, a propria
antena RFID emitira alerta visual no quarto e o sistema ¢
atualizado em tempo real na enfermaria (Figura 3), buscan-
do evitar o erro antes de ocorrer. Com isso, pode-se evitar
ainda que, mesmo que o recipiente de remédios esteja de
acordo com o prontudrio, seja enviado em horario errado.

Figura 3: Processo interativo de monitoramento RFID
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Discussao

Os resultados da implantacdo de um sistema de au-
tomag¢ao no ambiente hospitalar vislumbram a melhoria
da qualidade do tratamento de satide, reducdo de custos e
avanco do conhecimento. O desenho de um plano de ges-
tao hospitalar desse porte requer consideragdes complexas,
mas todo o esfor¢o deve ser feito para vencer barreiras
de ordem organizacional e tecnoldgica. A geréncia da
complexidade da medicina moderna exige a automagao
dos registros médicos como tecnologia essencial aos
cuidados médicos. Pode-se inferir por Oranje-Nassau et
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al. (2009) que o sistema de informagdes do hospital que
possui a aplicagdo da rastreabilidade por RFID, pode
oferecer condigdes para melhorar a sua gestdo, ao auxiliar
a produtividade dos funcionarios e também o atendimento
aos pacientes.

A partir da definicdo dos agentes do sistema, com a
inclusdo das respectivas tags RFID, pode-se estabelecer
a identificagdo eletronica dos frascos e dos recipientes de
medicamentos, além do paciente ¢ da medicagao que chega
ao seu leito, com a adogao da antena RFID no local. A
integragdo entre os elementos RFID, associada a presenga
de computadores ¢ software para o gerenciamento de da-
dos, ressalta o ambiente de convergéncia das tecnologias,
que atuam em conjunto para oferecer aplicagdes para os
usudrios no hospital, auxiliando no estabelecimento do
processo da administragdo de medicamentos.

Dessa forma, cria-se uma plataforma tecnologica
propicia para a rastreabilidade, efetuando a mobilizacao
do conhecimento destacada por Souza, Lima & Costa
(2008), auxiliando nao apenas na gestao de informacdes do
hospital, mas o controle tempo real, que, nesse caso, pode
evitar os erros de medica¢do. Com este monitoramento,
pode-se estabelecer um caminho para aprimorar a
qualidade dos servigos de satde prestados (BUENO et al.,
2010).

De acordo com Meyer, Roest & Szirbik (2010), pode-
se inferir que esta rastreabilidade contribui ainda com o
planejamento da organizagdo, pois facilita na determi-
nacdo dos exatos momentos em que um evento ocorre,
minimizando erros em relatorios ocasionados pela falta de
precisdo na troca de informagdes, evidenciando a confiabi-
lidade na troca de informacgdes, além de dados que refletem
corretamente uma situagdo. Assim, com o monitoramento
de pacientes, pode-se oferecer um processo que auxilie os
profissionais ndo apenas no registro e acompanhamento de
histdrico sobre a jornada no hospital, mas também no cum-
primento exato da medicag@o, gerando um conhecimento
preciso de cada paciente.

Sao solugdes que convergem com o estudo realizado
por Rodrigues, Xavier & Adriano (2001) sobre o sistema
de gerenciamento de pacientes, interligado a outros mo-
dulos, pois atua na identifica¢do dos individuos, com um
banco de dados que serve para o estabelecimento de um
quadro da satide do local e que podem ser compartilhados
e agrupados posteriormente com qualquer unidade de as-
sisténcia médica. Isto porque um sistema de gerenciamento
eletronico também poderia gerar como resultados a cons-
trugdo de dados demograficos, com um censo de pacientes
e relatorios estatisticos, oferecendo a outros departamentos
do hospital as informacdes sobre cada paciente registrado.

A partir desta configuracdo, entende-se que a tecnologia
RFID no contexto desenvolvido representa ndo apenas
um suporte para a realizagdo do processo, mas, compoe a
mediacdo da interagdo entre o meio hospitalar e as pessoas
participantes. Ou seja, a tecnologia estd inserida no modo

como ocorre o proprio processo de administragdo de me-
dicamentos, atuando na experiéncia dos usuarios, como
no cadastro do recipiente, na entrega para o paciente ¢ na
confirmagdo do sistema. Assim, a tecnologia RFID expan-
de sua atuagdo para além do espago virtual, integrando as
tarefas dos funcionarios, os servigos relativos aos pacientes
e a gestdo como um todo do hospital.

Com a identificagdo eletronica com RFID, derivam-se
contribui¢des para a realizagdo também do monitoramento
de médicos e funcionarios, permitindo um gerenciamento
do dia de trabalho, com os locais em que circularam, dias
¢ horarios, facilitando no que se refere ao vinculo que
tiveram com 0s pacientes, por meio da associacdo com o0s
prontudrios eletronicos. De modo complementar, manter
um monitoramento e registro sobre a utilizagdo de deter-
minados equipamentos auxilia na localizagdo imediata do
aparelho no hospital, otimizando tempo dos funcionarios
e gerando informagdes para a identificagdo de perdas de
materiais.

Com o monitoramento de locais e leitos do hospital, po-
de-se criar um historico de localizagdo, além de permitir ou
negar acesso a determinadas areas restritas, condicionando
a abertura de portas a identificacdo das tags RFID. Por
Rodrigues, Xavier & Adriano (2001), mantendo registros
sobre a movimentagdo, ocupagdo e tempo permanéncia no
hospital, gera-se a rastreabilidade interna de cada paciente,
auxiliando no gerenciamento de leitos e no controle da
movimentagdo interna do hospital.

Importante atentar ainda que para a implementagao
precisa da plataforma de gestdo ¢ necessario o apoio ¢ a
integrag@o plena dos processos internos. Remetendo aos
autores Helms, et al. (2008), pode-se solucionar dificul-
dades recorrentes na area da saude, como a demora para
adocao de tecnologias de informagdo, além da resisténcia
ao uso de novas tecnologias para a execuc¢ao dos processos.
Com éxito da rastreabilidade de medicagdo, por Kirigia
et al. (2005), pode-se entender que ha a incorporagdo de
valor das tecnologias de informagdo para a melhoria da
gestdo hospitalar, ao contribuir para o desenvolvimento
das atividades dos profissionais de satde e funcionarios
do hospital, além dos proprios pacientes.

Nao obstante, ha de se ressaltar que o avango da TI no
setor da satide em geral, principalmente o hospitalar, exige
uma educacao paralela dos profissionais de saude em um
estudo destinado a melhorar as praticas de registro indis-
pensaveis a melhoria da qualidade do tratamento médico.

Consideracoes finais

Uma plataforma de monitoramento e controle, baseada
em RFID, pode contribuir para a gestdo da informagao
em um hospital, oferecendo agilidade e eficiéncia nos
processos internos. Considerando que a profissionalizagdo
dos processos gerenciais das institui¢des hospitalares
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constitui-se em uma necessidade tanto do ponto de vista
da eficiéncia como a competitividade, elegeu-se como foco
deste estudo o papel da rastreabilidade no auxilio a gestao
hospitalar, seus processos e estratégias.

Este artigo teve o objetivo de analisar uma proposta
para rastreabilidade no ambiente hospitalar, que utiliza a
tecnologia RFID para o controle de dados de pacientes, o
monitoramento da movimentagao dos locais internos (em
especifico, para a farmacia ¢ cozinha) e equipamentos.

Para projetar um sistema de rastreabilidade, foi necessa-
rio compreender o contexto, proceder a andlise dos objeti-
vos e instru¢des que devem orientar o desenvolvimento do
mesmo. Neste sentido, foi realizado o tratamento e analise
dos procedimentos propostos, visando a defini¢do de um
quadro de referéncia que orientard o desenvolvimento
de opcoes de sistemas de rastreabilidade adequados ao
contexto de analise. Além disso, pdde-se contribuir para
o gerenciamento de processos, com uma visao global das
acdes de medicacao que ocorrem no hospital, facilitando
a tomada de decisdes no caso de ocorréncias serem en-
contradas.

Foram determinados os momentos-chave para o
monitoramento, que seriam durante o preparo dos medi-
camentos no posto de enfermagem e na entrega no leito do
paciente. Este cenario implicou em questdes decisivas para
0 processo, com a necessidade de desenvolver estratégias
sobre como identificar que o paciente esta recebendo a me-
dicagdo correta, de que modo se poderia evitar um erro no
preparo do medicamento, quais mecanismos poderiam ser
utilizados para gerar alertas de erros, entre outros desafios.

Ainda existem muitas problematicas que devem ser su-
perados no processo da rastreabilidade. O aprimoramento
do processo se dara com as experiéncias, o levantamento
das dificuldades e a adequacdo a realidade brasileira.
Para isso, deve-se haver um maior comprometimento
e participagdo de todos os elos envolvidos no processo
de rastreabilidade. Espera-se que as dificuldades sejam
superadas, devendo esse ser uma meta a ser perseguida. A
atual situac@o ressalta a importancia de que esfor¢os sejam
empreendidos, ampliando o desenvolvimento e aplicacao
de modelos de pesquisa a fim de promover um maior
alinhamento deste segmento.

De posse dessas informagdes, derivam-se conclusdes
importantes ndo apenas para as certificadoras, como
constituintes de um elo do sistema, mas também para a
implementac¢do de politicas publicas de desenvolvimento
na saude. A urgéncia do tipo de trabalho que exigem os
sistemas hospitalares ressalta a importancia de que esfor-
¢os sejam empreendidos, ampliando o desenvolvimento e
aplicag@o de modelos de pesquisa a fim de promover um
maior alinhamento no setor da satde, visando proporcio-
nar melhorias na seguranca dos pacientes e na qualidade
do atendimento médico em relacao a administracao dos
medicamentos em hospitais.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la influencia de las condiciones de secado de cdpsulas de extracto de
yerba mate (llex paraguariensis St. Hilaire). Las mismas se obtuvieron aplicando la técnica de gelificacion i6nica y
fueron sometidas a tres condiciones de secado: microondas y secado convectivo a 60 y 80° C. Las isotermas de
adsorcion obtenidas fueron del tipo sigmoidal y la ecuacion de GAB fue la que mejor explico el comportamiento
de los datos experimentales, no encontrandose diferencias estadisticas significativas entre los materiales. Los
contenidos de polifenoles totales (CPT) y capacidad antioxidante (CAQ) presentaron valores entre 20,12 y 19,68
g EAG/100g ms (masa seca) para CPT, y para la CAO entre 20,47 y 19,45 g EAA/100g ms, no encontrandose
diferencias estadisticas significativas. El consumo de 5 g de capsulas aportaria el 41% del requerimiento diario de
calcio. La velocidad de rehidratacion fue mayor para las capsulas secadas con microondas.

Palabras clave: Yerba mate; Gelificacion ionica; Antioxidante; Encapsulacion; Secado

Abstract

The objective of this work was to study the influence of drying conditions on yerba mate extract capsules (llex
paraguariensis St. Hilaire). They were obtained by applying the ionic gelation technique and were subjected to
three drying conditions: microwave and convective drying at 60 and 80° C. The sorption isotherms obtained were
of the sigmoidal type and the GAB equation was the one that best explained the behavior of the experimental
data, and no significant statistical differences were found in the three materials. The contents of total polyphenols
(CPT) and antioxidant capacity (CAO) presented values between 20.12 and 19.68 g EAG / 100g DM (dry mass) for
CPT, and for the CAO between 20.47 and 19.45 g EAA / 100g DM, no significant statistical differences were found.
The consumption of 5 g of capsules, would contribute 41% of calcium daily requirement. The rehydration rate was
higher for the microwave-dried capsules.

Keywords: Yerba mate; lonic gelation; Antioxidant; Encapsulation; Drying

Introduccioén

En la actualidad, el hombre ha generado cambios en el
estilo de vida y habitos alimentarios. La eleccion racional
de alimentos se basa no s6lo en satisfacer el hambre y pro-
porcionar los nutrientes necesarios, sino también en prevenir
las enfermedades relacionadas con la nutricion y mejorar
el bienestar fisico y mental. Los alimentos denominados
funcionales constituyen un mercado en alza, siendo uno de
los temas mas estudiados en los ultimos afios [1]. Una de las
areas de mayor interés en el desarrollo de estos alimentos, se
fundamenta en la posibilidad de modular los sistemas redox
y antioxidante del organismo, ya que dichos factores han
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sido implicados en el desarrollo de numerosas enfermedades
cronicas y en el proceso de envejecimiento [2].

La yerba mate (/lex paraguariensis St. Hilaire), es
considerada una fuente rica de antioxidantes. Se han
encontrado una gran variedad de compuestos que aportan
beneficios para la salud, lo que la hace un material ideal
para la extraccion de compuestos activos y su posterior
aplicacion como ingrediente funcional [3], [4].

En sistemas alimentarios, el extracto de yerba mate ha
demostrado capacidad de prevenir el deterioro oxidativo de
productos con alto contenido graso, mostrando un elevado
poder antioxidante inclusive a bajas concentraciones [5],
[6]. Sin embargo, su sabor caracteristico limita su incor-
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poracion a otros alimentos debido a que puede generar
rechazo por parte de los consumidores por modificacion
del sabor original. Los compuestos fendlicos son los de
mayor influencia en la capacidad antioxidante del extracto
de yerba mate [7]. Las principales clases de acidos cloro-
génicos hallados en la naturaleza son los acidos cafeoilqui-
nicos (CQA), acidos dicafeoilquinicos (diCQA), y menos
comunes los acidos feruloilquinicos (FQAsS).

El interés en el empleo de yerba mate es aprovechar
sus propiedades antioxidantes para el desarrollo de un in-
grediente funcional que pueda dar lugar a distintos efectos
fisiologicos beneficiosos para el organismo humano, y dar
respuestas a las expectativas de los consumidores. En el
presente trabajo se propone encapsular los antioxidantes a
partir del extracto de yerba mate, en matrices de alginato
de calcio facilitando la manipulacién, conservacion y
adicion a otros alimentos y de esta manera poder superar
los inconvenientes de inestabilidad, disminuir el gusto
desagradable, y la vida util del compuesto [8], [9]. Esto
permitira encontrar nuevos mercados y agregar antioxi-
dantes naturales a los alimentos compatibles para evitar
enranciamientos.

El secado es uno de los métodos mas utilizados en la
conservacion de alimentos dado que, al reducir la actividad
del agua, se evita el crecimiento de microorganismos. El
método de secado mas utilizado es el secado convectivo.
El mismo se aplica al secado de alimentos utilizando aire a
temperaturas bajas y moderadas (menores a 100° C). En los
ultimos afios se han empleado nuevos métodos de secado,
como ser el secado con microondas.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la influencia
de las condiciones de secado de las capsulas sobre las
propiedades fisicoquimicas empleando secado convectivo
con aire a dos temperaturas (60 y 80° C) y microondas.

Materiales y Métodos
Preparacion de las capsulas

Para la obtencion de las capsulas se prepar6 un extracto
acuoso de yerba mate soluble (adquirida del mercado local)
al 15% p/v y se mezcld con alginato de sodio al 2% p/v.
Las capsulas se obtuvieron mediante gelificacion idnica
por goteo sobre una solucioén de CaCl, al 3% utilizando
una bureta (con apertura de salida de 2,5 mm) para regular
el paso de la solucidn y la caida de las gotas en la solucion
de cloruro de calcio. Esta solucion estaba contenida en
un vaso de precipitados ubicado a una distancia de 10 cm
debajo del pico de la bureta y era mantenida con agitacion
magnética. Las capsulas permanecieron en dicha solucion
durante 15 min. Luego fueron filtradas y lavadas con agua
destilada y posteriormente fueron secadas [4].

Cinética de secado

Para determinar la cinética las capsulas fueron secadas
en microondas y secado convectivo con aire a 60 y 80° C.
Para la primera se utiliz6 una potencia 90 watts, pesando
cada 5 minutos hasta llegar a peso constante. Posterior-
mente éstas fueron enfriadas y almacenadas en recipientes
herméticos. El secado convectivo se realizé en una capa
delgada de las capsulas colocadas en canastillas. Se pesd
la muestra inicial (aproximadamente 100 g) y luego fueron
llevadas al secadero. En ambos casos se utiliz6 aire con
una humedad absoluta de aproximadamente 0,01 kg agua/
kg aire seco y una velocidad de 1 m/s en flujo paralelo. Los
datos experimentales se obtuvieron durante el transcurso
del secado, pesando las muestras en una balanza marca
SARTORIUS-WELKE GMBH tipo 2257, industria ale-
mana, con una precision de £ 0,01 g a intervalos de 15
minutos para 60° C y 10 minutos para 80° C hasta peso
aproximadamente constante. Con estos valores, el de
la humedad final y las pesadas previas, se determinoé la
variacion del contenido de humedad en funcion del tiempo.

Contenido de humedad

Para determinar el contenido de humedad se utilizoé el
método de pérdida de masa en estufa a 103° C +/-2° C hasta
pesada constante (aproximadamente 5 horas). Se determind
el peso de las muestras antes y después de ser llevadas
a estufa en una balanza analitica ANR con precision de
+/- 0,0001 g.

Isotermas de adsorcion

Para determinar las isotermas de adsorcion se utilizo el
método estatico. Para ello las capsulas fueron introducidas,
por triplicado, en recipientes cerrados con diferentes solu-
ciones salinas saturadas en equilibrio, las cuales generaban
atmosferas de una a  determinada. Los recipientes se dispu-
sieron en una estufa a 25° C + 1° C, donde permanecieron
hasta alcanzar el equilibrio (aproximadamente 15 dias).
Luego se determind el contenido de humedad de las
muestras. Las sales utilizadas, asi como el valor de a_
utilizadas se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Rango de actividades de agua (a,) de las soluciones salinas
saturadas a 25° C.

Sales a,
Licl 0,113
MgNO, 0,528
CoCl, 0,649
NaBr 0,575
NaNoO, 0,742
Nacl 0,752
KCl 0,843
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Los datos experimentales de contenido de humedad y
a_ se ajustaron a las ecuaciones de GAB (Guggenheim,
Anderson y de Boer), Halsey y Henderson (Tabla 2). La
calidad del ajuste de los modelos propuestos se evalud
por medio del coeficiente de correlacion lineal (R?). Se
utilizé el programa Statgraphics Centurion XVII, Statpoint
Technologies.

Tabla 2: Ecuaciones utilizadas para el modelado de las isotermas de
sorcion.

Modelo Ecuacion Parametros

GAB Ecuacioén 1 X: humedad del producto
Xm: humedad del producto
cuando los puntos de adsorcion
primarios estan saturados
por moléculas de agua

C: constante de Guggenheim
relacionada con el calor de
sorcion de la monocapa

K: factor de correccion
relacionado con el calor de
sorcion de la multicapa

X,Cka,,

(1-ka,)(1-ka,, + Cka,)

Ecuacion 2

1/B
X= o
In ()

Ecuacion 3
1-aw =e -~

Halsey Ay B: constantes del modelo
B: caracteriza el tipo
de interaccion entre el

vapor y el solido

Henderson Ky n son constantes

Determinacion del contenido de polifenoles totales

Las capsulas fueron trituradas en un molino de acero
inox (marca Arcano), luego se tamizo utilizando una
malla de 420 micra. Se pesaron 0,2 + 0,01 g de muestras
tamizadas y se introdujeron en tubos conicos para luego
agregar 5 mL de metanol al 70%, la mezcla se homogenei-
7o en Vortex unos segundos para luego llevarla a un baio
termostatizado a 70° C durante 5 minutos. Se dejé enfriar
y se centrifugd a 2.052 g (3500 rpm) durante 10 minutos.
El sobrenadante fue retirado y reservado en un tubo gra-
duado. El proceso de extraccion se realiz6 nuevamente y
el sobrenadante obtenido fue combinado con el reservado
de la primera extraccion. El volumen final de los extractos
combinados fue llevado a 10 mL con metanol al 70%.

El contenido de polifenoles totales (CPT) fue deter-
minado mediante el método de Folin-Ciocalteu. Para el
andlisis se tomd 1 mL del extracto y se realiz6 una dilucion
(1:100) con agua destilada. De esta solucién se tomo 1,0
mL y se coloco en un tubo de ensayo. Se agregaron 5,0
mL de la solucion del reactivo de Folin-Ciocalteu y luego
4,0 mL de la solucion de carbonato de sodio. Los tubos se
agitaron, se taparon y se dejaron reposar durante 60 minu-
tos a temperatura ambiente antes de realizar las lecturas de
absorbancia. Como blanco de reactivos se reemplazé 1,0
mL del extracto diluido con agua destilada. Las lecturas
de absorbancia se realizaron a 765 nm usando una cubeta
de cuarzo de 1 cm de camino Optico. Para obtener la curva
de calibrado se prepararon soluciones de acido galico
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en concentraciones de 0 a 50 pg/mL. Se realizaron dos
determinaciones analiticas por extracto. El contenido de
polifenoles totales en el extracto original se expresé como
g de polifenoles totales equivalentes a acido galico en 100
g de materia seca (g EAG % ms) [10].

Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante (CAO) se determind me-
diante el ensayo del radical libre DPPH, usando 4cido
ascorbico como estandar y se expresé como g equivalentes
a acido ascorbico por cada 100 g de materia seca (g EAA
% ms). Para ello, 1 mL de cada extracto de capsulas de
yerba mate obtenido fue diluido (1:25) con agua destilada.
Luego, se mezclaron 100 pL de cada extracto de yerba
mate diluido con 3 mL de una soluciéon metandlica de
DPPH (100 pL/L) en un frasco de color caramelo. Los
frascos de reaccion se incubaron en estufa a 37° C durante
2 h. Las lecturas de absorbancia se realizaron a 517 nm
usando una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino dptico y
como blanco se reemplazaron los 100 uL de cada extracto
diluido por metanol. La curva de calibracién preparada con
concentraciones de acido ascorbico entre 0 y 100 pg /L
resultdo y = - 0,0421* x + 1,033 (R? = 0,9988), siendo x la
cantidad del estandar (u1g) utilizada en el ensayo.

Velocidad de rehidratacion

Las cépsulas, contenidas en un tamiz colador, fueron
sumergidas en un bafio de agua a temperatura ambiente. Se
extrajeron del bafio en diferentes periodos de tiempo (5,10,
20y 30 minutos), fueron secadas con papel tissue para reti-
rar el agua excedente y luego fueron pesadas. La velocidad
de rehidratacion se obtuvo dividiendo la ganancia de agua
del material rehidratado por el peso del material seco [11]
potato, carrot, banana, pepper, garlic, mushroom, onion,
leek, pea, corn, pumpkin, and tomato. Las mediciones se
realizaron por triplicado para cada muestra. Los valores
de ganancia de humedad obtenidos fueron ajustados al
modelo matematico de Pilosof [12].

Determinacion del contenido calcio

Para determinar la concentracion de Ca se utilizaron 2 g
de capsulas secas, las que fueron incineradas en una mufla
a 525+ 25° C. Al residuo se le agregaron 100 mL de una
solucion de HCI al 10% y la solucion obtenida luego fue
filtrada. Se extrajeron 10 mL y se diluy6 con agua en una
relacion 1/10. Para medir la concentracion ionica de Ca, se
utiliz6 un espectrofotometro de absorcion atdmica (Marca
Analyst 200, Perkin Elmer) y se trabajé a una longitud de
onda de 422.7 nm. Se realizaron dos mediciones para cada
tipo de capsulas y se informaron los valores medios [13].
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Medicion de los parametros de color

Para la medicion del color se utilizaron las capsulas se-
cadas en las diferentes condiciones. Se coloco una porcion
de cada muestra en un platillo de vidrio y se determinaron
los parametros de color: luminosidad (L*), rojo-verde (a*)
y amarillo-azul (b*) con un colorimetro modelo EZ4500L
Mini Scab de Hunter Lab en tres puntos diferentes. Para
el analisis de los datos se utilizaron los valores medios de
tres réplicas por muestra.

Resultados y Discusion
Obtencion de Capsulas

Se obtuvieron cépsulas de alginato de calcio conte-
niendo extracto de yerba mate, aplicando la técnica de
gelificacion ionica. El tamafio de las capsulas obtenidas
fue poco uniforme, debido a que en el mismo influyen
varios factores como el efecto de la gravedad, la tension
superficial de la solucion que induce la gelificacion y el
tamafio del pico de la bureta que influyeron en gran medida
en la esfericidad y el tamafio de las capsulas obtenidas. Las
capsulas presentaron pequefios poros en la superficie. De
acuerdo con otros trabajos realizados, las capsulas hechas
con alginatos presentan un rango de porosidad comprendi-
da entre 5 a 200 nm. El mismo es un factor importante en la
determinacion de la liberacidon del componente bioactivo.
La porosidad se puede reducir de manera significativa por
secado parcial de las capsulas o deshidratacion completa
[14], [15].

Cinética de secado

Los valores experimentales de contenido de humedad
a diferentes tiempos se pueden observar en la Figura 1.

Curvas de cinética

kbs kg agua/kgss

0 30 60 90 120 150
Tiempo (min)

~® Microonda @ Secadoa60°C ~® Secadoa80°C

Figura 1: Curvas de cinética de secado de las tres condiciones.

Las capsulas presentan un comportamiento similar, con
una alta velocidad de secado inicial seguida por una etapa
mas lenta desde aproximadamente los 50 minutos, para
llegar finalmente a un tiempo en el que las variaciones
del contenido de humedad son muy bajas. En el secado en
horno microonda la humedad permanece constante a partir

de los 100 minutos, para el secado convectivo a 60 °C a
los 135 minutos, mientras que para el secado convectivo a
80°C a los 80 minutos. En el secado convectivo se puede
observar que la cinética fue influenciada por la temperatura
y que el empleo de temperaturas mas elevadas redujo sig-
nificativamente el tiempo necesario para secar las capsulas.

En un estudio realizado por Doymaz [16] en el afio
2005, se encontrd que el efecto de la temperatura fue el
mas relevante en la disminucion del contenido de hume-
dad. De acuerdo con la teoria de la cinética, el aumento de
la energia de las moléculas de agua es mayor con la tem-
peratura del aire, generando un escape del vapor de agua
de manera facil y rapida hacia el medio [17]. En cuanto
a lo que respecta a la cinética de secado en microonda la
temperatura de secado y la potencia son dos de los factores
mas importantes en el secado por microondas. Estos dos
factores tienen influencia significativa sobre los pardmetros
de secado como con el tiempo de secado [18].

Las capsulas obtenidas fueron medidas (45 unidades)
con un calibre electronico marca MIYOSHI, encontrando-
se un didmetro medio igual a 2,99 mm y una desviacion
estandar de 0,55.

Isoterma de adsorcion

Los valores obtenidos de humedad de equilibrio a 25 °C
de las capsulas de alginato secadas con microonda y en for-
ma convectiva a 60 y 80 °C fueron ajustados a tres modelos
diferentes: GAB, Halsey y Henderson. En la Tabla 3 se
presentan los resultados, con sus respectivas constantes y
los valores de coeficiente de correlacion (R?). Se encontro
que el modelo de GAB mostré el mejor ajuste a los datos
experimentales, con mayores coeficientes de determinacion
para todos los tratamientos analizadas, en un rango de 0,11
< aw < 0,85, aplicando un procedimiento de regresion no
lineal. En todos los casos se obtuvo un ajuste con R?>91%
mientras que en los modelos de Halsey y Henderson se en-
contraron valores de coeficientes de correlacion mas bajos.
El modelo GAB es uno de los modelos mas aceptados para
las isotermas de sorcion, ya que no solo brinda el valor de
humedad de la monocapa (Xm), sino que también se puede
conocer las energias de interaccion entre la primera capa
y las moléculas mas lejanas a los sitios individuales de
sorcion (constantes C y K del modelo) [19].

Los resultados obtenidos en este trabajo con relacion
al ajuste del modelo de GAB estan de acuerdo con los
valores limites de las constantes C y K sugeridos por
Lewicki, (1997) [20] basado en el analisis matematico del
modelo. Como forma de garantizar una buena descripcion
de las isotermas del tipo sigmoidal, este autor establece que
las constantes deben asumir valores en un rango entre 0,24
<K<1y5,67<C<oo.
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Tabla 3: Parametros de los modelos matematicos ajustados para la
isoterma de sorcion de las capsulas.

Modelo GAB

Tratamiento Xm c K R?
Microonda 5,36 14,18 0,94 91,99
Secado 60°C 4,80 8,94 0,97 94,20
Secado a 80°C 6,74 5,39 0,89 94,03

Modelo Halsey

A R R?
Microonda 10,71 1,25 92,42
Secado a 60°C 21 1,48 88,54
Secado a 80°C 21,29 1,49 86,94

Modelo Henderson

K N R?
Microonda 0,02 1,34 85,12
Secado a 60°C 0,01 1,53 75,45
Secado a 80°C 0,01 1,54 74,81

Xm, contenido de humedad de la monocapa en kg agua/100 kg ss; ¢, k, a,
r, K, N, son los pardmetros de ajuste correspondientes a cada modelo.

Para las capsulas con los diferentes tratamientos, los
resultados presentan valores de Xm en el rango entre 4,80
a 6,74 kg de agua/100kg de solido seco (Tabla 3).

do por la clasificacion de Brunauer [21].

De las curvas de las isotermas se obtuvieron los valores
de humedad a los que se pueden almacenar las capsulas
de antioxidantes para que sean microbiolégicamente
estables a partir de un valor de 0,6 de actividad de agua,
encontrandose valores de 11,66 kg agua/kg ss (solido seco)
para secado en microonda, 10,36 kg agua/kg ss para secado
convectivo a 60° C y 12,45 kg agua/ kg ss para secado
convectivo a 80° C. En todos los casos el contenido de
humedad debe ser inferior a estos valores para almacenar
las capsulas en condiciones seguras.

Contenido de polifenoles y capacidad antioxidante

Los resultados de contenidos de polifenoles totales y
capacidad antioxidantes de las capsulas sometidas a los tres
procesos de secado se presentan en la Tabla 4. En la misma
se muestran los valores medios y las desviaciones estandar.
Al realizar un analisis estadistico se encuentra que el tipo
de secado no ejerce una influencia significativa sobre el
contenido de polifenoles y capacidad antioxidantes de las
capsulas. Estos resultados coinciden con los obtenidos en
el trabajo realizado por Escalada [22] en el afio 2011 donde

% Microonda estudiaron los efectos de la zona de cultivo, tipo de secado
9 / y época de cosecha sobre los contenidos de polifenoles
I . . .
o 20 totales y sobre la capacidad antioxidante en yerba mate
1]
s o llegando a la conclusién que el tipo de secado no influye
s 10 @ . .
i en los contenidos de polifenoles.
E
0 02 04 06 08 1 ) ) ) o
aw Tabla 4: Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante con
® Experimental === GAB mo su desvio estandar.
Tratamiento CPT (g EAG % ms) CAO (g EAA % ms)
Secado 60° C N
30 Microonda 19,68 + 0,81 19,45 + 0,80
§ ° Secado convectivo a 60°C 19,93+ 0,19 21,93 + 0,48
g 20 4 Secado convectivo a 80°C 20,12 + 0,46 20,47 + 0,67
®
3 10 =
3 i . . .
E Velocidad de Rehidratacion
T o0
0 02 04 06 08 1
aw En la Tabla 5 se muestran los valores de los parametros
® Experimental — GAB c . . :
cinéticos y los parametros de bondad de ajuste de los datos
Secado 80° C cinéticos de adsorcion de agua que se ajustaron al modelo
30 de Pilosof. El ajuste de los datos experimentales, de la
o ., , .
g 0 / adsorcion de agua en capsulas deshidratadas fue bueno,
g / como lo muestran los valores de R2.
2 10 _—
£ o "
3 0 / Tabla 5: Constantes del modelo de Pilosof para capsulas secadas en
0 02 04 06 08 1 las tres condiciones.
: aw Tratamiento Q "b” R?
| ® Experimental — GAB | (kg agua/kg ss) (min)
) . ) ) sMo 2,22 1,21 98,42%
Figura 2: Isotermas de adsorcion de las capsulas. Valores experimen-
tales y predichos con el modelo de GAB. S60 2,35 9,13 97,06%
S80 2,12 9,14 99,32%

En la Figura 2 se presentan las curvas de las isotermas
de adsorcion a 25° C de los materiales estudiados. En todos
los casos fueron del tipo II, sigmoideas seglin lo estableci-
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Los valores de Q (valor final de W) presentaron valores
muy similares en las tres condiciones de secado estudiadas,
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siendo menores a 2,35 kg de agua /kg de solido seco. En
tanto que los valores de b (tiempo necesario para absorber
la mitad de la cantidad maxima de agua) se puede notar
que en el secado convectivo presentan una relacion directa
entre ellos variando entre 9,13 a 9,14 minutos, mientras
que el secado en microonda presenté un valor mucho
menor ¢ igual a 1,21 minutos. En la Figura 3 se pueden
observar las curvas de rehidratacion en las tres condiciones
de secado. Se puede observar que las capsulas secadas en
microonda presentaron ganancia de agua mas rapida y
con un mayor valor final. Las capsulas secadas a 60 y
80° C tuvieron un comportamiento similar.

* I N A I R
| L

W (kgagua/kg solido)

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

‘7WMOt WMOexp ——Ws60t ®Ws60exp ——Ws80t ~O-Ws80exp

Figura 3: Modelo de Pilosof. Curvas de rehidratacion de las capsulas
en las tres condiciones de secado: W: ganancia de agua; MO: microon-
das; S60: secado convectivo a 60° C; S80: secado convectivo a 80° C;
subindices t: tedrico y exp: experimental

La intensidad y el mecanismo de deshidratacion, sea aire
caliente, osmotica, liofilizacion y microondas, afectan la
permeabilidad de las membranas celulares, la formacion de
estructuras porosas y sumado a una pérdida de solidos puede
ejercer un efecto perjudicial sobre la rehidratacion [23].

Determinacion del contenido de calcio

La concentracion de este ion depende de la prepara-
cion que se realiza y no del método de secado, pues no se
modifica con este procesamiento. Las determinaciones se
realizaron por duplicado en cada producto y los resultados
se pueden observar en la Tabla 6. El limite de deteccion
fue de 0,5 mg/g y el limite de cuantificacion fue de 1 mg/g.

Tabla 6: Contenido de Calcio en las capsulas en los diferentes produc-
tos.

Tratamiento Concentracion Valor | Desviacion Limites de
(mg/g ss) medio | standard | confianza al 95%
134
MO

125
112

SC60° C 109 19,6 88— 129
108
84

SC80°C
89

De acuerdo al valor promedio, el consumo de 5 g por
dia de estas capsulas aportaria el 41% de la dosis diaria

requerida de este mineral (1300 mg/dia) [24]. Este valor
corresponde a la ingesta recomendada que figura en el
rotulado nutricional de alimentos. Binaghi y colaboradores
[25] encontraron que la biodisponibilidad del calcio no
present6 modificaciones cuando se utiliz6 en preparaciones
con yerba mate, utilizandose en leche fortificada.

Color

En la Figura 4 se muestran las comparaciones de me-
dias e intervalos LSD (nivel de confianza del 95%) para
cada parametro de color (“L*”, “a*” y “b*”) de las tres
condiciones de secado.

40

38|

36}

- 34 — =
32}
30}
28f
MO S60 S80
Tratamiento
Medias y 95,0% de Fisher LSD
0,67
0,47 E
< 0,27
0,07 E
-0,13
MO S60 S80
Tratamiento
1,2
1 E
0,8

{

0,2

MO S60 S80
Tratamiento

Figura 4: Comparacion de los parametros de color “L*", "a*"y "b*"
entre las capsulas secadas en distintas condiciones.

Respecto a los parametros “L*”, “a*” y “b*” se puede
mencionar que las capsulas secadas a 60 y 80° C no mues-
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tran variaciones estadisticamente significativas entre ellas
mientras que, en el secado con microonda, se observa que
muestran valores significativamente mayores en los para-
metros “a*” y “b*”, y un menor valor de “L*”. Esto signi-
fica que las capsulas tratadas en microonda presentaron una
tonalidad marrén mas clara respecto al secado convectivo,
pudiendo esta diferencia deberse a la elevada velocidad de
calentamiento que no provoca cambios significativos en
la superficie del alimento cuando se trabaja con tiempos
y potencias de microondas adecuados [26] el secado se
llevo a cabo mediante la deshidratacion osmotica y luego
a través del secado combinado (microondas y conveccion
con aire caliente.

conclusiones

Al encapsular el extracto de yerba mate en una matriz
de alginato de calcio, las capsulas obtenidas presentaron
forma esférica irregular y pequeilas porosidades en las
superficies. Al determinar las curvas de cinéticas de secado
de las capsulas se observo que en el secado convectivo
influyo la temperatura del aire de secado mientras que el
tiempo final de secado con microonda fue intermedio al de
las dos temperaturas de secado convectivo. Las isotermas
de adsorcion de las cépsulas, determinadas a 25° C, pre-
sentaron formas sigmoideas tipo Il y el modelo de GAB
mostr6 el mejor ajuste en el modelado de los datos experi-
mentales en las tres condiciones de secado. Los contenidos
de polifenoles presentaron valores entre 20,12 y 19,68 g
EAG/100g ms y la capacidad antioxidante entre 20,47
y 19,45 g EAA/100g ms, no se encontraron diferencias
significativas entre los diferentes métodos de secado. Se
encontrd que el consumo de 5 g de capsulas aportaria 41%
de la ingesta diaria recomendada de calcio, encontrandose
que el método de secado no influye sobre el mismo. Las
capsulas secadas con microonda presentaron un color
marrén mas claro y mayor velocidad de rehidratacion
respecto al secado convectivo. Las capsulas de extractos
de yerba mate obtenidas representan una alternativa para
uso como ingrediente funcional pudiéndose incorporar
a alimentos (sopas, yogures, otros preparados lacteos) y
productos deshidratados que se venden como mezclas (mix
de frutas, turrones, etc.).
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de diferentes factores en la extraccion de pectina a partir de
albedo de limon, mediante el extracto enzimatico con actividad poligalacturonasa de Wickerhamomyces anomalus
(WA cepa 110), una levadura autdctona de la provincia de Misiones, Argentina.

El proceso de extraccion enzimatica de pectina se realizd en frascos Erlenmeyers conteniendo albedo de limén,
buffer y el extracto enzimatico crudo de WA cepa 110, con agitacion (pH 5,0). Los factores evaluados fueron:
relacion sélido/liquido, temperatura, tiempo y actividad enzimatica. El material polimérico se precipitd con etanol
y el peso seco del gel obtenido se denomind material insoluble en etanol (MIE).

Se obtuvieron rendimientos de MIE de 35,93+0,67% (p/p), con una relacion solido/liquido de 1/50, 12,5 mL del
EE (actividad PGasa en el medio de reaccion: 4,28 UE/mL), 40° C, 4 hy pH 5,0. Este valor fue superior al obtenido
utilizando el método quimico, lo cual confirma la bondad del proceso enzimatico utilizado.

Palabras clave: Extraccion; Wickerhamomyces anomalus; Poligalacturonasa; Pectina de citrus; Albedo de limon.

Abstract

The objective of the present work was to evaluate the effect of different factors on the extraction of pectin from
lemon albedo, using the enzymatic extract with polygalacturonase activity of Wickerhamomyces anomalus (WA
strain 110), a native yeast from the Province of Misiones, Argentina.

Pectin extraction process was carried out in Erlenmeyer flasks containing lemon albedo, buffer and the crude
enzymatic extract of WA strain 110, with agitation (pH 5.0). Factors studied were: solid-liquid ratio, temperature,
time and enzyme activity. The soluble polymeric material was precipitated with ethanol and the weight of the dried
gel obtained was named as ethanol insoluble material (EIM).

It was obtained a yield of MIE of 35.93+ 0.67% (w/w), with a solid / liquid ratio of 1/50, 12.5 mL of EE (PGase activity
in the reaction medium: 4.28 UE/mL), 40° C, 4 h, and pH 5.0. This value was higher than that obtained using the
chemical method, which confirms the goodness of the enzymatic process used.

Keywords: Extraction; Wickerhamomyces anomalus; Polygalacturonase; Citrus pectin; Lemon albedo

Introduccion

Las pectinas constituyen un grupo heterogéneo de
polisacaridos &cidos de origen vegetal con propiedades de
gelificacion, estabilizacion de emulsiones y aporte de fibra
nutricional, siendo muy utilizadas en la industria alimenti-
cia para la elaboracion de bebidas, mermeladas, productos
lacteos, etc. Su precursor es la protopectina, definida como
la sustancia péctica insoluble en agua, que origina pectina
soluble por despolimerizacion parcial [1, 2].

Argentina importa toda la pectina consumida en forma
de polvo listo para solubilizar, lo cual posee un alto costo
para las industrias locales [3].
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Para la produccion de pectina, se utilizan algunos
subproductos de las industrias de jugos de frutas, prin-
cipalmente cascaras de citricos y orujo de manzana. A
escala industrial, la pectina se extrae mediante procesos
fisico-quimicos, basados en la hidrolisis 4dcida de tejidos
vegetales. Estos procesos requieren altas temperaturas,
lo que demanda un elevado gasto energético ademas de
generar desechos peligrosos para el medio ambiente [4, 5].

Desde hace algunos afios se han reportado diversos
trabajos relacionados con el uso de técnicas enzimaticas
para la extraccion de pectina, las que emplean condiciones
de extraccion mucho mas suaves que los métodos quimi-
cos. Sin embargo, son escasos los estudios realizados que
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evaluan la optimizacion de las condiciones de operacion
de dichos procesos [2, 6 - 8].

Los procedimientos enzimaticos para la extraccion de
pectina, utilizan enzimas de origen microbiano denomina-
das enzimas solubilizadoras de pectina o protopectinasas
(PPasas).

Las PPasas tienen la capacidad de hidrolizar restringi-
damente la protopectina presente en los tejidos vegetales,
liberando pectina soluble y conduciendo al ablandamiento
del tejido vegetal (proceso de maceracion) [2, 9 - 15]. La
actividad PPasa se considera como una caracteristica par-
ticular de algunas poligalacturonasas (PGasas), que tienen
una afinidad particularmente alta por sustratos insolubles
[16]. La primer PPasa reportada se encontré en el sobrena-
dante de un cultivo de Geotrichum klebahnii ATCC 42397,
que fue identificada como una endo-poligalacturonasa
(endo-PGasa) [10].

Wickerhamomyces anomalus es una levadura que, al
crecer en medio liquido, secreta una Unica enzima con
actividad PGasa. La enzima fue purificada, caracterizada
e identificada como una endo-PGasa (EC 3.2.1.15), con un
peso molecular de 43 kDa (determinado por SDS-PAGE).
La misma exhibi6 una actividad maxima a pH 4,2, per-
maneciendo estable en un 86% de la actividad enzimatica
maxima en un rango de pH entre 3,5 a 6,0 y hasta los 50° C
durante 10 h [17, 18]. En estudios previos se determind que
esta enzima posee, a diferencia de otras PGasas, actividad
PPasa, y fue capaz de macerar tejidos vegetales [19].

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de
diferentes factores en la extraccion de pectina a partir de
albedo de limén, mediante el extracto enzimatico con ac-
tividad poligalacturonasa de Wickerhamomyces anomalus
(WA cepa 110).

Materiales y Métodos
Microorganismo, mantenimiento y conservacion

En el presente trabajo se utiliz6 una levadura autoctona
de la Provincia de Misiones, Argentina, aislada a partir
de cascaras de frutas citricas en el laboratorio de Micro-
biologia de Alimentos y Biotecnologia “Dr. Fernando O.
Benassi”, de la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y
Naturales, UNaM, Misiones, Argentina. Esta levadura fue
identificada previamente por métodos moleculares como
Wickerhamomyces anomalus en el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), Centro Regional Men-
doza, San Juan [20]. La cepa (Wa cepa 110) fue mantenida
en estrias de un medio de mantenimiento, a 5° C, hasta 2
meses y conservada por liofilizacion.

Para la conservacion por liofilizacion, se realizé una
suspension de células, a partir de estrias jovenes (24 h) de
la levadura, en una solucion crioprotectora de leche descre-
mada (Nestl¢) al 10% (p/v) e inositol trifosfato (Anedra) al

5% (p/v). La suspension fue congelada a — 80° C y poste-
riormente liofilizada. Al final del proceso, las ampollas con
el liofilizado fueron selladas y conservadas a 5° C. Cuando
fue necesario, una ampolla que contenia la levadura fue
recuperada luego de re-hidratacion con agua estéril, seguida
de cultivo en estrias de medio de mantenimiento.

Medios de cultivos

a) Medio de mantenimiento (YM - g/L): extracto de
levadura (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo, EEUU),
5; Triptona (Difco-Becton Dickinson & Co., Sparks, MD,
EEUU), 5; Glucosa (Britania, Buenos Aires, Argentina),
10; Agar (Britania), 15; pH 5,0.

b)Medio de fermentacion (g/L).: glucosa (Britania),
10; pectina de citrus (Parafarm, Buenos Aires, Argentina),
5; (NH,),SO,, 3; KH,PO,, 1; MgSO,, 0,5; CaCl,, 0,1;
solucién de vitaminas (1000 x), 1 mL/L; solucién de ami-
noacidos (100 x), 10 mL/L; solucién de microelementos
(1000 %), 1 mL/L; pH 5,0 [21].

Solucion (1000 X) de vitaminas (Sigma) (ug/L): biotina,
2; pantotenato de Ca, 400; &cido folico, 2; inositol, 2000;
niacina, 400; 4cido p-aminobenzoico, 200; piridoxina, 400;
riboflavina, 200; tiamina, 400.

Solucion (100 x) de aminodcidos (Sigma) (mg/L):
histidina, 10; metionina, 20 y triptéfano, 20.

Solucion de microelementos 1000 x (ug/L):
CuSO, 5H,0, 40; FeCl,-6 H,0; 200; MnSO,-H,0, 400;
NaMoO,-2H,0, 200; ZnSO,-7H,0, 400.

Todos los componentes del medio fueron autoclavados
(121° C, 15 min), excepto las vitaminas, que se esteriliza-
ron por separado a través de un papel de filtro celuldsico
de 0,22 um de diametro de poro (Sartorius Stedim Biotech,
Alemania).

Produccion del extracto enzimatico

Precultivos: se inocularon tres frascos Erlenmeyers de
500 mL que contenian 95 mL del medio de fermentacién con
5 mL de in6culo (DO, = 0,96) provenientes de un cultivo
joven (24 h) de Wa cepa 110, en medio de mantenimiento.
Los mismos se incubaron a 30° C con agitacion (180 rpm),
durante 20 h. Al cabo de este tiempo, las células contenidas
en los cultivos (300 mL) se cosecharon por centrifugacion,
el sobrenadante se descarto y las células se resuspendieron
en 100 mL de agua destilada estéril (300 mL).

Fermentacion: para el proceso fermentativo se utilizé un
biorreactor de 5 L de capacidad (New Brunwick Scientific
Co., Edison, EEUU) que contenia 2,7 L de medio de fermen-
tacion, el que fue inoculado con la suspension de levadura
de los precultivos. El cultivo se realiz6 a 30° C, hasta 10 h,
con agitacion (500 rpm) y suministrandole aire estéril a un
caudal de 2,82 L/min. Al finalizar el cultivo, el fermento
fue centrifugado para remover las células de levaduras. El
sobrenadante crudo libre de células fue denominado extracto
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enzimatico (EE) y se mantuvo a— 18° C hasta su utilizacion
como fuente de enzima extracelular [17, 21].

La actividad PGasa del EE se midi6 por determinacion
de los grupos reductores liberados, a partir de una solu-
cion de acido poligalacturénico (Sigma), en una solucion
tampon de acetato sodico/acido acético (BAc, 0,2 M, pH
5,0), mediante el método de Somogy-Nelson. La reaccion
se llevo a cabo a 37° C durante 10 minutos. Se realiz6 una
curva de calibracion con acido galacturénico (AG, Sigma)
como estandar. Una unidad PGasa se definié como la
cantidad de enzima que liber6 1 umol de AG por minuto
bajo las condiciones de ensayo [10, 22, 23].

Tratamiento de la materia prima

Para la obtencion de la materia prima, se seleccionaron
limones frescos de la variedad Eureka, adquiridos en
un local comercial en la ciudad de Posadas, Misiones,
Argentina. Los frutos fueron lavados y posteriormente se
extrajo mecanicamente el mesocarpio o albedo. El albedo
fue tratado con calor (15 min, a 100° C), simulando un
proceso de escaldado, para inactivar enzimas enddgenas,
principalmente pectinesterasas (PE), las cuales desme-
toxilan y despolimerizan las pectinas [9]. Posteriormente
el material vegetal fue lavado, para eliminar sustancias
pécticas solubles, secado, molido y tamizado (45 mesh),
denominando a este material como albedo tamizado (AT).
El producto deshidratado se almacend en frascos de polie-
tileno al abrigo de la luz y de la humedad [24].

Extraccién enzimatica de pectina

El proceso de extraccion se realizo en frascos Er-
lenmeyers con una relacion sélido/liquido (S/L) 1/40,
constituida por 1 g del material vegetal, 20 mL de buffer
acetato de sodio/acido acético (0,2 M, pH 5,0) y 20 mL del
EE (19,57+0,55 UE/mL), a 30° C, en baiio termostatizado
rotatorio (150 rpm) por 6 h. Luego de la incubacién, la
totalidad de cada Erlenmeyer se centrifugo a 2350 x g, du-
rante 10 min [9]. El material polimérico del sobrenadante
se precipitd con 2 volimenes de etanol frio al 96% (v/v) y
se mantuvo a 5° C durante 2 h. El gel obtenido fue lavado
con etanol al 70% (v/v), centrifugado a 2350 x g, durante
15 min, descartandose el sobrenadante y secado en estufa a
45° C hasta peso constante. El material polimérico obteni-
do fue denominado material insoluble en etanol (MIE). El
rendimiento en la extraccion de pectina se reporta como g
de MIE por cada 100 g de albedo seco [2, 25-28]. En todos
los casos, se realizaron blancos con la enzima inactivada.

Efecto de diferentes factores sobre el proceso de
solubilizacion de pectina

En la presente etapa del trabajo se estudio el efecto de
diferentes factores sobre la extraccion de pectina a partir de
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albedo de limoén, con el EE de Wa cepa 110.Los estudios se
realizaron mediante la metodologia de “un factor por vez”,
mientras se mantenian constantes los demas factores[29,
30]. En todos los casos, se siguio el protocolo de extraccion
descripto anteriormente.

Efecto de la relacion sdlido/liquido: se evalud el ren-
dimiento de extraccion de pectina, empleando diferentes
relaciones S/L (% p/v): 1:20, 1:40, 1:50 y 1:60, mante-
niendo constante la actividad de la enzima en la mezcla
de reaccion.

Efecto de la temperatura y el tiempo: considerando que
en estudios previos se demostré que la enzima permanece
estable hasta los 50° C, durante 10 h de incubacion [18], se
evalud la solubilizacidon enzimatica de pectina a diferentes
temperaturas y hasta los 50° C, en funcion del tiempo de
reaccion.

Influencia de la actividad enzimatica: se estudio la
posibilidad de utilizar menor concentracion del EE, a fin
de disminuir los costos del proceso. Para ello se realizo la
solubilizacion de pectina utilizando diferentes volimenes
del EE, pero manteniendo la misma relacion S/L.

Andalisis estadistico: Las experiencias se realizaron
por triplicado y se tomaron para los calculos los valores
promedios. Los resultados se analizaron mediante ANOVA
simple, aplicando el programa estadistico Stat Graphics
[31].

Extraccion por Método Quimico

Para la extraccion quimica de pectina se suspendieron
2,5 g de albedo de limon en 60 mL de agua destilada, se
ajustd el pH a 2,0 con acido clorhidrico 1 N, la mezcla se
calentd a 90° C en bafio de agua termostatizado, durante
60 min, agitando a intervalos frecuentes. La mezcla re-
sultante se enfrid, centrifugd y el material polimérico del
sobrenadante se precipit6d con etanol y se prosigui6 segin
se describio anteriormente [32 - 34].

Determinaciones analiticas

Contenido de acido galacturonico (AG) en el MIE:
se determino por el método colorimétrico descripto por
Melton y Smith (2001) [35]. En este procedimiento se
emplea el reactivo m-hidroxidifenilo (mHDP), en presencia
de 4cido sulfamico (H,NSO,) para evitar la interferencia
por azucares neutros. La absorbancia de los tubos se midio
en un espectrofotometro (Beckman DU 640, a 37°C) a
525 nm. El contenido de AG indica la pureza de la pectina
extraida y no debe ser menor al 65% [36].

Grado de esterificacion (GE): el GE de una pectina
se define como el porcentaje de grupos carboxilos es-
terificados con metanol (nimero de moles de metanol
por 100 moles de AG). La determinacién del GE de
la pectina obtenida se efectué empleando el método
titulométrico [2, 37].
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Resultados y Discusion

La extraccion enzimatica de polisacaridos de tejidos
vegetales, es un proceso de catalisis heterogénea, donde
una enzima soluble actia sobre un sustrato insoluble. Dife-
rentes factores influyen en este tipo de reacciones. En base
a la bibliografia, en el presente trabajo se estudio el efecto
de la relacién sélido/liquido, concentracion de enzima,
temperatura y tiempo de hidrolisis, sobre la extraccion de
pectina a partir de albedo de limoén, con el EE de Wa cepa
110[2, 38].

Los estudios se realizaron mediante la metodologia
de “un factor por vez”, mientras se mantenian constantes
los demas factores, a fin de evaluar el efecto de ese Uinico
nutriente sobre el proceso de extraccion de pectina [18,
29, 30].

Efecto de la relacién soélido/liquido

En la Tabla 1, se presenta el analisis de rangos multiples
correspondiente al efecto de la relacion S/L sobre la capaci-
dad de solubilizacion de pectina, por el EE de Wa cepa 110
y en la Figura 1, el grafico de comparacion de medias. Los
resultados se presentan como porcentaje del rendimiento
de pectina obtenido bajo las siguientes condiciones de
reaccion no optimizadas: relacion S/L 1/40 (p/p), 30° C,
6 h'y 20 mL EE, el cual corresponde a un rendimiento del
100%.

Tabla 1:Analisis de rangos multiples para el efecto de la relacion S/L
sobre el porcentaje de extraccion de pectina.

Relacion Cantidad Media Grupos homogéneos
1/20 3 67,155 X
1/40 3 100,000 X
1/50 3 107,506 X
1/60 3 113,230 X

Contraste Diferencias

1/20-1/40 *-12,1067

1/20-1/50 *-14,8733

1/20-1/60 *-16,9833

1/40-1/50 *2,76667

1/40-1/60 *-4,87667

1/50-1/60 -2,11

* denota diferencia significativa (p<0,05).

120

110 A
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90 A

80 +
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Figura 1: Efecto de la relacion S/L en el rendimiento de extraccion de
pectina con el extracto enzimético de Wa cepa 110. Condiciones de
extraccion: 30° C, 6 h, 20 mL EE.

El analisis de varianza determind que la relacion S/L
influyé significativamente (p<0,05) en el proceso de
extraccion de pectina. El andlisis de rangos multiples
(Tabla 1), indico que la diferencia se observo entre las
relaciones 1/20, 1/40 y 1/50, no habiendo diferencia entre
las relaciones 1/50 y 1/60. En la Figura 1 se observa que
los mayores rendimientos se obtuvieron con una relacion
S/L de 1/50 o 1/60, los cuales fueron superiores respecto
al rendimiento obtenido bajo condiciones no optimizadas.
En base a los resultados obtenidos en esta etapa, en las
sucesivas experiencias se empleo la relacion S/L 1/50.

El efecto de la relacion S/L ha sido estudiado por varios
autores para diferentes materias primas. Una disminucion
en la relacion S/L, aumenta el rendimiento de la extraccion.
Es necesario encontrar una relacion adecuada entre el
solvente y la materia prima a ser extraida. Una proporcion
alta da lugar a extractos demasiado diluidos y aumenta los
costos del posterior secado y si es muy baja no habra buena
difusion [39-42].

Efecto de la temperatura y el tiempo
En la Figura 2 se presenta la cinética de extraccion de

pectina a diferentes temperaturas y, en la Figura 3, el ren-
dimiento de MIE a 35y 40° C durante 4 y 6 h de reaccion.
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Figura 2: Cinética de extraccion de pectina a 30, 35, 40 y 50° C con
el extracto enzimatico de Wa cepa 110. Condiciones de extraccién:
relacion S/L: 1/50, 25 mL EE.
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Figura 3: Rendimiento del MIE a 35 y 40°C durante 4 y 6 h de reaccion.

Como se observa en la Figura 2 el rendimiento de
extraccion de pectina aumento6 hasta un cierto tiempo, el
cual dependi6 de cada temperatura, y luego permaneciod
constante. Los rendimientos obtenidos a 35 y 40° C fueron
superiores a los obtenidos a 30 y 50° C a todos los tiempos.
A 35° C, el rendimiento de extraccion de pectina alcanzo
un valor méaximo de 36,86+0,57%(p/p) a las 6 h de reac-
cion y a 40° C de 36,54+0,96%(p/p), a las 4 h (Fig. 3).
El analisis de varianza determin6 que no hubo diferencia
significativa (p<0,05) entre los rendimientos de extraccion
a35°C-6 hy 40° C-4 h.

Se obtuvieron blancos de reaccion de 9,33+0,34% (p/p)
a 30 y 40° C, mientras que a 50°C fueron de 17,95+0,39%
(p/p)- Los blancos de la reaccion enzimatica, mostraron
una solubilizacion de pectina significativa, la cual fue
superior a 50°C. Contreras Esquivel (2003) [43] reportd
que la solubilizacion observada en los blancos, se puede
deber a un proceso de extraccion quimica de la pectina, en
las condiciones de reaccion. Debido a ello, informa que
existe un efecto sinérgico en este tipo de procesos, es decir
entre la catalisis quimica (blanco) y la enzimatica, siendo
superior, en todas las condiciones, el Gltimo efecto.

Se han reportado rendimientos de extraccion de pectina
de albedo de limon por métodos enzimaticos de 27 g de
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pectina/100 g de material seco, empleando PGasa de 4.
kawachii y de 17,6 g de pectina/100 g de material seco
con PGasade 4. niger [42]. (Zapata Zapata y col. 2009)
[2],reportaron rendimientos del 27% (p/p), utilizando
protopectinasa-SE producida por el hongo levaduriforme
Geotrichum klebhanii y del 10% (p/p) para los blancos.
(Vasco-Correra y Zapata Zapata 2017) [44], al evaluar la
extraccion de pectina de maracuya utilizando una PPasa
de G. klebahnii ATCC 42397, informaron rendimientos de
extraccion de pectina entre 17% y 25% (p/p), 8 g/100 g de
cascara seca donde los mayores rendimientos se obtuvieron
a 37° C, mientras que los menores a 44° C, atribuyéndolo
a la inestabilidad de la enzima a esta ultima temperatura.

Efecto de la actividad enzimatica

En la Figura 4 se presentan los rendimientos de pectina
(% MIE) obtenidos con los diferentes volimenes del EE de
Wa cepa 110, manteniendo constante la relacion S/L (1/50),
a40° C y 4 h de incubacion.
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Figura 4: Rendimiento de MIE (%, p/p) con distintas concentraciones
del EE producido por Wa cepa 110. Condiciones de reaccion: relacion
S/L 1/50; 40° C, 4 h.

El analisis de varianza indicé que el volumen del EE
utilizado en el proceso de extraccion, influyo significativa-
mente (p<0,05) en el rendimiento del proceso extractivo.
Se obtuvo un aumento en el rendimiento de MIE desde un
valor de 28,13+0,81% (p/p) con 3,125 mL de EE (actividad
PGasa en el medio de reaccion: 1,22 UE/mL), hasta un
valor de 35,9+0,67% (p/p) con 12,5 ml de EE (actividad
PGasa en el medio de reaccion: 4,28 UE/mL). No hubo
diferencia significativa en los valores de rendimiento al
utilizar 12,5 mL o 25 mL de EE.

Extraccion de pectina por el método quimico y su
caracterizacion

En la Tabla 2 se compara el rendimiento de extraccion
de pectina a partir de albedo de limén, en las condiciones
seleccionadas (relacion S/L 1/50, 40° C, 4h, 12,5 mL EE),
utilizando PGasa de Wa cepa 110, respecto al rendimiento
de extraccion obtenido mediante el método quimico.
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Tabla 2: Rendimientos de MIE por método quimico y enzimatico

Método MIE% (p/p)
EE de Wa cepa 110 35,93+0,67
Quimico 24,17+0,99

Condiciones de extraccidon enzimatica: relacion S/
L1/50; 12,5 mL del EE, 40° C, 4 h.

El rendimiento de extraccion de pectina por el método
quimico fue de 24,17+0,99% (p/p).

Contreras Esquivel (2003) [43] inform6 rendimientos
mediante hidrélisis quimica del 20,2% (p/p), expresado en
gramos de pectina extraida por gramo de albedo seco.

Lo anterior indica un aumento de alrededor del 12% en
el rendimiento de extraccion de pectina con el EE de Wa
cepa 110 respecto al método quimico.

La determinacion del contenido de AG en el MIE ex-
traido por el método enzimatico fue de 413,9+20,7 mg/L.
Teniendo en cuenta que la pectina es un polisacarido que
contiene elevado contenido de AG, mediante la extraccion
enzimatica realizada en este estudio el contenido de AG
en el MIE resulté ser del 82,57% (p/p), indicando que
la pectina extraida no contiene cantidades elevadas de
impurezas [45].

El GE de la pectina obtenida empleando los extractos
de Wa cepa 110, fue de 79,100+0,008% (p/p). Este valor
indica que se trata de una pectina de alto metoxilo (HM).

El GE constituye una propiedad quimica muy im-
portante relacionada con la velocidad de gelificacion y
solidificacion de la pectina. Como se trata de una pectina
HM, esto implica que puede ser usada en la formulacion de
productos como jaleas y mermeladas pero no en productos
dietéticos (con bajo agregado de azicar) [44, 46, 47].

conclusiones

El extracto enzimatico de Wa cepa 110, fue capaz
de extraer pectina de citrus a partir de albedo de limon,
a temperaturas y tiempos moderados. El rendimiento
del material insoluble en etanol (MIE) obtenido fue de
35,93+0,67% (p/p), con una relacion S/L de 1/50, 40° C, 4
h de incubacién y 12,5 mL de EE (actividad PGasa en el
medio de reaccion: 4,28 UE/mL). Este valor fue superior
al obtenido utilizando el método quimico, lo cual confirma
la bondad del proceso enzimatico utilizado. La pectina
extraida presento un GE de 79,100+0,008% (p/p), lo que
indica que se trata de una pectina de alto metoxilo (HM).

La extraccidn de pectina por via enzimatica constituye
una tecnologia innovadora, alternativa al método tradicio-
nal de extraccion por via quimica, con las ventajas opera-
tivas y economicas que ello representa y en condiciones
amigables con el medio ambiente.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue encontrar las condiciones dptimas de hidrolisis enzimatica de la cascarilla de arroz
pretratada con hidroxido de sodio en autoclave a 121° C. Se evaluaron las variables: FPU/ g sustrato, pH, agitacion,
tiempo, temperatura y concentracion de surfactante mediante un disefo de cribado, resultando estadisticamente
significativas todas las variables. Seguidamente se aplicé un disefio de optimizacion para las variables: pH, FPU y
tiempo, descartando las de menor nivel de significacion. Finalmente, las mejores condiciones encontradas en los
disenos anteriores fueron (pH 5.0, 13 h, y 30 FPU / g de sustrato) posteriormente se aplicaron estas condiciones
en experiencias para evaluar la influencia del aumento de celulosa hidrolizable, usando 6%; 8% y 10% de celulosa
disponible con rendimientos de sacarificacion de 74%, 42% y 16%.

Palabras clave: Cascarilla de arroz; Hidrolisis enzimatica; Biomasa Lignocelulésica; Condiciones dptimas; Bioetanol.

Abstract

The objective of this work was to find the optimal conditions of enzymatic hydrolysis of the rice husk pretreated
with sodium hydroxide in an autoclave at 121° C. Screening design showed that all the selected variables (FPU /
g substrate, pH, agitation, time, temperature and concentration of surfactant) were statistically significant. Then
an optimization design was applied for the variables: pH, FPU and time, discarding the ones with the lowest level
of significance. Finally, the best conditions found in the previous designs were (pH 5.0, 13 h, and 30 FPU / g of
substrate) subsequently these conditions were applied in experiences to evaluate the influence of the increase
in hydrolysable cellulose, using 6%; 8% and 10% of cellulose available giving saccharification yields of 74%, 42%

and 16%.

Keywords: Rice husk; Enzymatic hydrolysis; Lignocellulosic Biomass; Optimal Conditions; Bioethanol.

Introduccion

Debido al agotamiento de los combustibles fosiles
renovables y la problematica ambiental, se buscan nuevas
alternativas para la produccion de biocombustibles. En
los ultimos afios se han producido grandes cantidades
de bioetanol a partir de cafla de azticar y maiz, pero esto
ha generado problematicas a nivel social, econdmico
y politico, porque se compite por el sector alimenticio,
debido a que es necesario cultivar grandes cantidades para
abastecer la produccion de bioetanol y el sector alimenticio
[1]. Una alternativa son los biocombustibles de segunda
generacion provenientes de desechos agricolas o biomasa
lignocelulésica. La FAO afirmé que para el afio 2018/
2019 se producirian cerca de 510,6 millones de toneladas
de arroz, la mayor parte destinada a cubrir las necesidades
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alimentarias. En Sudamerica se produjeron 24 millones de
toneladas de arroz, aun asi, paises como Brasil, Bolivia,
Colombia, Ecuador y Argentina sufrieron una reduccion
de la produccion por condiciones climaticas no favorables,
y recorte de remuneraciones [2]. La biomasa generada
como residuo de esta produccion agricola (paja, cascaras)
es eliminada por practicas como la combustion [3], con
impactos negativos a nivel ambiental, por lo que se ha
buscado un uso a este tipo de materias primas como fuente
de biocombustibles para producir bioetanol [4] .

La biomasa lignoceluldsica se encuentra formada
principalmente por celulosa, hemicelulosas y lignina. La
celulosa es un homopolimero de largas cadenas de glucosa,
las hemicelulosas son heteropolimeros de azucares de
cinco y seis atomos de carbono mientras que la lignina es
un polimero aromatico complejo [5].
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Para la produccion de bioetanol de biomasa lignocelu-
l6sica es necesario realizar tres procesos que comprenden
pretratamiento, sacarificacion enzimatica y finalmente
fermentacion de aztcares generados en la etapa ante-
rior [6]. El pretratamiento permite extraer la lignina y
hemicelulosas. Debe cumplir otras caracteristicas como
aplicabilidad a diversos sustratos, bajo costo y consumo
energético [7].

El pretratamiento debe contribuir a mejorar la forma-
cion de azlicares en la hidrdlisis y no generar inhibidores
que perjudiquen la eficiencia de la hidrélisis y fermentacion
[1]. Factores como el area superficial, la cristalinidad de la
celulosa y el contenido de lignina del material dificultan la
eficiencia de la hidrolisis, por lo que es necesario aplicar un
pretratamiento que facilite la actividad de las enzimas [8].

Entre los pretratamientos reportados por la literatura, se
encuentra el alcalino que rompe los enlaces entre lignina,
hemicelulosas y celulosa, ayudando asi a la eliminacion de
lignina y hemicelulosa [9,10]. En este proceso se hincha
la biomasa, y dependiendo de la temperatura predominan
las reacciones de peeling (temperaturas elevadas) o de
deacetilacion, consistentes en la pérdida de acetilos de
los xilanos y glucomananos (a temperaturas moderadas).
Este pretratamiento es mas efectivo sobre latifoliadas y
gramineas que sobre coniferas [11].

La hidrolisis enzimatica genera la ruptura de polimeros
de celulosa y hemicelulosas, para obtener mondémeros
como glucosa y xilosa [12]. La hidrdlisis enzimatica es un
proceso catalitico donde participan diferentes enzimas que
actuan sinérgicamente. Las endoglucanasas se encargan
de hidrolizar los enlaces B-(1,4) glucosidicos para generar
extremos de cadena no reductores; las celobiohidrolasas
actuan sobre los extremos no reductores y reductores hidro-
lizando cadenas cortas de celulosa, liberando celobiosa y
las B-glucosidasas hidrolizan la celobiosa y oligosacaridos
pequeios a glucosa [13]

Las enzimas utilizadas para la sacarificacion son celu-
lasas las cuales poseen especificidad por los sustratos que
poseen celulosa [14].

Este trabajo buscé optimizar las condiciones de hidrd-
lisis enzimatica de la cascarilla de arroz después de ser
pretratada con hidréxido de sodio a temperatura moderada.

Materiales y Métodos
Materias primas e insumos

La cascarilla de arroz fue provista por la Central Ma-
yorista de la ciudad de Medellin, Colombia. La cascarilla
inicialmente fue sometida a un tratamiento mecanico en
molino para disminuir el tamafio de particula. Se utilizaron
enzimas donadas por Cellic ®CTec2 Novozymes Latin
America Araucaria Brasil.

Caracterizacion de la cascarilla de arroz

Se caracteriz6 la cascarilla sin pretratamiento y pre-
tratada utilizando las normas NREL (National Renewable
Energy Laboratory). Se determiné contenido de humedad y
sustancias volatiles (NREL/TP-510-4262) [15], contenido
de sustancias extractivas solubles en agua y etanol (NREL/
TP 510-42621) [16], carbohidratos y lignina (NREL/TP-
510-42618) [17], y de cenizas (NREL/TP-510-42622) [18].

Pretratamiento de la materia prima

Se pretratd la cascarilla de arroz con hidroxido de sodio
3% p/V 'y 10% p/V de biomasa durante una hora a 121°C
en autoclave segun protocolo optimizado por Lopez, 2012
[19].

Hidrolisis enzimatica

Se realiz6 mediante protocolo propuesto en la norma
NREL para hidrolisis enzimatica (NREL/TP-510-42629)
[20] modificando la cantidad de carga enzimatica que
se utiliza en este trabajo con 30 FPU FPU/g sustrato y
la utilizacion del surfactante Tween 80 para mejorar el
funcionamiento de la hidrélisis enzimatica y ademas, no se
agregaron antibidticos. Se determino la humedad y sustan-
cias volatiles (NREL/TP-510-42621) [15] de la cascarilla
pretratada. Se utilizé un volumen de trabajo de 200 mL
en todos los disefios aplicados, incluyendo los ensayos
preliminares para aumento de celulosa hidrolizable. El
proceso de hidrolisis enzimatica se aplico a la cascarilla
pretratada seglin dos disefios experimentales y se realizo
un ensayo preliminar para verificar un eventual aumento
de celulosa hidrolizable.

Las condiciones de los disefios pueden observarse en
la Tabla 1.

Tabla 1: Condiciones de trabajo en los disefios experimentales aplica-
dos con 1 % de celulosa hidrolizable

Tipode | FPU/g Temperatura | Agitacion |Tiempo Concentracion
™ pH de surfactante
disefio [sustrato (°c) (rpm) (h)
(g/L)
10 4,8 32 100 8 0,1
Cribado
20 6,0 37 180 12 0,3
3 4,1 6
10 4,5 8
Optimizacion| 25 52 37 180 13 0,3
40 6,0 18
47 6,3 20

El volumen de trabajo del hidrolizado que correspon-
de a 200 mL se completd con el buffer citrato de sodio
correspondiente a 100 mL, 98 mL aproximadamente de
agua destilada, las cantidades de enzima, de surfactante
Tween 80 (g/L) y ajuste de pH, se especifican en la Tabla
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1, seglin corresponde a cada disefio realizado. A partir de
los resultados obtenidos del disefio de cribado se dejaron
fijas las variables: concentracion de surfactante, velocidad
de agitacion y temperatura.

Para desarrollar a futuro fermentaciones e hidrolisis
y fermentacion simultanea con S. cerevisiae, los rangos
de cada una de las variables se fijaron segun bibliografia
consultada y observando que a 37° C se generan rendi-
mientos aceptables de azicares fermentables y también
es la temperatura maxima que podrian llegar a soportar
microorganismos como S. cerevisiae, al igual que el resto
de condiciones optimizadas en los procesos realizados en
este trabajo, que también son favorables para los procesos
posteriores. Seguidamente las variables que se estudiaron
en el disefio de optimizacion fueron pH, tiempo y FPU/
g sustrato. Del disefio de optimizacioén se obtuvieron
las condiciones en las que se podrian llegar a obtener
rendimientos cercanos al 70% de aztcares, pero con una
cantidad muy significativa de enzima. Por esta razon se
realizaron ensayos con una cantidad menor de enzima,
tomada como referencia de la grafica de contornos, para
llegar a obtener rendimientos de azucares de hasta un 52%.

La concentracion y el rendimiento de los azticares en
la hidrolisis enzimatica se obtuvieron como se muestra en
las ecuaciones 1 y 2.

Concentracion de azucares= (g cascarilla secos*0,51/0,9)=
g/L azicares Ecl

% Rendimiento de azlicares= (g azlcares obtenidos/ g
azucares teoricos *100) = % azlcares Ec2

Donde: 0,51 es la cantidad de celulosa en el material
que fue previamente determinada por HPLC y 0,9 es el
factor de hidrolisis.

El rendimiento de azucares se obtiene de los g cuanti-
ficados por DNS en los disefios de hidrolisis enzimatica, y
los g de azucares teoricos son obtenidos de la cantidad de
celulosa que se utiliza en cada disefio dividido entre 0,9 que
es el factor de hidrolisis. Las condiciones correspondientes
de cada disefio se explican en la Tabla 1.

Métodos analiticos

Los carbohidratos se determinaron por el método de az(i-
cares reductores DNS (&cido dinitrosalicilico) [21] para los
disefios realizados y cromatografia liquida en fase reversa
(Waters HPLC System), usando la columna Aminex HPX-
87H, HPX-87P marca BIORAD para la caracterizacion de
la materia prima original y después de pretratada.

Las actividad enzimatica expresada en FPU (Filter
Paper Unit), la capacidad que posee la enzima para saca-
rificar celulosa, se determind siguiendo el procedimiento
detallado por IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry, Ghose 1987) [22].
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Disefios experimentales

Para la hidrélisis enzimatica, con la finalidad de
encontrar los factores significativos, se aplicoé un diseflo
de cribado de un octavo de fraccion, 4 puntos centrales y
resolucion 3, por duplicado, completando una totalidad de
24 experiencias.

Para obtener las condiciones con mayores rendimientos
de produccion de azucares se propuso un disefio de opti-
mizacion rotable con 5 puntos centrales, por duplicado,
completando 38 experiencias, se trabajo con el error puro
en los disefios.

Con las condiciones optimas de hidrdlisis enzimaticas
obtenidas en el disefio anterior, se realizaron ensayos de
optimizacion/sup respuesta para evaluar el rendimiento de
azucares con 6, 8 y 10% de celulosa hidrolizable. Se rea-
liz6 por duplicado totalizando 6 experiencias. Los analisis
estadisticos se realizaron con el programa Startgraphics
Centurion.

Resultados y Discusion
Caracterizacion de la cascarilla de arroz

La composicion de la cascarilla de arroz sin pretrata-
miento (original) fue: lignina insoluble en acido 20,4%;
extractivos totales 15%; inorgéanicos 10%; 55% carbohi-
dratos totales (glucano y xilano), mientras que su com-
posicion después del pretratamiento fue: lignina insoluble
en acido 11,3%; inorganicos 2,0%; 51% glucano; 13%
de extractivos totales y 16,1 % xilano. La caracterizacion
de la biomasa después del pretratamiento se realizd para
establecer la cantidad de celulosa disponible a hidrolizar
en los disefios desarrollados.

Seleccion de variables
Los resultados del disefio de cribado para verificar la

significacion de las variables sobre la hidrolisis enzimatica
se muestran en la Tabla 2.



Ana Maria Arismendy et al.. Optimizacion de la hidrdlisis de la cascarilla de arroz 67

Tabla 2: Resultados del disefio de cribado de hidrélisis enzimatica

Tabla 3: Resultados del disefio de optimizacion de la hidrolisis enzi-

El analisis de la varianza indic6 que las variables FPU/g
sustrato, pH, temperatura, tiempo y concentracion de sur-
factante g/L (Tween 80) son significativas en el proceso de
hidroélisis enzimatica (p< 0,05), mientras que la agitacion
practicamente no resultd significativa en el proceso (p
cercano a 0,05). Esto significa que para los volumenes
y la concentracion de solidos utilizada la influencia de
esta variable puede descartarse. Sin embargo, esto podria
cambiar al aumentar la concentracion de solidos.

Los resultados de la influencia de la concentracion de
surfactante sobre la hidrolisis enzimatica confirman que
contribuye a mejorar la eficiencia de la interaccion entre
sustrato y enzima [23, 24,25], mejorando asi la accesibi-
lidad de la enzima al sustrato [24,26]. Con cantidades de
carga enzimatica en rangos de 10 a 20 FPU/g sustrato se
obtuvieron rendimientos de alrededor del 50% en 12 horas
como maximo. Se decidi6 fijar la temperatura en 37°C en
base a la bibliografia, ya que se han reportado rendimientos
significativos de etanol con levaduras comerciales (S. cere-
visiae) a esa temperatura. En dichos trabajos se utilizaron
velocidades de agitacion de 500 rpm verificando que es
fundamental aumentar la velocidad de agitacion al procesar
una mayor carga de biomasa [27].

Optimizacion de la hidrolisis enzimética

Para realizar la optimizacion de la hidrélisis enzimatica,
segun los resultados del disefio de cribado, todas las variables
resultaron significativas, aunque la velocidad de agitacion
mostré encontrarse en el limite de la significacion estadistica
(p= 0,05). Para realizar el proximo disefio se aplicaron las
condiciones mostradas en la Tabla 2, manteniendo fijas las
variables agitacion en 180 rpm, la temperatura de 37° C y
la concentracion de surfactante 0,3 g/L. Los resultados se
muestran en la Tabla 3. Se observa que con el aumento de
la carga enzimatica (FPU/g sustrato) lo maximo que puede
obtenerse es 65% de rendimiento, con pH hasta 5,3.

mética
o . .. |Rendimiento
FPU/ g Agitacion [Temperatura| Tiempo | Concentracion | __- N o
pH o azucares (%) Tiempo Rendimiento
sustrato (rpm) (°C) (h) |[surfactante(g/L) (D.5) pH FPU/g sustrato ) aziicares (%) (D.S)
4,5 10 8 28,5 (£0,5)
10 4,8 100 37 12 0,3 41,0 (x0,0)
6,0 10 8 16,5 (+0,7)
20 |60] 100 37 8 0,1 46,0 (+0,0) 45 40 8 51318
6,0 40 8 33,1(x0,1)
20 6,0 180 37 12 0,3 49,0 (+0,0) 4,5 10 18 30,2 (£ 0,1)
6,0 10 18 18,5(x0,7)
10 4,8 180 37 8 0.1 29,5 (0,5 45 20 18 56,7 (£ 0,4)
6,0 40 18 33,0(x0,0)
20 4,8 100 32 8 0,3 48,7 (+0,1)
4,1 25 13 41,5 (£ 0,7)
10 [60] 100 32 12 0,1 18,9 (+0,7) 6.4 25 13 11.0&07)
53 3 13 15,5(x0,7)
15 54 140 34 10 0,2 41,5(x0,7) 53 47 13 65,0 (+ 0,0)
53 25 6 47,0 (£ 0,0)
20 4,8 180 32 12 0.1 50,5 (x 0,3) 53 25 204 24.0 (£0,01)
10 60| 180 32 8 03 21,0* (+0,0) 53 25 13 42,4% £1.07
*Promedio de 10 repeticiones del punto central
* Promedio de 8 repeticiones del punto central

La ecuacion del modelo ajustado (R?= 90,5) se presenta
a continuacion. La ecuacion se elabord con variables
transformadas.

Rendimiento de azucares (%) 42,4 - 8,6.pH + 12,0.
FPU/ g sustrato - 2,2.Tiempo - 5,7.pH? - 2,3.pH.FPU/ g
sustrato - 0,7.FPU/ g sustrato’® - 2,4. Tiempo’

La Figura 1 muestra la representacion del modelo de
rendimiento de hidrolisis enzimatica a diferentes cargas
enzimaticas y pH en un rango de 4,5-6,0 para un tiempo
de 13 h (punto central).

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo=13h

% Rendimiento de Azlcares
17,0-22,0
S . 220-27,0
B 27,0-32,0
32,0-37,0
= 37,0-42,0
42,0-47,0
T 47,0520
. 52,0-57,0
57,0-62,0

40 L

30:,

FPU/g sustrato

. 62,0-67,0
. 67,0-72,0

41 45 49 53 57 6.1
pH

Figura 1: Gréfico de contornos de optimizacion del rendimiento de
hidrolisis (13 horas de tratamiento)

A partir de los resultados obtenidos del diseiio de
optimizacion de la hidrolisis enzimatica, se obtuvo que el
maximo rendimiento de aztcares en 13 h es de aproxi-
madamente 65% con 47 FPU/g sustrato y pH 5,0. Se ha
reportado que la carga enzimatica para materiales lignoce-
lulosicos puede variar entre 7 y 33 FPU/ g sustrato, segin
la concentracion de sustrato utilizado y tipo de material [1];
por lo que se puede deducir que la carga enzimatica arroja-
da por el programa es demasiada alta, lo que perjudicaria
la rentabilidad del proceso.

Siguiendo el modelo representado en la Figura 1,
se decidio realizar ensayos de comprobacion tomando
como referencia los parametros 30 FPU/g sustrato
(recomendado) y 13h, a pH 4,5 y 5,0, considerando que
en estas condiciones se obtendria un rendimiento teorico
de azlicares del 52% aproximadamente. Ademas, los pH
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podrian resultar favorables para los microorganismos en
los procesos de hidrolisis y fermentacion simultanea. Los
rendimientos de azucares (%) para los pH de 4,5 y 5,0
fueron 44,0% y 53,0% respectivamente. Se puede observar
que la diferencia al hidrolizar biomasa a pH 4,5 y pH 5,0
es importante; siendo mayor la produccion de aziicares con
pH 5,0. Por lo tanto, para el estudio siguiente se tomaron
los parametros 30 FPU/ g sustrato, pH 5,0 y tiempo 13 h,
variando el porcentaje de celulosa hidrolizable en 3 nive-
les. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Resultados de los ensayos de variacion de celulosa hidrolizable

Celulosa hidrolizable (%) Rendimiento de azlicares (%)
6 75,0
6 74,2
8 42,1
8 42,0
10 16,2
10 16,0

La prueba de multiple rangos LSD (Least significant
difference), se utilizd para comparar las medias de cada
uno de los porcentajes de celulosa hidrolizable, esta
prueba indicod que existen diferencias significativas entre
las medias de todos los niveles ensayados (p< 0,05), re-
sultando mejores los rendimientos obtenidos con el menor
porcentaje de celulosa hidrolizable (6,0%). Es probable que
un aumento en la cantidad de celulosa genere algtn tipo de
inhibicioén por sustrato. Por otra parte, si bien la agitacion
casi no mostroé influencia sobre el proceso al utilizar 1%
de masa, al aumentar ésta al 6% puede que la agitacion
orbital no sea la mas adecuada y que el sistema requiera
una agitacion mas enérgica.

El maximo rendimiento obtenido fue de 75% en 13 h
de tratamiento. Comparando con lo reportado en literatura,
se puede afirmar que la productividad de la hidrélisis enzi-
matica en este trabajo se encuentra en un rango aceptable
teniendo en cuenta que se emplearon 13 h para el proceso,
lo cual implica disminucion de costos. La productividad de
1,7 (g/L.h) para 6% de celulosa hidrolizable, es comparable
con resultados obtenidos utilizando hojas de la planta de
mandioca también pretratadas con alcali. Los autores
obtuvieron una productividad de 1,4 (g/L.h) al sacarificar
6% de biomasa durante 18 h con una carga enzimatica de
22 FPU/g sustrato [19]. En trabajos reportados utilizando
cascarilla de arroz pretratada con 0,3 y 1% p/v de acido
sulftrico con vapor a 152° C se obtuvieron rendimientos de
hidrolisis de 55,7% luego de 72 h de hidrdlisis enzimatica,
aplicando 40 FPU/g sustrato usando como catalizadores las
enzimas endoglucanasa (NS 50013 Product) y celobiasas
(NS 50010 Product) provistas por Novozymes [28]. En
un estudio realizado con lodo de Eucalyptys globulus se
obtuvo una concentracion de 80,4 g/L de azticares durante
96 h, con una carga enzimatica de 25 FPU/g sustrato, y
una productividad de 0,84 (g/L.h) [30] También se reporta

RECyYT / Afo 21/ N° 32 /2019

que con pretratamiento de explosion de vapor durante 10
min a 220° C , con una cantidad de 6,0% de celulosa hi-
drolizable se llego a obtener un rendimiento menor a 75%
con 22FPU/ g sustrato durante 96 h a 50° C, utilizando las
enzimas Cellic ®CTec2 y Cellic ®HTec2 [31]Otro autor
reporta el uso de un proceso de deslignificacion alcalina en
microondas con hidroélisis posterior de 50,0 gr de cascarilla
pretatada (46,0% de celulosa), en un reactor de 3,0 litros,
utilizando un coctel enzimatico crudo de endoglucanasas
198,2 1U/g, xilanasas 134,3 [U/g y B-glucasidasas 147,8
IU/g (actividades de exoglucanasa 8,2 FPU/g), obteniendo
rendimientos cercanos al 88% durante 72 h [32]. En un
estudio sobre rastrojo de maiz, se aplico un disefio de su-
perficie de respuesta para evaluar la influencia de la tempe-
ratura y la carga de hidréxido de sodio en el pretratamiento
alcalino utilizando las siguientes condiciones: 130° C; 0,70
g de hidroxido de sodio/g de rastrojo de maiz, durante 75
minutos, obteniendo un rendimiento de azicares de 59.8%
[33]. El resultado es comparable con el obtenido en este
trabajo pero con un tiempo de 13 h y una carga enzimatica
aceptable. Esto se debe a que la cascarilla después del
pretratamiento posee un porcentaje significativo de lignina
y hemicelulosas que afectan la efectividad de la hidrolisis
enzimatica.

conclusiones

Se evaluo la influencia de las variables FPU/g sustrato,
pH, tiempo, temperatura, concentracion de surfactante y
agitacion sobre la hidrdlisis enzimatica de cascarilla de
arroz pretratada con alcali a temperatura moderada. Todas
las variables afectaron significativamente al proceso para 1%
de celulosa disponible. Se observa que para el incremento
de celulosa en el proceso es necesario utilizar una agitacion
mas enérgica, para mejorar la homogenizacion del medio y
aumentar los rendimientos de hidrolisis. Por consiguiente
es viable el estudio del aumento de celulosa en el medio
mejorando la agitacion, ya que conlleva a obtener mayores
cantidades de azucares disponibles para la fermentacion.

Utilizando 30,0 FPU/ g sustrato y pH 5,0 durante 13 h
se obtuvo un rendimiento de hidrolisis enzimatica cercano
al 53%. Incrementando el porcentaje de celulosa hidroliza-
ble al 6%, el rendimiento de hidrdlisis aumento, llegando
al 75%. Este valor es mas que aceptable para un tiempo tan
reducido (13h, en comparacion con los usuales de 48-72 h).
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Resumen

Se modelo matematicamente la cinética de secado de pastas libres de gluten, y se estudio la influencia de la
velocidad del aire sobre datos experimentales. Los fideos espagueti fueron elaborados mezclando fécula de
mandioca, harina de maiz, leche en polvo, huevo, margarina y goma xantica, con agregado de agua. Se secaron a
40° Cy a tres velocidades de aire: 0,4; 0,8 y 1,5 m/s. Se observod una disminucion del tiempo de secado a medida
que aumenta la velocidad del aire. Los datos se ajustaron a tres modelos matematicos semi-empiricos de capa
fina, se selecciond como mejor ajuste la ecuacion de Page (R2 = 99%) para las tres velocidades analizadas. El
parametro k de la ecuacion de Page presentd dependencia con la velocidad de aire mientras que el pardmetro n
se considero constante. Los resultados obtenidos podrian ser utilizados para la prediccion del tiempo de secado
de las pastas analizadas.

Palabras clave: Secado; Fideos libres de gluten; Modelado matematico; Ecuaciones de capa fina.

Abstract

The drying kinetics of gluten-free pasta was modeled mathematically, and the influence of air velocity on
experimental data was studied. Spaghetti noodles were made by mixing cassava starch, corn flour, milk powder,
egg, margarine and xanthan gum, with water added. They were dried at 40° C and three air velocities: 0.4; 0.8
and 1.5 m/s. A decrease in drying times as the air velocity increases was observed. The data were adjusted to
three semi-empirical mathematical models of thin layer; for the three velocities analyzed, the Page’s equation was
selected as the best fit. The parameter k of Page’s equation presented dependence with the air velocity while the
parameter n was considered constant. The results obtained could be used to predict the drying time of the pastas
analyzed.

Keywords: Drying; Gluten free noodles; Mathematical modeling; Thin layer equations.

Introduccion

En muchos paises, las pastas constituyen un alimento
basico en la dieta de las personas [1], motivo por el cual la
industria se encuentra en constante bisqueda de técnicas
innovadoras principalmente en cuanto al proceso de des-
hidratacion de las mismas. El secado se define como una
operacion en la que se produce la remocién de agua en
pequeiias cantidades de un material por accion del calor.
En los alimentos, su uso esta orientado principalmente a la
preservacion de los mismos, debido a que los microorga-
nismos que provocan la descomposicion de los alimentos,
no pueden crecer y multiplicarse en ausencia de agua;
ademas, las enzimas que causan alteraciones en los ali-
mentos, no pueden funcionar sin agua [2]. Todo esto hace
que la vida util del producto aumente significativamente.

El Cédigo Alimentario Argentino define a los fideos secos
como aquellos que han sufrido un proceso de desecacion
y exige que contengan una humedad no superior al 14%
p/p [3].

El proceso de secado se lleva a cabo generalmente
mediante conveccion forzada de aire caliente, por lo que la
rapidez del proceso, y por lo tanto la cinética de secado, de-
penden tanto de factores del alimento (densidad, porosidad,
composicion, contenido de humedad inicial, geometria),
como de factores operativos que incluyen la temperatura,
la humedad y la velocidad de circulacion del aire [4, 5,
6, 7]. Estas variables operativas deben ser estrictamente
controladas, de manera tal que la eliminacion de agua sea
lenta para evitar que el fideo se seque rapidamente y se
endurezca antes la superficie que el interior, provocando
la rotura del producto durante la manipulacion [8]. Tal
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resultado tendria un impacto negativo en la aceptacion
del consumidor a causa de un mal aspecto y una calidad
inferior de coccion [9]. El secado de la pasta en fabricas
se realiza bajo condiciones variadas tanto de temperaturas
(entre los 40° C y 105° C) como de humedades relativas
(entre el 40% y el 95%) (10). Estas condiciones deben
estar relacionadas con las propiedades de la pasta como
una funcion del tiempo, para determinar las variables
operativas optimas del proceso de acuerdo con cualquier
criterio de calidad de la pasta [11].

El secado es una operacion dificil de describir, debido
a la complejidad de los fendmenos internos y externos que
ocurren durante el mismo. Por ello se emplean modelos
matematicos que representen la cinética de secado de los
alimentos y contribuyan a predecir tiempos de procesa-
miento y asi optimizar la eficiencia del secado. Actualmen-
te en la literatura se encuentran varios métodos propuestos
para analizar el secado de productos alimenticios: modelos
tedricos, semiempiricos y empiricos.

Dentro de los mas usados se destacan los modelos de
cinética de secado que se basan en relaciones semiempi-
ricas de capa fina, que realizan una simplificacion de las
ecuaciones que describen el proceso [12]. Se basan en
la suposicioén de que la disminucién de la humedad es
proporcional a la diferencia instantanea entre el contenido
de humedad del material (asumida uniforme dentro del
alimento) y el contenido de humedad en equilibrio con el
aire de secado [13]. Entre las ecuaciones mas utilizadas
en la literatura para describir este modelo se encuentran
las logaritmicas, la ecuacién de Newton, de Page, de
Henderson y Pabis, entre otras.

El objetivo del presente trabajo fue modelar matema-
ticamente la cinética de secado de pastas libres de gluten,
y estudiar la influencia de la velocidad del aire sobre los
datos experimentales.

Materiales y métodos
Equipos de secado

Las pruebas de secado se llevaron a cabo en la Planta
piloto del modulo de ingenieria de la Facultad de Ciencias
Exactas, Quimica y Naturales, ubicado en el Campus de
la Universidad Nacional de Misiones. La temperatura
aplicada para llevar a cabo los ensayos fue 40° C, la misma
se selecciono porque, al tratarse de una pasta elaborada
con harinas diferentes al trigo, su estructura es mas fragil,
presenta menor cantidad de agua en su formulacion y el
secado se produce en tiempos menores a los de las pastas
tradicionales. Si se utilizaran temperaturas superiores, el
secado se llevaria a cabo a velocidades tan elevadas que
podria producirse sequedad excesiva en la superficie de la
pasta volviéndola muy quebradiza y de baja calidad [7].
En cuanto a la humedad relativa del aire de secado, los
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equipos utilizados no cuentan con un instrumento capaz
de regularla, por lo que la misma Ginicamente fue contro-
lada mediante el uso de un termémetro con un algodéon
humedecido para medir la temperatura de bulbo hiimedo y
calcular la humedad relativa. En todas las determinaciones,
los valores estuvieron en un rango de 60 a 65%.

Para alcanzar las velocidades de aire en estudio, se
utilizaron dos equipos de secado: un secadero de escala
de laboratorio, con el cual se estudiaron las velocidades
de 0,8 y 1,5 m/s, y un horno de secado por conveccion de
aire (marca Dalvo, modelo EHRF, Argentina) para analizar
valores de velocidades de aire de 0,4 m/s. El secadero de
escala laboratorio consta de: una camara de secado donde
fueron colocadas las bandejas metalicas que contenian las
muestras; un sistema de calentamiento del aire con resis-
tencias eléctricas y un ventilador para la circulacion del
aire. Previo a las experiencias de secado, se acondiciond
el funcionamiento del equipo durante 30 minutos, hasta
operacion estable (40° C, y la velocidad correspondiente).

Preparacion de las muestras

Se procedio a la elaboracion de las pastas de manera
artesanal, partiendo de una formulacién compuesta por:
fécula de mandioca (Montecarlo, Misiones) y harina de
maiz (Indelma, Santa Fe) en proporcion 80:20, 5% de
leche en polvo (Zlolay, Santa Fe), 6% de materia grasa
(Margadan, Buenos Aires), 12% de huevo entero y 0,6%
de sal (Dos Anclas, San Luis), se incorpor6 0,6% de goma
xantica (Parafarm, Buenos Aires), con la intencion de
reemplazar el gluten y proporcionar a las masas, elastici-
dad y mayor resistencia. Se agregd agua hasta formar una
masa homogénea y, mediante el uso de una maquina para
elaborar pastas (Pluselectric, China), fue laminada entre
dos rodillos lisos de acero inoxidable hasta un espesor de
2 mm y cortada entre dos rodillos acanalados para formar
tiras de 1 mm de ancho, tipo espagueti. Se estandariz6 el
largo de las tiras en 20 cm.

Cinética del secado

Para cada experiencia de secado, 50 g de pastas fueron
colocadas en bandejas rectangulares de aluminio, extendi-
das y separadas para evitar que se peguen entre si durante
la operacion. Las bandejas se pesaron inicialmente cada
10 minutos durante la primer hora de secado y luego cada
20 minutos hasta peso constante, de manera tal de evaluar
la pérdida de agua y poder realizar los graficos correspon-
dientes (cinética y rapidez de secado). Las determinaciones
se realizaron por duplicado y la humedad inicial de las
muestras fue evaluada mediante la técnica N° 925.09 de
la AOAC [14].
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Modelado matematico

Se utilizaron tres modelos matematicos de capa fina de
los mas utilizados en la literatura, para representar la ciné-
tica de secado experimental de pastas. En estos modelos,
la variable dependiente es XR la cual representa la relacion
de humedad:

Xt (b. 5.)

X0 (b. s.) (Ec. 1)

XR=

Donde: Xt es la humedad a un tiempo ty X0 es la
humedad inicial, ambas en base seca. La Tabla 1 muestra
las expresiones de los modelos seleccionados. Los valores
de k, n y a son parametros de los modelos cinéticos.

Tabla 1: Ecuaciones de los modelos de ajuste de la cinética del secado

Modelos Ecuacion
Page XR= ekt (Ec. 2)
Newton XR= ekt (Ec. 3)
Henderson - Pabis XR=a ekt (Ec. 4)

Analisis estadistico

Los mejores ajustes seran aquellos que presenten valores
mas altos del estadistico R, menores valores de Error Abso-
luto Medio (MAE) y Cuadrado del Error Medio (CME). Estos
estadisticos fueron calculados con el software “Statgraphics
plus 5.17, mediante un analisis de Regresion no lineal. Las
curvas, tanto experimentales como las modeladas fueron
graficadas mediante el programa Microsoft Excel 2010.

Resultados y Discusion
Cinética del secado

La humedad inicial de las pastas fue de 55,8% (b.s).
Todas las curvas presentaron una forma exponencial,

similar a las observadas en general para los productos
alimenticios [2].
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Figura 1: Curvas de secado de las pastas para velocidades de aire de
0,4; 0,8y 1,5 m/s; valores medio y desvios estandares.

En la Figura 1 se observa la influencia de la velocidad
del aire sobre las curvas de secado de las muestras de fideos
analizadas. Como era de esperarse, los tiempos de secado
de las pastas variaron de manera inversamente proporcio-
nal con la velocidad del aire empleado, resultados similares
a los obtenidos por Inazu, Iwasaki y Furuta (2003) [15] al
evaluar la influencia de la velocidad del aire de secado de
fideos tipo udon. Los tiempos hasta alcanzar una humedad
menor a 14% fueron de: 160 min para la velocidad de 0,4
m/s, 120 min para la velocidad de 0,8 m/s y 60 min para la
velocidad de 1,5 m/s. Puede decirse que la velocidad del
aire influy6 en la cinética de secado de las pastas incluso a
la maxima velocidad estudiada, contrario a los resultados
obtenidos por Andrieu y Stamatopoulos (1986) [16].

Las curvas de cinética de secado no presentaron un
periodo inicial de ajuste; esto puede deberse a que la tem-
peratura de secado es lo suficientemente baja y el material
que ingresa a la cdmara no necesita precalentamiento
ya que alcanza la temperatura del aire rapidamente; este
fenémeno es comun en los productos alimenticios [17].

En la Figura 2 se presenta la grafica con los valores
medios y sus desvios estandares de la rapidez de secado de
las pastas en funcion del contenido de humedad, para cada
una de las velocidades del aire de secado.
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Figura 2: Curvas de rapidez de secado de las pastas para velocidades
de aire de 0,4; 0,8 y 1,5 m/s; valores medios y desvios estandares.

Se distingue en la Figura 2, que el secado se llevo a
cabo en su mayor parte en el periodo de velocidad decre-
ciente, no se evidencio el periodo de velocidad constante
para ninguna de las experiencias de secado. Este fenomeno
no resulto extraio considerando que no se observo hume-
dad en la superficie de las pastas, al iniciar el proceso de
secado. En las curvas se observa, principalmente para las
velocidades de secado de 0,8 y 1,5 m/s, dos periodos de
velocidad decreciente; solamente el primero con cierta
tendencia a la linealidad. Resultados similares fueron
obtenidos por otros autores cuando estudiaron la cinética
de secado mediante conveccion forzada de aire caliente en
distintos alimentos, como ser fideos elaborados con una
mezcla de harinas diferentes al trigo (18,19) o rodajas de
batata [20].
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Modelos matematicos de las curvas de secado

A partir de los valores que se presentan en la Tabla 2 se
puede observar que, excepto el modelo de Newton para la
velocidad de aire de 1,5 m/s, los demas describieron satis-
factoriamente las curvas de secado de las pastas analizadas.
El modelo de Page es el que presentd los valores mas altos
del estadistico R? y los menores valores para MAE y CME
los que se mantuvieron constantes para las tres velocidades
de aire evaluadas; por lo que se considerd como el modelo
con mejor ajuste a los datos experimentales de cinética de
secado (Figura 3).

Tabla 2: Resultados de los parametros estadisticos y de ajuste de las
ecuaciones de modelado cinético a distintas velocidades de aire.

Modelos Parametros 0,4 m/s 0,8 m/s 1,5 m/s
R? (%) 99,28 99,81 99,48
MAE 0,0162 0,0072 0,0143
PAGE CME 0,0006 0,0001 0,0004
K 0,016 0,081 0,133
n 0,902 0,596 0,564
R? (%) 98,68 87,30 0
MAE 0,0222 0,0718 18,4
NEWTON
CME 0,0009 0,0074 640,9
K 0,009 0,015 k<0
R? (%) 98,83 92,84 91,81
MAE 0,021 0,0287 0,0598
HENDERSON-
PABIS CME 0,0009 0,0047 0,0062
a 0,977 0,858 0,884
K 0,010 0,012 0,023
Modelo (0,4 m/s) Experimental (0,4 m/s)
Modelo (0,8 m/s) Experimental (0,8 m/s)

Modelo (1,5 m/s) Experimental (1,5 m/s)

Contenido de humedad (b.s.)

0 50 100 150 200
Tiempo (min)
¢ Experimental (0,4 m/s) = Modelo (0,4 m/s)
Modelo (0,8 m/s)
A Experimental (1,5 m/s) = Modelo (1,5 m/s)

B Experimental (0,8 m/s)

Figura 3: Curvas de secado (experimentales y modeladas mediante la
ecuacion de Page) para las pastas estudiadas.
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El buen ajuste que presenta la ecuacion de Page podria
deberse a que, como las curvas de secado analizadas
presentan tendencia exponencial, el parametro n de dicha
ecuacion le otorgaria una mayor aproximacion matematica
sobre las curvas (17, 21 y 22).

Parametros k y n de la ecuacién de page

Una vez seleccionada la ecuacion de Page como la
de mejor ajuste, se logré establecer una relacion del tipo
logaritmica entre el pardmetro k y la velocidad del aire de
secado, con un R? de 99,8%, obteniéndose una ecuacion
del tipo:
k= 0,0889 In(v aire) + 0,0986 (Ec.5)

Esta expresion muestra que el valor de k se incrementa
a medida que aumenta la velocidad de aire. No se logro
ajustar los valores del parametro n a ningiin modelo mate-
matico, los R? eran menores a 85% en todos los modelos
analizados (lineal, logaritmico, exponencial y potencial); se
optd por tomar un valor promedio entre las tres velocidades
de aire y considerarlo constante (0,687 + 0,169).

No se encontr6 bibliografia referente al analisis de los
parametros k y n de la ecuacion de Page en funcion de la
velocidad de aire en fideos, por lo que se recurrié a com-
parar con el efecto de los mismos en otros productos ali-
menticios; Sharma, Verma y Pathare (2005) [23] ajustaron
el secado de rebanadas de cebollas mediante un secador
infrarrojo convectivo al modelo de Page, observando que
solo la constante k del modelo dependia de la temperatura
y de la velocidad del aire de secado, mientras que el valor
de n solo era dependiente de la temperatura y no de la
velocidad de aire; coincidiendo con el presente trabajo.

conclusion

A partir de la grafica de cinética de secado, se concluyd
que los fideos presentaron una curva del tipo exponencial,
que depende de la velocidad del aire de secado. Los tiem-
pos de secado de los fideos elaborados variaron de manera
inversamente proporcional a la velocidad del aire de seca-
do. De acuerdo a los resultados estadisticos obtenidos, el
modelo de Page fue el que present6 el mejor ajuste de los
datos experimentales, por lo que podria utilizarse como una
buena herramienta para el calculo estimado del tiempo de
secado de los fideos libres de gluten analizados.

Lista de abreviaturas
XR = Relacién de humedad

Xt (b.s.) = humedad a un tiempo t en base seca.
XO0(b.s.) = humedad inicial en base seca
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k, n y a = parametros o constantes de secado
MAE = Error Absoluto Medio

CME = Cuadrado del Error Medio

v aire = velocidad del aire de secado
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Resumen

Conocer el estado ambiental de las cuencas hidrograficas de forma precisa y correcta es fundamental para
garantizar su preservacién y calidad de vida de las poblaciones. La georreferenciacion proporciona datos
geograficamente definidos que representan la situacion real de la localizacion del rio estudiado. En este trabajo,
se realizd la georreferenciacion de la localizacion del Rio Mumbuca, ubicado en el municipio de Monte Carmelo
- MG, basado en levantamiento por métodos geodésicos. La construccion cartogréafica del Rio Mumbuca, genero
un mapa con su localizacion, desde la naciente hasta la desembocadura, atravesando areas rurales y urbanas del
municipio. En las areas urbanas se observé que medidas mas incisivas, en relacion a la planificacion para preservar
el rio, como proteger la mata ciliar, retirar lanzamientos de aguas residuales sin tratamiento y residuos sélidos de
las margenes, deben ser puestas en practica, permitiendo asi que el Rio Mumbuca continué proporcionando agua
segura para esta poblacion.

Palabras clave: Georreferenciacion; Cuenca hidrogréafica; Recurso hidrico; Mapa; Planificacion.

Abstract

Knowing the environmental state of the watershed accurately and correctly is fundamental to guarantee their
preservation and the quality of life of the populations. Georeferencing provides geographically defined data that
represent the actual situation of the river to be studied. In this paper, the georeferencing of the Mumbuca
River, located in the city of Monte Carmelo - MG, was performed based on the survey by geodetic methods. The
cartographic construction of the Mumbuca Stream resulted in a location map of the stream, from the source to
the mouth, crossing part of the rural and urban area of the city. In the urban area, it was observed that more
incisive measures in relation to planning for stream conservation, such as protection of riparian forest, withdrawal
of untreated sewage and solid waste from the riverside, should be put into practice, thus allowing the Mumbuca
Stream continues to provide safe water for this population.

Keywords: Georeferencing; Watershed; Water resources; Map; Planning.

Resumo

Conhecer o estado ambiental das bacias hidrogréaficas de forma precisa e correta é fundamental para garantir a
sua preservacao e a qualidade de vida das populagdes. O georreferenciamento fornece dados geograficamente
definidos que representam a situacdo real do rio a ser estudado. Neste trabalho, realizou-se o georreferenciamento
da localizacao do Corrego Mumbuca, localizado no municipio de Monte Carmelo - estado de Minas Gerais, com
base no levantamento por métodos geodésicos. A construcao cartografica do Cérrego Mumbuca, resultou em
um mapa com a sua localizacado, desde a nascente até a foz, atravessando 4reas rurais e urbanas do municipio.
Na area urbana observou-se que medidas mais incisivas em relacao ao planejamento para a conservacao do
corrego, como protecdo da mata ciliar, retirada de lancamentos de esgoto sem tratamento e de residuos sélidos
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das margens, devem ser colocadas em pratica, permitindo assim que o corrego Mumbuca continue fornecendo

agua (segura) para esta populacao.

Palavras-chave: Georreferenciamento; Bacia hidrografica; Recurso hidrico; Mapa; Planejamento.

INTRODUCAO

Georreferenciamento ¢ a atribuigdo de coordenadas a
determinado objeto no espago em relagdo a um Sistema
Geodésico de Referencia (SGR).

Este processo inicia-se com a obtengao das coordenadas
dos pontos de detalhe que definem tal feicdo que posterior-
mente gerard um produto, que pode ser uma carta ou um
mapa. Para obteng@o destas coordenadas existem diferentes
técnicas de mensuragdo dentre elas, a topografia, a foto-
grametria, sensoriamento remoto, ou mesmo as técnicas
de posicionamento geodésico.

O georreferenciamento da localizagdo da bacia do
Corrego Mumbuca, localizado no municipio de Monte
Carmelo — Minas Gerais, Brasil, teve como principal ob-
jetivo auxiliar na construcdo da representagdo cartografica
do mesmo, dentro dos perimetros urbano ¢ rural e auxiliar
de forma qualitativa na avaliacdo preliminar da situacao
ambiental do corrego.

Para o levantamento de campo foram utilizados
instrumentos e apoio dos técnicos do Laboratorio de
Topografia e Geodésia (LTGEO) do curso de Engenharia
de Agrimensura e Cartografica, da Universidade Federal
de Uberlandia Campus Monte Carmelo — Minas Gerais,
Brasil. A continuacdo apresenta-se uma descricdo dos
sistemas de posicionamento geodésico mais utilizados.

Sistema Geodésico de Referéncia (SGR)

O SGR ¢ definido sobre um elipsoide, este por sua
vez materializado e densificado com origem no centro de
massa da Terra para os sistemas geocéntricos ou em algum
ponto na superficie de sistemas topocéntricos. Vale lembrar
que se considera a materializagdo, como levantamentos
realizados a priori da definicdo deste dado sistema, com
o intuito de definir os pardmetros de origem, orientagao
e escala [1].

O SIRGAS 2000 ¢ o sistema de referéncia utilizado em
levantamentos em territorio nacional desde 2015, quando
foi adotado como unico sistema geodésico de referéncia
oficial no Brasil [2].

Sistema Satélite de Navegacao Global (GNSS)

O GNSS ¢ um sistema de radio navegacdo que tem
como intuito determinar a posi¢ao, tridimensional, de um
ponto qualquer sobre a superficie terrestre ou bem proxima
a ela. A posicdo desejada ¢ determinada a partir do método
de trilateracao. Neste método os resultados obtidos para
as coordenadas, no ponto de interesse sdo ligados direta-

mente a qualidade da distancia mensurada até o satélite e a
coordenada do mesmo. Estas coordenadas estdo ligadas ao
tempo, e sdo calculadas por meio de informagdes contidas
no arquivo de navegacdo enviado pelo satélite [3].

Os dados transmitidos pelo satélite ao usuario con-
sistem nos sinais de tempo, efemérides transmitidas que
por sua vez incidem nos componentes keplerianos de sua
orbita e os codigos de navegacdo modelados sobre fase
da onda portadora. Por meio destes dados e parametros
sdo calculadas as coordenadas do satélite e a distancia até
o receptor GNSS implantado sobre o ponto de interesse.
Onde as coordenadas do receptor sdo geradas a partir do
processo de trilateracdo. Porém, para que isto seja feito
se faz necessario de no minimo quatro satélites, trés para
posicionamento X, y, z € um para determinar o tempo, visto
que ndo ha sincronismo entre o relogio do satélite e do
receptor [4].

Entretanto, existem alguns erros que deterioram as
observacgdes que necessitam ser tratados, a fim de que a
precisdo do posicionamento nao seja degradada. Dentre
eles se encontram os erros devido ao relogio do satélite,
orbitas, efeitos atmosféricos, erro do reldgio do receptor e
efeito do multicaminho. Portanto, o tratamento se faz ne-
cessario devido a impossibilidade de o modelo matematico
(elipsoide de revolugao) representar a realidade fisica com
tamanha fidelidade. A maioria dos erros envolvidos pode
ser minimizada no posicionamento relativo e através de
técnicas de processamento [5].

Posicionamento absoluto

Segundo [6], 0 método de posicionamento absoluto ca-
racteriza-se pelo uso de apenas uma antena receptora como
apresentado na Figura 1 para a determinagao de coordenadas
obtidas no sistema de referéncia do GPS, WGS- 84 (World
Geodetic System, 1984), que para fins de georreferencia-
mento podem ser tomadas como SIRGAS 2000.

T\

Figura 1: Principio do posicionamento por ponto [7]. Posicionamento
relativo
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O principio basico do posicionamento relativo é
minimizar as fontes de erro por meio da diferenca entre
observacdes recebidas simultaneamente por receptores
que ocupam dois ou mais pontos distintos no espago. No
posicionamento relativo, as coordenadas sao determinadas
em relagdo a um referencial materializado por meio de uma
ou mais estagdes com coordenadas conhecidas. Neste caso,
¢ necessario que pelo menos um par de receptores coletem
dados de, no minimo, dois satélites simultaneamente, onde
um dos receptores deve ocupar a estagdo com coordena-
das conhecidas, denominada de estagdo de referéncia ou
estacdo base como pode ser visto na Figura 2 [2].

Figura 2: Principio do Posicionamento Relativo [2].

De acordo com [2] dentre os métodos de posiciona-
mento relativo se enquadram o posicionamento estatico
e cinematico. No estatico como o proprio nome sugere,
as coordenadas sdo determinas com ambos receptores em
repouso durante o levantamento; no cinematico o receptor
sobre o ponto conhecido (Base) permanece em repouso
enquanto que o receptor utilizado para determinar os
pontos de interesse (Rover), se mantem em movimento.

Este tipo de levantamento tem como intuito alcangar
maior precisdo nas coordenadas obtidas para os pontos de
interesse, ja que conhecendo as coordenadas em que se
encontra a base se calcula apenas o valor do deslocamento
nas componentes da abscissa (x), da ordenada (y), da nor-
mal (z), sendo que os modelos matematicos de correcdes
para estes componentes sio menos complexos do que os
demais existentes [3].

Posicionamento relativo estatico

No posicionamento relativo estatico, tanto o receptor
da estacao referéncia (Base), quanto o receptor (Rover) da
estagdo “n” com coordenadas a determinar, permanecem
estacionarios durante todo o levantamento. O tempo de
espera varia de acordo com a linha de base (distancia
entre os receptores) e obstaculos fisicos que interferem na

recep¢ao do sinal £3], como apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1: Precisao do Posicionamento Relativo [2].

Linha de base Tempo de observacao Precisdao
00 - 05 km 05 - 10 min 5-10 mm + 1 ppm
05-10km 10 - 15 min 5-10 mm + 1 ppm
10 - 20 km 10 - 30 min 5-10 mm + 1 ppm
20 -50 km 02-03 hr 5mm + 1ppm
50 - 100 km Minimo 03 hr 5mm + 1 ppm
> 100 km Minimo 04 hr 5mm + 1 ppm

Posicionamento Relativo Cinematico

Segundo [2], apesar de menos preciso o posicionamento
relativo cinematico ¢ mais dinamico e rapido, ja que apenas
o receptor da estacdo referéncia (Base) permanece esta-
cionado, enquanto o receptor a determinar as coordenadas
da fei¢do de interesse (Rover) mantém-se em movimento,
coletando pontos em intervalos de tempo ou distancia
determinados pelo operador.

Posicionamento Relativo Cinematico em Tempo Real

O Real Time Kinematic configura-se como um método
de posicionamento cinematico em tempo real, que dora-
vante sera utilizada a sigla RTK para sua identificagdo.
Seu funcionamento € baseado no modo diferencial, onde as
corregdes dos sinais dos satélites sdo transmitidas, em tem-
po real, da estacdo de referéncia (Base), para uma estagao
na qual se desejam determinar suas coordenadas (Rover),
como apresentado na Figura 3. Normalmente as corre¢des
sdo transmitidas via rddio UHF aos receptores moveis, os
quais sdo instalados juntamente com um receptor, em uma
esta¢do de coordenadas conhecidas [3].

(AX, AY, AZ)

Receptor de

referéncia Receptor|

maével

Link de radio

Radio de
comunicagao

Figura 3: Posicionamento RTK. [8]

A coleta de coordenadas precisas em tempo real faz
com que o RTK seja uma 6tima opg¢ao na coleta de dados,
porém o uso desta técnica em ambiente urbano, florestas
e local de topografia acidentada é pouco viavel, visto que
estes ambientes apresentam variaveis que podem degradar
o sinal do radio e até mesmo a recepg¢ao de sinal de satélite,
o que pode interferir na precisdo das coordenadas coletadas

(3]
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Materiais e métodos

Foi realizada uma saida de campo para conhecer o local
que seria levantado, e assim definir quais seriam os instru-
mentos e métodos utilizados para o georreferenciamento,
durante a pesquisa.

Apds analises das condigoes da localizagio e o percurso
que o corrego realiza, foram escolhidos os métodos de
posicionamento relativo estatico e absoluto.

A metodologia seguida consistiu no levantamento dos
pontos de detalhe do cérrego Mumbuca, com o auxilio
de receptores GNSS. O processamento destes pontos foi
realizado em laboratoério para finalmente gerar uma carta
representativa do corrego dentro do municipio.

Na area urbana, na nascente e na foz, os pontos foram
levantados pelo método de posicionamento relativo esta-
tico, visando um melhor detalhamento destas areas, dado
que este método é o que apresenta maior precisao.

Na zona rural utilizou-se o posicionamento absoluto
cinematico, devido a que esta area esta ocupada princi-
palmente por mata ciliar e é em alguns pontos inacessivel
por terra. Esta técnica foi utilizada para levantar o trecho a
montante da cidade de Monte Carmelo, j4 que ndo apresenta
caracteristicas de possivel polui¢ao, enquanto que o trecho
a jusante do perimetro urbano da cidade de Monte Carmelo
foi levantado por meio de sensoriamento remoto, visto que
alguns pontos sdo inacessiveis, por terra e pelo corrego devi-
do ao alto potencial de polui¢do da dgua. As observagdes no
trecho de montante e no trecho de jusante foram avaliagdes
preliminares e de forma qualitativa em visitas realizadas
ao local de estudo, portanto, a quantificagdo do grau de
poluigdo do Coérrego, sera objetivo de estudos posteriores.

Em campo foram utilizados trés receptores da marca
Astech modelos Promark 100, 200 e 500, sendo o ultimo
utilizado como Base e os demais como Rover. Também foi
utilizado um Mobile Mapper de mesma marca utilizado
para o posicionamento absoluto.

No laboratorio LTGEO todos os dados coletados pelos
receptores ProMark foram processados no Software GNSS
Solutions, aplicativo disponibilizado pela Empresa Alezi Teo-
doline para a Universidade na compra dos receptores ProMark.

Estes pontos foram exportados para o Quantum GIS
(QGIS), com o fim de servirem como base para represen-
tagdo do corrego dentro da carta, junto ao arquivo do tipo
Shape File da malha municipal do estado de Minas Gerais
para representacdo do municipio, paralelamente a imagem
do Google foi importada para o QGIS, para criacdo do
poligono representativo da cidade.

Resultados e discussao

Dentre os principais resultados, se encontra o mapa
representativo do Corrego Mumbuca inserido dentro da
cidade de Monte Carmelo, como apresentado na Figura 4.

MAPA DE LOCALIZACAO DO CORREGO MUMBUCA

MONTE CARMELO - MINAS GERATS

Conven(;oas Cartograficas
2 |— (‘onq,o

Legenda

N Perimetro Urbano
I Limite Muricioa!

T30 415w

a7asw. 7730 AT isW

Figura 4: Mapa de localizacdo do Corrego Mumbuca em Monte Car-
melo - Minas Gerais, Brasil.

No relatério de processamento pode se notar que os
pontos levantados estdo dentro da precisdo minima (3,0
metros para limites naturais) dada pelo [8], para georre-
ferenciamento no Manual Técnico de Posicionamento.
Verificando assim, a postura coerente dos operadores com
os instrumentos em campo para o método utilizado.

Estes pontos levantados podem servir de apoio para o
monitoramento do Corrego Mumbuca, por profissionais
da area sanitaria e ambiental ou 6rgdos competentes, uma
vez que estes pontos descarregados em um receptor de na-
vegacdo servem para navegar at¢ dado ponto de interesse.
Pode ser utilizado também para o planejamento em torno
do Coérrego Mumbuca.

O mapa mostra que grande parte do Coérrego Mumbuca
se encontra dentro do perimetro urbano, indicando a pos-
sibilidade de ocorréncia de langamento de efluentes, ao
longo do cérrego, uma vez que a densidade demografica e
a quantidade de residuos gerados na zona urbana ¢ prova-
velmente maior do que na zona rural.

A observacgdo anterior esta fundamentada na identifi-
cagdo de lancamentos indevidos de esgoto ao longo do
Cérrego Mumbuca, cujos pontos foram registrados com
fotografias, de acordo com a Figura 5.

Caracteristicas tipicas das aguas residuarias como
coloracdo, cheiro desagradéavel (similar a ovo podre) e
formacdo de grande quantidade de espuma, permitem
inferir de forma qualitativa, que o cérrego em pontos
localizados, aparentemente recebe contribui¢do indevida
de aguas residuarias sem tratamento, além de observar nas
suas margens quantidade significativa de residuos solidos.

Visando, inicialmente uma analise preliminar e qualita-
tiva, observou-se que a area urbana apresenta porcentagem
de Area de Preservagio Permanente (APP) remanescente
aparentemente menor do que a area rural, a quantificagao
destas areas serdo objetivo de estudos posteriores.
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Coordenadas: Long 47° 29" 36.63648"W e Lat 18° 44’ 04.84617"S.

[}

Coordenadas: Long 47° 29" 39.19586"W Lat 18° 27.55605"S.

Coordenadas Long47° 29" 37.53178"W e Lat 18° 43’ 31.37668"S.

Coordenadas: Long 47° 29" 35.37322"W Lat 18° 43" 44.79753"S.

Figura 5: Pontos identificados de langamento indevido de esgoto ao longo do Cérrego Mumbuca

conclusoes

Foi realizado o georreferenciamento da localizagdo do
Corrego Mumbuca, desde a nascente até a foz, atravessan-
do areas rurais e urbanas do municipio de Monte Carmelo,
Minas Gerais, Brasil, gerando um mapa que auxilia na
formulacao de diretrizes para o planejamento da bacia do
Corrego Mumbuca.

Durante o levantamento notou-se que o planejamento
para a conservagdo do corrego, deve ser mais incisivo.
Foram registrados varios langamentos diretos da rede de
esgoto ao longo do Corrego Mumbuca, o que mostra a
urgéncia da construcdo de interceptores margeando o
corrego para coleta desses efluentes.

Enquanto essa solucdo chega, recomenda-se que me-
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didas como educar ambientalmente a populagao visando a
adocdo de atitudes de ndo desperdicio de dgua para gerar
menos aguas residudrias, recompor a mata ciliar do corrego
em seu trajeto pela cidade, prote¢do de suas margens,
ndo lavar calgadas e carros com mangueiras, ndo deixar
torneiras abertas, evitar vazamentos, ajudaria a minimizar
a poluicao que pode impactar negativamente a qualidade
da agua do coérrego.

Considerando que os dados coletados com os instru-
mentos geodésicos ndo foram suficientes para a analise
da situacdo da bacia hidrografica, sugere-se que estudos
futuros sejam realizados com este objetivo.

Recomenda-se também para estudos posteriores a
criagdo de cartas politematicas, uma vez que cruzando
dados obtidos com o georreferenciamento e resultados de
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analises fisico-quimicas da agua do Cérrego Mumbuca,
sera possivel fazer uma analise espacial da real situagao
ambiental do Corrego Mumbuca.

Agradecimentos

Ao CNPQ pela confianga, sem a qual seria impossivel
a realizagdo deste trabalho. Ao laboratorio LTGEO - La-
boratério de Topografia e Geodésia do Campus de Monte
Carmelo e a Faculdade de Engenharia Civil — FECIV,
da Universidade Federal de Uberlandia, pelo amparo
tecnoldgico e estrutural para a realizacdo deste trabalho.
Ao DMAE — Departamento Municipal de Agua e Esgoto
de Monte Carmelo — MG, pela colaboragdo com as infor-
macdes fornecidas para guiar a equipe na localizagdo da
nascente e da foz do corrego, sem a qual demandaria de
maior tempo para execuc¢ao do georreferenciamento.

Bibliografia

1. Dalazoana, R. Implicagées na cartografia com a evolugdo
do sistema geodésico brasileiro e futura adog¢do do
SIRGAS. 2001. 75 f. Dissertagdo (Mestrado) - Curso
de Pos-graduagdo em Ciéncias Geodésicas, Universi-
dade Federal do Parana, Curitiba, 2001. Disponivel
em: <http://www.cartografica.ufpr.br/home/wpcontent/
uploads/2014/04/Dissertacao_Regiane.pdf>. Acesso
em: 24 jul. 2015.

2. IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Geodésia
- FAQ (Frequently Asked Questions - Perguntas Mais
Frequentes). Disponivel em: <http://www.ibge.gov.br/
home/geociencias/geodesia/pmrg/faq.shtm>. Acesso
em: 24 jul. 2015.

. MONICO, J. . G. Posicionamento pelo GNSS: descri¢do, fun-

damentos e aplicag¢ées. Sdo Paulo: Unesp. 2008. 287p.

. TIMBO, M. A. Levantamento Atraves do Sistema GPS.

2000. 36 f. Trabalho de Conclusdo de Curso - Depar-
tamento de Cartografia, Universidade Federal de Minas
Gerais - UFMG, Minas Gerais.

. POLEZEL, W. G. C.; SOUZA, E. M.; MONICO, J. F. G. Método de Po-

sicionamento Relativo por Satélite GPS com Corre¢do
do Efeito do Multicaminho em Estagées de Referén-
cia: Formulag¢do Matematica, Resultados e Andlises.
TEMA. Tendéncias em Matematica Aplicada e Com-
putacional, v. 9, p. 133-142, 2008.

. KRUEGER, C.P. Posicionamento por Satélites. Apostila do

curso de especializagdo em geotecnologias. Universi-
dade Federal do Parana, 2006.

. IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Recomen-

dagoes para levantamentos relativos estdticos. Brasi-
lia: IBGE, 2008. 35 p. Disponivel em: <ftp://geoftp.
ibge.gov.br/documentos/geodesia/pdf/recom gps in-
ternet.pdf>. Acesso em: 25 mar. 2015.

. INCRA. Instituto Nacional de Colonizacao e Reforma Agraria.

Manual Técnico de Posicionamento. 2013. 1° edigao.
Disponivel em: <https://sigef.incra.gov.br/static/docu-
mentos/manual tecnico_posicionamento led.pdf>.
Acesso em 19 fev. 2015.

Recibido: 20/03/2019.
Aprobado: 12/08/2019.

RECyYT / Afo 21/ N° 32 /2019



82

J.Weseluk et al.; Evaluacion de la calidad del agua del embalse Mboi Caé

RECYT
Afi0 21/ N° 32 / 2019 / 82-86

Evaluacion de la calidad del agua del embalse Mboi Caé

Water quality assessment of the Mboi Cae reservoir
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Resumen

La modificacion del régimen hidrolégico del arroyo Mboi Caé constituyé un cambio importante en la ciudad de
Encarnacion y alrededores que ha beneficiado a las poblaciones con la generacion de energia hidroeléctrica, las
actividades recreativas, la disponibilidad de agua, etc. La presente investigacion tiene el objetivo de analizar la
calidad del agua del embalse Mboi Caé del departamento de Itapia mediante el indice de Calidad de Agua segin
el Sistema Holandés de Valoracion y el indice de Contaminacion ICOTRO basado en la concentracion de fosforo
total en el periodo noviembre del afno 2017 a septiembre del ano 2018. Los resultados concluyeron que, teniendo
en cuenta los pardmetros de oxigeno disuelto, demanda bioguimica de oxigeno y nitrgeno amoniacal, el rea de
estudio se encuentra categorizada con contaminacion incipiente y, por otra parte, se caracteriza como eutréfico
por fésforo.

Palabras clave: Calidad de agua; Demanda bioquimica de oxigeno; Fésforo total; Nitrogeno amoniacal; Oxigeno
disuelto.

Abstract

Introduccion

The modification of the hydrological regime of the Mboi Caé stream was an important change in the city of
Encarnacion and surroundings benefiting the populations with the generation of hydroelectric energy, recreational
activities, the availability of water, etc. The objective of this research is to analyze the water quality of the Mboi
Caé reservoir in the Itapla department through the Water Quality Index according to the Dutch Valuation System
and the ICOTRO Contamination Index based on the total phosphorus concentration in the period November 2017 to
September 2018. The results concluded that, taking into account the parameters of dissolved oxygen, biochemical
demand of oxygen and ammoniacal nitrogen, the studied area is categorized with incipient contamination and, on
the other hand, it is characterized as eutrophic by phosphorus.

Keywords: Ammonia nitrogen; Biochemical oxygen demand; Dissolved oxygen; Total phosphorus; Water quality.

problemas mas criticos referente a recursos naturales, y
la construccion de embalses ha sido un método utilizado

Segun el Gltimo informe mundial de las Naciones
Unidas sobre el desarrollo de los recursos hidricos se
espera que el uso doméstico del agua, que representa apro-
ximadamente el 10% de las extracciones de agua a nivel
mundial, aumente significativamente durante el periodo
2010-2050 en casi todas las regiones del mundo y que la
demanda mundial para la produccion agricola y la energia
(principalmente alimentacién y electricidad), ambas con
un uso intensivo de agua, aumenten aproximadamente un
60% y un 80% respectivamente antes de 2025 [19], lo que
sumado a las consecuencias del cambio climatico supone
riesgos en la disponibilidad de agua para las poblaciones;
por ello es importante asegurar la calidad a fin de evitar
limitaciones en sus usos [20].

La disponibilidad de agua dulce constituye uno de los
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frecuentemente para garantizar la disponibilidad del agua;
sin embargo se debe tener en cuenta que para lograr su
sostenibilidad es necesario mantener su calidad [3].

En los ultimos afios, la cantidad de embalses construi-
dos por el hombre ha aumentado debido a la necesidad
de abastecer de agua, alimentos y energia a la poblacion.
Cuando en un sistema fluvial se sitian varios embalses en
la misma cuenca, se origina un efecto en cascada por la
liberacion del agua rio abajo, produciendo modificaciones
en la calidad del agua [15].

Los indices de calidad de agua son herramientas que
permiten diagnosticar la calidad de agua de un cuerpo
superficial o subterraneo en un tiempo determinado; por
medio de ellos se realiza un analisis general de la calidad
del agua en diferentes niveles, y se determina la vulnera-
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bilidad del cuerpo frente a amenazas potenciales. Actual-
mente existen diferentes metodologias para calcular estos
indices, las que se diferencian en las formas de calculo y
en los parametros utilizados [5].

Uno de los indices utilizado es el “Indice holandés
de valoracion de la calidad para los cuerpos de agua
superficiales” que se basa en la obtencioén de un puntaje
de acuerdo a varios parametros analizados: la demanda
bioquimica de oxigeno (DBO,), el oxigeno disuelto (OD)
y el nitrégeno amoniacal (N-NH,*) [17].

El parametro de demanda bioquimica de oxigeno
(DBO;) es una medida del oxigeno consumido en la
oxidacion de la materia organica por accion bacteriana e
indica la cantidad de materia organica vertida en un cuerpo
de agua [6].

El oxigeno es fundamental para la mayoria de los
organismos vivos dada su dependencia del proceso de
respiracion aerobica para la generacion de energia y para la
movilizacion del carbono en la célula; por ello se considera
una de las variables mas importante para el estudio de la
calidad del agua [2]. En los embalses, la concentracion de
oxigeno disuelto varia dependiendo del incremento de la
productividad biolégica como resultado de la entrada de
nutrientes y de materia orgdnica, del patron de distribucion
térmica, de su estado trofico, de su ubicacion geografica,
morfometria y condiciones meteorologicas [3].

El N-Amoniacal es otro parametro para diagnosticar la
calidad del agua, puesto que en su forma libre como amo-
niaco es toxico para los peces; y esta toxicidad depende del
pH y temperatura del agua. Su presencia es relacionada a la
descarga directa o a la degradacion de la materia organica
nitrogenada [6].

Este indice mencionado es utilizado como metodologia
para determinar la calidad del agua en Costa Rica por
Decreto Ejecutivo N° 33903 del afio 2007, en su articulo
19 establece que “La calidad fisico-quimica y bioldgica
de un cuerpo de agua superficial se establecera haciendo
uso del Indice de Clasificacion Holandés de Valoracion y
el indice Biologico” [12].

Los Indices de Calidad del Agua han sido importantes
en el contexto ecologico y medio ambiental pero presentan
desventajas relacionadas con la falta de informacion, por
ello se desarrollaron los Indices de Contaminacién, los cua-
les son complementarios en sentido ecologico y permiten
precisar problemas ambientales [13].

Uno de estos indices es el ICOTRO o indice de Conta-
minacion Trofico que se calcula en base a la concentracion
de fosforo total en las aguas [13].

El fosforo es un nutriente esencial para los organismos
vivientes y es considerado como un parametro critico en
la calidad de aguas debido a su influencia en el proceso de
eutrofizacion [16].

Los principales factores que regulan el crecimiento de
las malezas acudticas son la luz y los nutrientes: y entre
estos los que mas regulan el crecimiento de las plantas

acuaticas son el carbono, el nitrégeno y el fosforo. El
fosforo es considerado el mas influyente en el crecimiento
de las plantas; una pequefia adicion de fosforo al agua
resulta en un aumento considerable en la biomasa de las
plantas [1].

El fosforo se relaciona con el proceso de eutrofizacion
y generalmente se debe a la presencia del contaminante en
la descarga cloacal [11].

El nitrogeno y el fosforo en el agua del embalse de
Danjiangkou, China provienen de sus afluentes, y por lo
tanto, las medidas mas efectivas para prevenir y curar la
proliferacion de algas y la eutrofizacion del agua es con-
trolar la cantidad total de contaminantes en cada uno de
estos afluentes [9].

En un estudio de caso de las corrientes de agua que ali-
mentan el reservorio de agua potable de Zelivka, Republica
Checa, se encontr6 que el fosforo era el nutriente limitante
para el crecimiento del fitoplancton y, por lo tanto, se lo
atribuyo como factor principal responsable de las tasas de
eutrofizacion del reservorio, y que probablemente podria
controlarse de manera efectiva mediante acciones concer-
tadas de reduccion [8].

Un estudio en el reservorio Saguling de Indonesia
muestra que la concentracion de fosforo del reservorio fue
de 315.0 mg - m? en promedio en 1999-2013 [10].

Los resultados de un estudio de cinco reservorios
durante la temporada de riego de 1995 en la parte baja de
la cuenca del rio South Platte de Estados Unidos mostraron
que los reservorios atrapaban del 20 al 88% del nitrogeno
y el fosforo entrantes, excepto el fésforo en un reservorio.
Las concentraciones totales de nitrogeno en los reservorios
fueron mas elevadas en marzo y disminuyeron hasta sep-
tiembre, en gran parte como resultado de la captacion de
algas y otra vida acuatica presente [18].

El presente trabajo se centra en la determinacion del
indice de Calidad basado en la metodologia de Clasifica-
cion del Sistema Holandés y la determinacién del indice
de Contaminacion ICOTRO en el sub-embalse Mbai Caé.

Materiales y Métodos
Ubicacion del area de estudio

El area de estudio corresponde a la cuenca baja de la
cuenca Mboi Caé del departamento de Itaptia cuya sub-
cuenca identificada, segun la base de datos de hidrologia
analitica (AHD), con el nimero 315173200 y una superfi-
cie total de 10.855 km? [4].

De los 291 Km? de la cuenca del Mboi Cae, 52.7km?
corresponde a montes nativos, campo libre (pastura) co-
rresponde 160.56 km?, cultivos a 41.11 km?, agua a 6.16
km? y zona urbana 31.13 km? [7].

En la Figura 1 se observan los tres puntos (ESM1,
ESM2 y ESM3) en donde fue analizado el Oxigeno
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Ubicacion de los puntos de muestreo en la Cuenca Mbéi Caé
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Cuenca Mbéi Caé
Departamento de
Itapua

Coordenadas geograficas de los
puntos de muestreo

Punto Latitud Longitud
ESM1 27.311580 | -55.852468
ESM2 -27.307682 | -55.859365
ESM3 27.301061 | -55.856745

Figura 1: Ubicacion de los puntos de muestreo de fosforo total, oxigeno disuelto, demanda bioquimica de oxigeno y nitrégeno amoniacal en la

cuenca Mboi Caé.

Disuelto (sensor de oxigeno), la Demanda Bioquimica de
Oxigeno (SM 5210 B), el Nitrogeno Amoniacal (Nessler-
NN) y el Fosforo Total (SM 4500-P B y SM 4500-P E)
mensualmente durante el periodo noviembre 2017 a
septiembre 2018.

Estos analisis fueron realizados bajo direccion de la
Entidad Binacional Yacyreta dentro del marco que contem-
pla el Plan de monitoreo de los sub-embalses de margen
derecha del arroyo Mboi Caé.

ICA Holandés

Segun la metodologia del codigo holandés de clasifica-
cion por colores, la calidad en términos de estas variables
se pondera con una puntuacion asignada para cada uno
de los parametros (Porcentaje de Saturacion de Oxige-
no, DBO,, N-Amoniacal) en funcién a los datos que se
muestran en la Tabla 1. Segun el valor de cada parametro
se asigna el puntaje correspondiente, luego se suman los
puntos de cada pardmetro y el resultado se compara con
los datos de la Tabla 2 [6].
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Tabla 1: Puntuacién asignada para cada uno de los pardmetros en
funcién a su concentracion.

Puntos PSO, % DBO,, mg/I N-NH*, mg/I

1 91-100 <=3 <0.50
71-90

2 3.1-6.0 0.50-1.0
111-120
51-70

3 6.1-9.0 1.1-2.0
121-130

4 31-50 9.1-15 21-50

5 <=30y>130 >15 >5.0

Fuente: Calvo & Mora, 2007.

Tabla 2: Categorizacién asignada como calidad de agua segun la
puntuacion obtenida.

Fuente: Calvo & Mora, 2007.

Promedio de codigo de Interpretacion
Clase .
puntos color de calidad
1 3 Sin contaminacion
2 4-6 Co_nta_m_macmn
incipiente
3 79 Ao Contaminacion
moderada
4 10-12 Anaranjado Contaminacion severa
5 13-15 Contaminacion

muy severa
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ICOTRO: indice de contaminacion trofico

El ICOTRO se fundamenta en la concentracion de
fosforo total que define por si misma una categoria discreta
detallada en la Tabla 3 [13].

Tabla 3: Categorizacion del indice de Contaminacién segun la concen-
tracion de fosforo total

Categoria Valor
Oligotrofico <0.01g.m?
Mesotrofico 0.01-0.02 g.m?
Eutrofico 0.02-1gm?
Hipereutréfico >1gm?

Fuente: Ramirez, et al., 1997

Segun la Resolucion 222/02 que establece el padron de
calidad de agua del territorio paraguayo, la concentracion
de fosforo admisible para aguas de clase 2 es de 0,05 mg/L
[14].

Resultados y discusion
ICA Holandés

En la Tabla 4 se detallan los cddigos de color obtenidos
para cada punto de muestreo en cada mes de estudio.

El punto ESM1 y ESM3 presenta en el 73% de los me-
ses analizados contaminacidn incipiente y el punto ESM2
presenta la categorizacion de contaminacion incipiente en
un 55%.

Las variaciones entre las categorias de “‘contaminacion in-
cipiente” y “sin contaminacion” se dan por los cambios en el
valor del parametro de Porcentaje de Saturacion de Oxigeno;
es decir la variacion de este parametro es lo que diferencio las
categorizaciones otorgadas por el método utilizado.

Esta variacion puede atribuirse a la vegetacion acuatica
presente en la zona que aumenta en algunos meses depen-
diendo de la temperatura de ambiente principalmente.

Tabla 4: Categorizacion de ICA basado en el método holandés obte-
nido para los tres puntos de estudio en el periodo noviembre 2017 a
septiembre 2018.

MES ESM1

ESM2

ESM3
nov-17
dic-17
ene-18
feb-18
mar-18
abr-18
may-18
jun-18
jul-18
ago-18
sept-18

Referencias

Contaminacion incipiente
Sin contaminacion

ICOTRO

Las categorias obtenidas en cuanto al indice ICOTRO
en los 3 puntos de estudio en cada mes de estudio se
resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Categorizacién obtenida para el indice ICOTRO basado en
la concentracién de fosforo total en los tres puntos de muestreo de
estudio en el periodo noviembre 2017 a septiembre 2018.

MES ESM1 ESM2 ESM3

nov-17

dic-17

ene-18

feb-18

mar-18

abr-18

may-18

jun-18

jul-18

ago-18

sept-18

Referencia

Eutrofico

Mesotrofico

E1 94% de los periodos y puntos analizados constituyen
la categoria “eutr6fico” en la zona analizada.

Las principales actividades de la zona son los campos
de cultivo y la urbanizacion. Ambas actividades aportan
fosforo por medio de fertilizantes y residuos cloacales.

conclusiones

La sub-cuenca aguas abajo de la cuenca Mboi Caé es
categorizada con “contaminacion incipiente”, esta conta-
minacion se da por la variacion del parametro de oxigeno
disuelto.

Por otra parte dicha sub-cuenca es categorizada como
eutrofica por fosforo, sin embargo los valores se encuen-
tran dentro de lo permisible por la Resolucion 222/02 por
la cual se establece el padron de calidad de aguas en el
territorio paraguayo.
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Resumen

En la investigacién se describe morfolégicamente amebas del género Arcella sp mediante el uso de técnicas de
cultivo, microscopia electronica de barrido (MEB), y morfometria. Para ello, se tomd una muestra de 5ul de estos
microorganismos en un medio de cultivo salino, estandarizado previamente. Al tratarse de una muestra acuosa,
se realiz6 una estandarizacion del método utilizado para observacion a través del MEB utilizando una modalidad
de bajo vacio o fuerza ambiental. En este sentido, las muestras fueron fijada con 5pl de solucion Karnovsky al
2% por 15 min y post-fijada con 5ul de solucién de tetradxido de osmio al 1% por 15 min. Posteriormente, se
tomo una muestra de la mezcla, que se coloco en una rejilla de cobre cubierta previamente con una pelicula de
nitrocelulosa y una pelicula de carbono para mayor resistencia mecanica de la rejilla, la cual se dejo secar en una
estufa a temperatura ambiente por 20 min, una vez colocada la muestra. Finalmente, se observd en un microscopio
electronico de barrido en modalidad de bajo vacio (ESEM) y a partir de las imagenes digitalizadas, se obtuvieron las
dimensiones de las caracteristicas diagndsticas de interés, con la ayuda del programa ImageTool 3.0. Los resultados
obtenidos de este estudio permitieron describir de forma general las caracteristicas diagnoésticas de un grupo de
amebas testadas pertenecientes al género Arcella sp.

Palabras clave: Amebas; Arcella sp; Morfologia; Cultivos; Microscopia electronica de barrido.

Abstract

In the research morphologically, amoebas of the genus Arcella sp are described by the use of culture techniques,
scanning electron microscopy (SEM), and morphometry. For this, a sample of 5ul of these microorganisms was
taken in a saline culture medium, previously standardized. Being an aqueous sample, a standardization of the
method used for observation through the MEB using a low vacuum mode or environmental force. In this regard,
the samples were fixed with 5ul of Karnovsky solution at 2% for 15 min and post-fixed with 5ul of 1% osmium
tetraoxide solution for 15 min. Subsequently, a sample of the mixture was taken, which was placed in a copper
grid previously covered with a nitrocellulose film and coated with a carbon film for greater mechanical strength and
allowed to dry in an oven at room temperature for 20 min, once the sample was placed. Finally, it was observed
in a scanning electron microscope in low vacuum mode (ESEM) and from the digitized images, the dimensions of
the diagnostic characteristics of interest were obtained, with the help of the ImageTool 3.0 program. The results
obtained from this study allowed to describe in a general way the diagnostic characteristics of a group of tested
amoebas belonging to the genus Arcella sp.

Keywords: Amoebas; Arcella sp; Morphology, Cultures; Scanning electron microscopy.

Introduccién papel protagonico en el mantenimiento del flujo de energia

y el ciclaje de nutrientes de estos sistemas [2]. Dentro de este
Las amebas son un grupo amplio y heterogéneo de  grupo, se encuentran las amebas testadas, las cuales presentan

micro eucariotas que se desplazan a través de proyecciones
citoplasmaticas o pseuddpodos [1]. Las mismas habitan en
suelos humedos o ambientes acuaticos, desempeilando un

una teca calcarea que recubre la célula desnuda. Estas pueden
ser encontradas en habitats acuaticos como lagos, lagunas,
rios, cenotes y aguas subterraneas [3], [4], [5], [6]-.
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A nivel morfolégico, estas amebas presentan varias
caracteristicas que pueden ser diagnosticas en la identifica-
cion de este grupo de microorganismos: la teca rigida, que
recubre la membrana de la célula y puede estar constituida
por elementos de diversa naturaleza; el pseudostama, el
cual es una abertura en la region oral de la teca a través de
la cual la ameba interactiia con el medio circundante [7],
entre otras caracteristicas diagndsticas. Estas caracteristicas
son determinantes en la identificacion de estos microor-
ganismos y las mismas pueden variar en forma y tamaio,
lo que favorece la gran diversidad y heterogeneidad de
especies presentes en estos grupos de micro eucariontes
[8].

Ahora bien, desde hace ya varias décadas el estudio de
estos micro eucariotas de vida libre en sistemas naturales
ha tomado auge, ya que se le considera un importante
componente de la biota que mantiene los canales de regu-
lacion de los sistemas naturales, como la transformacion
y descomposicion de la energia, el mantenimiento de
sistemas ecoldgicos y como bioindicadores de procesos
de contaminacion de sistemas acuaticos [9], siendo incluso
utilizados cotidianamente en actividades de la vida diaria
de los humanos, lo que los convierte en un importante
grupo de estudio [10].

Sin embargo, la investigacion y caracterizacion de estos
microorganismos requiere redimensionar el uso de micro
técnicas en funcion de los problemas técnicos y complica-
ciones que se producen en este tipo de investigaciones [11].
En este sentido, la aplicacién de técnicas y métodos que
faciliten el estudio de estos microorganismos de forma efi-
ciente, se hace cada vez mas relevante [12]. Por tal motivo,
a través de esta investigacion, se pretende lograr describir
morfoloégicamente amebas testadas del genero Arcella sp,
a partir del uso de multiples técnicas que se espera que
faciliten y redimensionen su estudio.

Materiales y Métodos

El estudio de microeucariotas de vida libre requiere un
abordaje multidisciplinario, ya que la observacion de los
mismos en ambientes acuaticos o sistemas astaticos natura-
les (entendiendo estos ultimos como pequeiios sistemas de
agua estancadas que permiten el crecimiento de microbiota
asociada a ellos, como por ejemplo heliconias, bromelias,
etc), a través de un microscopio dptico, muchas veces
no llegan a ser suficientes para una buena descripcion,
identificacion y posterior caracterizacion del sistema. En
este sentido, se aplicaron diferentes técnicas, tales como
medios de cultivos, microscopia y morfometria, las cuales
permitieron el estudio de estos microorganismos de forma
eficiente.

Medio de cultivo: Para observar las caracteristicas
morfoldégicas de estos microorganismos, fue necesario
cultivarlos en condiciones de laboratorio. Para ello, se
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tomo una muestra de Sml de agua proveniente de sistemas
astaticos, la cual fue sembrada en un medio de cultivo
salino previamente estandarizado a pH 7 y temperatura
cercana al ambiente (20° C - 26° C).

Posteriormente, se monitore6 la abundancia de mi-
croorganismos colectando 5 pl/medio y observandolo por
técnicas de microscopia, dos veces por semana, durante un
periodo de 4 semanas. Estos datos de abundancia,fueron
reportados en concentracion (organismos/ml).

Técnicas de Microscopia: Una vez alcanzado el punto
de mayor abundancia total de microeucariotas de vida
libre en los medios de cultivos utilizados (el cual fue de
3415 organismos/ml, de los cuales 1126 organismos/ml
correspondian al grupo de los ameboides), se procedid a
realizar su observacion a través de técnicas de microscopia,
las cuales permitieron la descripcion y posteriormente la
identificacion de estos microorganismos. Para esto, se
sigui6 la metodologia planteada previamente por Bracalé
etal. [13].

Microscopia éptica: Para la observacion de microor-
ganismos por microscopia optica (MO), se tomo6 una
muestra de 5ul de medio, los cuales fueron colocados en
un portamuestra de vidrio y observados de forma directa al
microscopio optico (marca Motic — BA310 Series), reali-
zando el conteo de organismos vivos por campo observado,
realizando un barrido total de 100 campos por muestra.
Finalmnete, se realizé un registro fotografico con la camara
principal de un Huawei Ascend Y200 de 3.1 megapixeles.

Microscopia Electronica de Barrido: Para la obser-
vacion de microorganismos de una muestra acuosa por
microscopia electronica de barrido (MEB), se realiz6 una
estandarizacion del método convencional, utilizando una
modalidad de barrido de bajo vacio o fuerza ambiental
(ESEM), para la cual, se tom6 una muestra de Sul del me-
dio de cultivo, la cual fue fijada con 5ul de gluteraldehido
al 2% por 15 min y postfijada con 5ul de tetradxido de
osmio al 1% por 15 min. Una vez fijada y post-fijada la
muestra, se tomaron 5yl de la mezcla y se colocaron en
una rejilla de cobre cubierta previamente con una pelicula
de nitrocelulosa (colodién) y una pelicula de carbono.
Posteriormente, se colocaron las rejillas en una estufa a
temperatura ambiente (25-30° C) por 20 min para que la
muestra se secara y posteriormente colocarla en el micros-
copio electronico.

Finalmente, la muestra fue observada en un Microsco-
pio electronico de barrido (MEB), marca FEI Quanta 250
FEG, en modo de observacion de vacio bajo y se realizé
el registro fotografico de las muestras

Analisis Morfométrico: A partir de las imagenes digi-
talizadas obtenidas previamente con ayuda de la técnica de
microscopia electronica de barrido (MEB), se obtuvieron
las dimensiones de las caracteristicas diagndsticas de
interés de estos microorganismos, como lo son el ancho y
el largo de la circunferencia de la célula y el ancho y largo
de la circunferencia del pseudostoma. La toma de medidas
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fue realizada a través del programa ImageTool 3.0, con
un posterior analisis de los datos a través de un paquete
estadistico convencional.

Resultados y Discusion

Fueron descritos dos grupos de amebas testadas, de las
cuales se plantea una posible identificacion hasta el nivel
de género con ayuda de microscopia Optica, microscopia
electronica de barrido y el uso de material bibliografico
pertinente [8], [14], [15].

El género descrito en este estudio fue Arcella sp., el
cual es un grupo que presenta una teca circular que bordea
al pseudostoma ubicado en la region oral (Figura 1),
ademas de las caracteristicas diagnosticas de cada grupo.
Para el caso particular de las amebas de este estudio, las
tecas observadas fueron de forma circular. No obstante,
se pueden encontrar multiples formas de teca: cilindricas,
ovales, con forma de estrella, circulares, entre otras, las
cuales son caracteristicas de cada grupo.

Con ayuda de la microscopia Optica, se cuantifico una
abundancia promedio de 84(*/-3) organismos/ml a las
cuatro (4) semanas de experimentacion, cuando se repor-
taron los mayores valores de abundancia de la cinética de
crecimiento.

En lo referente a la morfometria, se obtuvo un diametro
celular promedio de 59,07 + 0,88 um. Del mismo modo, se
obtuvo el didmetro promedio del pseudostoma de 20,70 +
0,58 um y, finalmente, se reportaron medidas de la mem-
brana en la depresion del pseudostoma en la que se observo
una red de celdas en formas regulares y geométricas, las
cuales estan conformadas por hexdgonos o pentagonos, con
una dimension de lado promedio de 640 £ 40 nm.

Técnicas de Microscopia

Las amebas testadas del género Arcella sp. fueron
observadas a traves de la técnica de microscopia optica
convencional y por medio de ésta, se pudo describir su
morfologia basica e identificar algunas estructuras que son
diagnosticas en la identificacion de estos microeucariotas,
como lo es su forma (Figura 1.A), la abertura del pseu-
dostoma, la cual consiste en una abertura o boca circular
ubicada en la region oral de la celula, la cual le permite a
la ameba interactuar con su medio externo [7], asi como la
presencia de dos nucleos, como se aprecia en la Figura 1.B.

De igual forma, se apreciaron detalles de la teca, la cual
por lo general, esta compuesta de material secretado por
el mismo microeucariota. Sin embargo, puede presentar
silice, granos de polen, hifas de hongos y otros detritus
organicos presentes en el medio [16].

Para lograr una descripcion y caracterizacion mas
eficiente, se incluye el uso de técnicas de microscopia

de mayor poder de resolucion como lo es la microscopia
electronica.

Figura 1: Fotografias de microscopia Optica de amebas testadas per-
tenecientes al género Arcella sp. A. Ameba testada, que presenta su
abertura del pseudostoma. Se observan multiples puntos en el interior
de la célula, los cuales pueden corresponder con células bacterianas
ingeridas por la ameba como alimento. B. Fotografias de microscopia
oOptica de una ameba testada, la cual presenta su pseudostoma en

la region oral, asi como dos nucleos que se ubican hacia extremos
opuestos de la celula dentro de su citoplasma.

En este sentido, el microscopio electronico de barrido
(MEB) proporciona una profundidad de enfoque notable
confiriéndole a las imagenes del microscopio de barrido
su calidad tridimensional [17], lo cual es ideal para los
estudios de morfo-funcionalidad e identificacion de mi-
croorganismos presentes en micro comunidades, como las
de este estudio.

En este sentido, la observacion de estas amebas testadas
por medio de técnicas de microscopia electronica de barri-
do de bajo vacio, permitio profundizar en detalle aspectos
de la morfologia de estos microeucariotas, como la teca
(Figuras 2 y 3), la abertura del pseudostoma (Figura 2.B
y 3.A), los poros que la bordean y una red de celdas que
recubre el interior del pseudostoma (Figura 3.Ay 3.B).
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Figura 2: Micrografias de microscopia electrénica de amebas testadas
del género Arcella.sp. A. Vista frontal y posterior de dos amebas. En la
cara frontal se aprecia la depresién del pseudostoma (flecha), mientras
que en la cara posterior se aprecia la membrana del ectoplasma.

B. Vista lateral de una ameba del género Arcella, en la que se aprecia
la depresién del pseudostoma (flecha)

En la actualidad, pocos son los estudios que abordan la descripcion,
caracterizacion e identificaciéon de este tipo de microrganismos en
estos sistemas naturales.

Figura 3: Micrografias de microscopia electronica amebas testadas del
género Arcella sp. A. Vista superior de un individuo del género Arcella
en el que se aprecia la depresion del pseudostoma. (Flecha) y la teca
redonda que recubre a la célula B. Acercamiento de la zona oral que
bordea al pseudostoma (flecha). De igual manera, se observa una red
de celdas (estrella) que recubre el pseudostoma y los poros (punta de

flecha) que se encuentran alrededor de la membrana de la abertura oral.
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Es por esto que existe la necesidad de seguir ampliando
los conocmientos en torno a estos microorganismos, ya
que son grupos multidiversos y de elevada importancia
para los ambientes bentdnicos por su papel en los flujos
de energias, las tramas trdficas y la conservacion de estos
sistemas [2]. De igual manera, pueden ser utilizados como
bioindicadores de contaminacion ambiental.

Finalmente, es importante destacar que a partir de los
resultados obtenidos en este estudio, por medio del uso
de las técnicas de microscopia electronica , y el uso de
medidas morfométricas, las cuales fueron comparadas
con referencia bibliografica sobre el tema. Con base a los
resultados obtenidos y a las referencias consultadas, los
ejemplares estudiados pudieran corresponder con Arcella
discoides, sin embargo, se recomienda complementar este
estudio con el uso de técnicas moleculares que permitan
corroborar la identidad taxondmica de estas amebas.

Conclusiones

La observacion de muestras bioldgicas acuosas a través
del microscopio electrénico en modalidad de bajo de bajo
vacio y con la estandarizacion realizada a los métodos
convencionales, resulto ser til en la observacion de estos
microorganismos. No obstante, se recomiendan ensayos
posteriores que permitan mejorar la calidad de observacion
de las mismas.

El estudio de la estructura y morfologia de una comuni-
dad de micro eucariotas de vida libre de un sistema natural
se ve favorecido gracias al uso de multiples técnicas que
permitan abordar los problemas que puedan surgir del
estudio de estos microorganismos, como los medios de
cultivo y las técnicas de microscopia.

El nivel de resolucion aportado por la técnica de
microscopia electronica en la identificacion de caracteris-
ticas morfo-funcionales (diagnosticas), permitié describir
morfoléogicamente amebas testadas, que partiendo de
los resultados obtenidos y la comparacion bibliografica
realizada, se sugiere la clasificacion de Arcella sp para los
microorganismos observados en este estudio. Sin embargo,
se recomienda profundizar con métodos moleculares que
permitan constatar la veracidad de estos resultados.
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Resumen

Los hongos de pudricién blanca, como Trametes villosa BAFC 2755, son 10s Unicos organismos capaces de
degradar eficientemente la lighina debido a que poseen un sistema enzimatico oxidativo. Una de las enzimas mas
importantes en este proceso es la lacasa. Esta es una fenoloxidasa, que posee aplicaciones en varios procesos
biotecnologicos incluyendo la deslignificacién de la pulpa de papel, detoxificacién de quimicos recalcitrantes,
degradacion de compuestos policiclicos aromaticos, biorremediacion de suelos y aguas contaminadas. El presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del pH, la temperatura y el tiempo de incubacion sobre el crecimiento
y el potencial oxidativo de T. villosa BAFC 2755. Para ello se llevaron a cabo ensayos en medio de cultivo ME y se
determind la actividad lacasa. Para complementar el analisis de caracterizd una region del gen que codifica para
una lacasa. Los resultados obtenidos mostraron que las condiciones que mejoraron la produccion de biomasa no
fueron las que soportaron la mayor actividad lacasa. Los maximos niveles de actividad se registraron a 25° C al
dia 14 para pH 5,5 siendo de 200 U/L. El perfil de isoenzimas de lacasa fue afectado por el pH, la temperatura y el
tiempo de cultivo, encontrandose tres isoenzimas de 64 kDa, 123 kDa y 132 kDa. Ademas, se obtuvo una secuencia
nucleotidica de 779 pb de un gen que codifica para lacasa, cuya secuencia proteica mostro identidad de 90% con
secuencias pertenecientes al gen lacasa de otras especies de Trametes sp.

Palabras clave: Trametes Lacasa, Isoenzimas. Biomasa fungica.

Abstract

White rot fungi, such as Trametes villosa BAFC 2755, are the only organisms capable of efficiently degrading lignin
due to their oxidative enzymatic system. One of the most important enzymes in this process is laccase. This is
a phenol oxidase, which has applications in several biotechnological processes including pulp delignification,
detoxification of recalcitrant chemicals, degradation of polycyclic aromatic compounds, bioremediation
of contaminated soils and waters. The objective of this work was to evaluate the effect of pH, temperature
and incubation time on the growth and oxidative potential of T. villosa BAFC 2755, for that were carried out a
quantitative of tests in culture medium ME and activity in lacasa were determinated, to complete the analysis a
gene fragment of this enzyme were characterize. The results obtained showed that the conditions that improved
biomass production were not those that supported the greatest activity laccase. Maximun activity levels (200 U/L),
were recorded after 14 days, at pH 5.5 and 25° C. Lacase’s isoenzyme profile was affected by pH, temperature and
culture time, with three isoenzymes of 64 kDa, 123 kDa and 132 kDa. In addition, a nucleotide sequence of 779
bp was obtained from a gene coding for lacase, whose protein sequence showed 90% identity with sequences
belonging to the lacase gene of other species of Trametes sp.

Keywords: enzymatic activity, fungal biomass, white rot fungus, isoenzymes.

Introduccion que bajo condiciones naturales colonizan fustes vivos o
muertos (Eriksson ef al., 1990). El crecimiento y la fisio-

Entre los microorganismos que degradan eficientemente  logia de los hongos ligninoliticos depende de su capacidad

la lignina se encuentran los hongos de pudricion blanca, intrinseca de crecimiento y de degradacion de la lignina,
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para lo que es necesario un eficiente sistema enzimatico
(Fonseca et al. 2014). Las principales enzimas ligninoliti-
cas son oxidasas (lacasa, E.C 1.10.3.2) y peroxidasas como
lignino peroxidasa (EC 1.11.1.14) y manganeso peroxidasa
(EC 1.11.1.13).

Las lacasas pertenecen a la familia de las multicobre
oxidasas, que usualmente contienen varios atomos de cobre
en su centro catalitico (Thurston, 1994). Debido a la baja
especificidad de sustrato, las lacasas pueden tener varias
aplicaciones biotecnoldgicas incluyendo la deslignificacion
de la pulpa, detoxificacion de quimicos recalcitrantes,
degradacion de compuestos policiclicos aromaticos, bio-
rremediacion de suelos y de aguas contaminadas (Mayer y
Staples, 2002). Una alternativa para superar esta dificultad
es aislar microorganismos con alto potencial biotecnold-
gico y optimizar las condiciones de cultivo tanto para el
desarrollo micelial como para la produccién y secrecion
de lacasas (Narashima et al., 2005). Asimismo, la carac-
terizacion de la estructura génica y la identificacion de las
secuencias reguladoras y cataliticas permiten incursionar
en otras formas de incrementar la produccion de lacasa
a través de la expresion homologa y/o heterdloga de la
misma (Fonseca et al., 2018).

En objetivo del presente trabajo fue analizar el efecto
del pH, la temperatura y el tiempo de incubacion sobre el
crecimiento y el potencial oxidativo de 7 villosa BAFC
2755 mediante ensayos cuantitativos de actividad lacasa
en medio liquido y caracterizar un fragmento génico de
esta enzima.

Materiales y Métodos
Material biolégico

En este estudio se utilizd el hongo de pudricion blanca
T. villosa BAFC 2755 autoctono de la Provincia de
Misiones, proveniente del cepario del Departamento de
Biodiversidad y Biologia Experimental de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos
Aires.

Para el proceso de clonacion molecular se utiliz6 la
cepa de Escherichia coli DH5a.

Efectos del pH, temperatura y dia de cultivo sobre la
biomasa fungica y la actividad lacasa producida

Para la preparacion de tacos fingicos se utilizaron
cultivos primarios en medio de cultivo extracto de malta-
agar (MEA) conteniendo 12,7 g/L de extracto de malta 'y
20 g/L de agar en placas de Petri de 90 mm de diametro,
las cuales se inocularon por puncioén con ansa aguja en el
centro de la placa y los cultivos se incubaron durante 5
dias a 29° C en estufa. Posteriormente los tacos de agar con
micelio se extrajeron a partir de los margenes de la colonia

en crecimiento con la ayuda de un sacabocados de metal,
de 0,5 cm de diametro. Los tacos obtenidos se utilizaron
para la inoculacion de los medios de cultivo liquidos.

Los ensayos en medio de cultivo liquido para el estudio
del efecto de pH, temperatura y dias de cultivo sobre la
produccién de biomasa fiingica y la actividad lacasa pro-
ducida se llevaron a cabo en erlenmeyers de 250 mL. A los
cuales se les adicioné 50 mL de medio compuesto por 12,7
g/L de extracto de malta, 5 mL/L de concentrado soluble
de maiz (ME). El medio de cultivo se ajust6 a pH 3,5; 4,5
y 5,5 con 0,1 N de HCl y 0,1 N de NaOH. Estos medios
se incubaron a 25, 29 y 33° C en estufa en condiciones
estaticas colectando muestras a los 7, 10 y 14 dias.

Determinacion de biomasa flingica

Para determinar la biomasa fungica, se llevaron a
cabo muestras destructivas, para ello el micelio se separd
utilizando filtros de papel con fibra de vidrio (GF/C) y se
seco a 80° C/24 h.

Determinacion de actividad lacasa producida

La determinacion de actividad lacasa se realizd em-
pleando la técnica descripta por Field ez al. (1993) con
2,6-dimetoxifenol (DMP) 5 mM como sustrato en buffer
acetato de sodio 0,1 mM (pH 3,6). La absorbancia se
cuantificé a 469 nm (E,, = 27,5 mM™' cm™) en un espec-
trofotometro Shimadzu UV-3600. La actividad enzimatica
se expreso en unidades enzimaticas (U), donde 1 U es
equivalente a 1 uM/min de producto a 30° C.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La presencia de isoenzimas se determin6 mediante elec-
troforesis no desnaturalizante en geles de poliacrilamida
al 7,5% p/v (ND-PAGE; Laemmli, 1979; Murugesan et
al.,2007; Fonseca et al., 2010). Se sembraron 20 pg de
proteinas totales por carril (cuantificadas por el método
de Bradford). La corrida electroforética se realiz6 a 100
V por 120 min en buffer Tris-Glicina 1,5 M, pH 8,3. Los
geles se fijaron en una solucion conteniendo 40% v/v de
metanol, 10% v/v de acido acético y se revelaron con una
solucion de DMP 5 mM en buffer acetato de sodio 0,1 M
(pH 3,6) durante 10 min para detectar la actividad lacasa
(Murugesan et al., 2007; Fonseca et al., 2010).

El peso molecular se determind mediante electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) utilizado un patrén de masa
molecular pretefiido (Prestained Kaleidoscope SDS-PAGE
standard broad range de BioRad; Laemmli, 1979; Muru-
gesan et al., 2007; Fonseca et al., 2010). Se sembraron 20
ng de proteinas totales por carril. La corrida electroforética
se realizo a 100 V por 120 min en buffer Tris-Glicina 1,5
M, pH 8,3. Para la deteccion de las bandas el gel se tratd
previamente con una solucion de acetato de sodio 50 mM
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y Triton X-100 0,2% v/v durante 30 min para eliminar el
SDS y permitir el replegamiento del dominio catalitico.
Luego se reveld con DMP 5 mM en buffer acetato de sodio
pH 3,6 durante 10 min (Murugesan ef al., 2007; Fonseca
etal., 2010).

Andlisis estadistico

El analisis de la varianza (ANOVA) seguido por el
test de Bonferroni se realizé utilizando GraphPad Prism
version 4.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

Aislamiento de ADN genémico

La extraccion de ADN se realizd a partir de micelio
crecido en medio liquido ME durante 5 dias siguiendo el
protocolo propuesto por Fonseca ef al., 2015.

Amplificacion y purificacion de un fragmento del gen
lacasa

Para la amplificacion de la region del gen que codifica
para lacasa se utilizaron cebadores que hibridan en la
region de union al cobre II: 5"-ACNTTTTGGTAY CA-
YAGYCA-3" (Fonseca et al., 2018) y region de unién al
cobre IV: 5"-TGRAARTCDATRTGRCARTG-3" (Hoshida
et al., 2001). La reaccion de amplificacion se realizoé en un
volumen final de 20 pL, conteniendo 2,5 mM de Cl Mg,
200 uM dNTP’s, 10 pmol de cada cebador, 1 U de Pfu
polimerasa y 30 ng de ADN templado. El ciclado consistio
en una desnaturalizacion a 94° C por 3 min, 35 ciclos de
94° C por 40 s, 50° C por 40 s 'y 72° C por 40 s y una
elongacion final a 72° C por 10 min.

La banda de interés fue recortada a partir del gel de
agarosa y purificada con el kit Wizard SV gel and PCR
Clean-Up System (Promega) siguiendo las instrucciones
del proveedor.

Clonacion y secuenciacion del fragmento del gen lacasa
amplificado

Las células E. colli DH5a. se hicieron competentes con
el método de CaCl, (Sambrook, 1989). Los fragmentos de
interés con extremos romos se procesaron para contener
la A-tailing y se ligaron con el vector pPGEM-T Easy
(Promega) siguiendo las instrucciones del proveedor. Diez
colonias con el inserto se seleccionaron, los plasmidos
se purificaron por lisis alcalina (Sambrook, 1989) y se
secuenciaron (Macrogen-Corea y ArgenINTA).

Andlisis bioinformatico

El analisis in silico de los resultados de la secuenciacion
se llevd a cabo mediante distintas herramientas bioinfor-
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maticas. En primer lugar, todas las secuencias fueron con-
trastadas con las bases de datos del NCBI mediante Blastn
(ww.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). Los tres posibles marcos de
lecturas se obtuvieron con EXPASY TRASLATE (www.
expasy.org) determinandose el correcto con Blastp. Para
detectar los posibles sitios de glicosilacion se empleo la
herramienta disponible en http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetNGlyc-1.0/output.php.

Resultados

Efecto del pH, temperatura y tiempo de incubacién sobre
el crecimiento flingico, la actividad enzimética y el perfil
isoenzimatico de lacasas producidas

A 25° C la mayor biomasa fungica (0,161 £ 0,018 g)
se observo a pH 4,5 a los 14 dias de incubacion. A 29° C
el maximo crecimiento se observoé (0,313 + 0,008 g) a pH
5,5 a los 7 dias de incubacion. Por otro lado, a 33° C los
niveles promedios de biomasa maximos (0,076 + 0,003 g)
se observaron a pH 4,5 y 5,5 a los 10 dias de incubacién
(Figura 1). Respecto a la actividad enzimatica los maximos
niveles se observaron a 25° C, pH 5,5 a los 14 dias (= 200
U/L); a29° C, pH 3,5 alos 10 dias (= 100 U/L); y a 33°
C, pH 3,5 alos 14 dias de incubacion (= 150 U/L; p<0,05,
Figura 1).

El analisis de correlacién mostrd una asociacion positi-
vaa 25° C para pH 3,5 y 4,5 entre la biomasa y la actividad
enzimatica (r=0,99). A 33° C se observo correlacion
positiva a pH 3,5 con un aumento de biomasa asociado al
aumento de actividad enzimatica (r=0,88).

En tanto que, a 29° C no se observo correlacion en
ninguno de los pH analizados.

Respecto al perfil isoenzimatico, se observaron 2 isoen-
zimas a 25 y 33° C cuya presencia varid con el pH y los
dias de cultivo. A 29° C predomin¢ la fraccion enzimatica
de mayor movilidad, mientras que en condiciones de pH
4,5 a 14 dias de incubacion se observo una banda de menor
movilidad (Figura 1).

Para establecer una relacion entre las variables se
realiz6 un analisis de correlacion (Tabla 1). Los resultados
mostraron que el pH, la biomasa y la actividad enzimatica
dependieron del tiempo y temperatura de incubacion.
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Figura 1: Efecto del pH, la temperatura y dias de incubacion sobre la produccion de biomasa (m) y la actividad lacasa (O) de T. villosa BAFC 2755 a

25° C (A), 29° C (B), 33° C (C). Debajo de cada grafico se muestran los respectivos zimogramas. Se sembraron 20 ug de proteinas/pocillo para cada

condicién evaluada, utilizando geles de poliacrilamida no desnaturalizantes (ND-PAGE) al 7,5% p/v los que se revelaron con DMP. Los datos son

representativos de dos experimentos independientes. La biomasa correspondi6 al procesamiento de 50 mL de cultivo.

Tabla 1: Andlisis de correlacién entre las variables Biomasa, pH y AE,
teniendo en cuenta la temperatura y los dias de incubacion.

Para estimar el peso molecular de las diferentes isoenzi-

BIOMASAH AEPH BIOMASAAE mas observadas en los experimentos anteriores, se procedio
TeO |tias)| cc | pvalor | cc | pvalor | cc | pvalor | @ Suseparacion electroforética mediante SDS-PAGE y pos-
7 038 | 04572 | 088 | 00213* | -010 | 08457 terior renaturalizacion y deteccion segun técnica descripta
25 10 0,23 0,65 097 |00014* | 001 | 09806 previamente (Figura 2). Se detectaron tres isoenzimas, de
14 0,06 0,90 078 | 00654 | -057 | 02426 64 kDa, 123 kDa y 132 kDa.
7 0,96 0,0028* -0,15 0,7744 -0,41 0,4250
29 10 0,99 0,0002* -0,89 0,0147* -0,84 0,0363*
14 0,84 0,0380* -0,87 0,0252* -0,99 0,0001*
7 0,32 0,537 0,05 0,9285 0,91 0,0114*
33 10 0,61 0,2012 0,64 0,1699 0,69 0,1268
14 058 | 02252 | -0,87 |00231* | -0,83 | 0,0427*

RECyYT / Afo 21/ N° 32 /2019



96 Monica L. Barchuk et al.; Condiciones de cultivo sobre actividad lacasa de Trametes

Figura 2: Estimacion del peso molecular de isoenzimas lacasa de T.
villosa BAFC 2755 producidas en medio ME a diferente pH, tempera-
tura y dia de incubacion. Se sembraron 20 pg de proteinas/pocillo en
un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 7,5% p/v (SDS-PAGE), las
proteinas se renaturalizaron y posteriormente se revelaron con DMP.
Las flechas indican las isoenzimas. Los datos son representativos de
dos experimentos independientes.

Aislamiento y caracterizacién de un fragmento del gen
lacasa de T. villosa BAFC 2755

Con los cebadores que hibridan sobre la region de
union al cobre II y IV se obtuvo un amplicén que fue
recortado, clonado, purificado y secuenciado. El amplicon
secuenciado de 779 pb (GenBank: JQ844454.1, Figura 3)
mostro6 identidad de 90% con secuencias pertenecientes al
gen lacasa de otras especies de Trametes sp. (p. ¢j. Gen-
Bank AAW28934.1, AOX15704.1). En el analisis in silico
se encontraron tres intrones y cuatro exones, los cuales
codificarian para una proteina parcial de 205 aminoacidos.
No se detectaron sitios de glicosilacion en la secuencia
proteica parcial.

Discusion

Como fue mencionado al analizar las relaciones entre
biomasa y actividad enzimatica producida para 7. villosa

BAFC 2755 unicamente se observo una asociacion positiva
MP T. villosa MP a25°C (pH 3,5y 4,5) y 33° C (pH 3,5) mostrando un
14 14 14 Dia comportamiento similar a los informados previamente en
25 29 33 ToC especies de Pleurotus sp. (Das et al., 1997; Rodriguez, et
45 45 3,5 pH al., 2003). Sin embargo, no se observé un patréon definido
- =~ 198,36 en la mayoria de las condiciones evaluadas, lo que podria
- . 12525 indicar que existe una regulacion diferencial independiente
del crecimiento del micelio con respecto a la actividad

enzimatica.
1 - 88,77 En general en los hongos ligninoliticos la actividad
v. 4 enzimatica se expresa ¢ incrementa bajo concentraciones
limitantes de nutrientes en el medio de cultivo, es decir
durante la idiofase. Una mayor concentracion de biomasa
- w= 37,35 consume rapidamente los nutrientes presentes en el medio
basal y, en condiciones limitantes se activa el metabolismo

secundario donde se expresan las enzimas ligninoliticas
(Eggert et al., 1996; Galhaup et al., 2002). Sin embargo,
la produccion de lacasa fingica asociada con el metabo-
lismo secundario presenta como desventaja la presencia
de grandes cantidades de biomasa fungica que dependen
a su vez de las condiciones del medio de cultivo (Moreira
etal., 1998).

Para T villosa BAFC 2755 bajo las condiciones de
cultivo antes mencionadas, probablemente la produccion
de lacasa no seria regulada por condiciones limitantes de
nutrientes.

También se observo que los mayores niveles de bio-
masa a 29° Cy pH 5,5, y en menor cantidad a pH 4,5, no
aseguraron la maxima actividad de lacasa. Esta falta de
relacion podria deberse a la falta de expresion de lacasa
debido a que diferencias en el pH pueden inducir o no
a que determinadas enzimas se expresen (Mouso ef al.,
2003) y también puede afectar el crecimiento micelial.

La falta de asociacion positiva entre el crecimiento y la
actividad lacasa observada a 25° C pH 5,5 puede deberse
a un aumento de la produccion o a una acumulacion de la
enzima con una vida media larga en estas condiciones. De
modo similar, en Trichoderma viride y T. longibrachiatum
crecidos en medio basal a 30° C y pH 6 con el agregado
de diferentes concentraciones de glucosa, no se encontrd

Ll CACAGTCACCTCTCCACCCAGTACTGTGATGGTCTGCGGGGACCTTTCGTCGTCTATGACCCGRAACGACCCCCACGCCAGCCTCTACGAT
H =} H L s i Q b 5 = D G L R G X F v v ¥ D P N D P H s s L b D

1 BTCEACAATEGTCAGTCTCTCTCGCCAT TTGGTCCTTAGCAGATCGCTARCCCTTGCCAT CAGACGACACCGTICATTACTCTCGCTGACT

v D N D D L3 v T i L s D

 'GGTACCACGTTGCCGCCAAGCTTGGCCCTACCTTCCCGCAAGTCABGCTACTATTLCCCAGAAGTCGAATGCTAACGGTTGTTTATCETA

W - 4 iz § v A &R E L (=} P L F P

T CAGGCCTGEGCTCGGATGCARCCTTGATCARTGGCCTCGEECGCACGTCCGCCACTCCCRAACGCGGACCTGECTGTCATCARAGTCACTARAG

e e B Ot e e g e R e s e S R R st S o AR S D e
CEGGAAGARGTARGCACACTCETGECGTACCTTCTCGGECAAT TGOT CACARGCTATCGTACAGETACCETTTCCECCTGECCTCCCTOT
il T R w4 oA ™ T
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Figura 3: Secuencia parcial nucleotidica y aminoacidica de lacasa de T. villosa BAFC 2755 (JQ844454.1). Se muestra la secuencia de los exones (en
rosa) y los intrones (en verde). La secuencia de cada codon se indica debajo con o sin el subrayado en azul y el aminoacido que codifica en letra

del mismo color.
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correlacion entre el crecimiento y la actividad lacasa
producida (Gochev & Krastanov, 2007). Por otro lado, a
33°CpH4,5y 5,5, las condiciones no favorecieron el cre-
cimiento ni la secrecion enzimatica. Esto podria deberse a
la falta de adaptacion del hongo en estas condiciones con la
consecuente disminucion de la actividad lacasa producida.

Varios reportes demuestran que algunas especies de
Trametes sp. son buenas productoras de lacasa (Nyanhongo
et al., 2002; Rancafio et al., 2003; Baldrian, 2004), mien-
tras que otros trabajos ponen en evidencia la incapacidad
de ciertas especies de Trametes sp. para expresar niveles
significativos de lacasa (Rajendran et al., 2011). Estas
diferencias en la capacidad de produccion de lacasa pueden
ser atribuidas a la variabilidad intra o interespecificas
(Quaratino et al., 2008).

Con respecto al analisis de isoenzimas, muchos autores
han reportado la existencia de isoenzimas de lacasas en
varias especies de hongos de la pudricion blanca con masas
moleculares de 60 kDa a 80 kDa (Salas ef al., 1995; Ko
et al., 2001; Dong & Zhang, 2004; Garcia et al., 2006;
Zhang et al., 2006; Garcia et al., 2007, Lu et al., 2007;
Dantan-Gonzaélez et al., 2008). Giardina et al., (1999) con-
cuerdan en que muchas especies de hongos producen mas
de una isoenzima lacasa segun las condiciones de cultivo
siendo estas importantes para la eficiente colonizacion
del sustrato y que algunas estan asociadas al crecimiento
(Das et al., 1997). En este trabajo se describe la presencia
de tres nuevas isoenzimas para una cepa autoctona de la
provincia de Misiones 7. villosa BAFC 2755. Quedandose
por analizar el papel que desempeiia cada una de estas
isoenzimas en el proceso de maduracion de las hifas y en
la capacidad adaptativa de esta cepa a distintos ambientes
y condiciones.

Por ultimo, las lacasas fungicas poseen secuencias de
unién al cobre altamente conservadas que posibilitan el
diseflo de cebadores degenerados, y con estos cebadores
obtener secuencias génicas de diferentes basidiomicetes
(D"Souza et al., 1996). Basados en este conocimiento, un
fragmento del gen de T villosa BAFC 2755 fue clonado y
secuenciado. Esta secuencia parcial permitira, en trabajos
posteriores, profundizar sobre la regulacion de la expresion
genética de la enzima lacasa codificada-secretada en 7.
villosa BAFC 2755.

conclusiones

El efecto combinado del pH, la temperatura y el tiempo
de incubacion mostroé una marcada influencia sobre el
crecimiento y la actividad lacasa producida por 7. villosa
BAFC 2755. No fue posible establecer una relacion clara
entre los niveles de biomasa y la actividad enzimatica en la
mayoria de las condiciones evaluadas. Las condiciones que
mejoraron la produccion de biomasa no necesariamente
fueron las que soportaron la mayor actividad enzimatica

lacasa. El perfil isoenzimatico de lacasa también se vio
influenciado por el pH, la temperatura y el tiempo de
incubacion, describiéndose hasta tres isoenzimas para la
cepa BAFC 2755 de T villosa. La secuencia nucleotidica
obtenida mostré un 90% de identidad con lacasas de otros
basidiomicetes. Estos resultados sentaran las bases para
futuras investigaciones de la proteina, como asi también
para su aplicacion en diferentes procesos.
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

I. ALCANCE DE LA REVISTA

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

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

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

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

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

Il. PRESENTACION Y REVISION DE ARTiICULOS

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1- Un articulo se considera trabajo cuando representa el resultado y las conclusiones de una investigacién completa. Este tendra categoria de nota
técnica cuando trate de cuestiones como calibraciones, propuestas metodolégicas, opiniones sobre normas, resolucion de problemas operativos, etc.
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IIl. NORMAS DE ELABORACION DE ORIGINALES
Articulos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Las normas reconocidas deberan ser citadas pero no
explicadas.

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

ciones efectuadas a cualquier norma o técnica?.

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

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

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

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

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

Ejemplos orientativos:

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

tion of Wheat Response to Fusarium Head Blight Ba-

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

998.1994.

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

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

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

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

Press, New York. p 1-27.1994.

4. National Agricultural Statistics Service (1997) Crops

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

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

1998).

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

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

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

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

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

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

40) Presentar ademas:

- Un titulo resumido del trabajo, de 9 palabras como

maximo.

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

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

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

(si es argentino) o similar. Correo electronico.

Notas técnicas

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

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

personales y paginas web.
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

I. Scope of the journal

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

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

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

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

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

Il. Submission and review of articles

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

7) The manuscript should be submitted electronically

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

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

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

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

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

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

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

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

IIl. Manuscript writing rules
Articles

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

16) Tables and figures should be inserted within the text

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

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

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

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

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

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

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

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

or Portuguese.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Examples:

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

ation of Wheat Response to Fusarium Head Blight

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

998. 1994.

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

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

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

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

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

4. National Agricultural Statistics Service (1997) Crops

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

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

1998).

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

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

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

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

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

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

40) The authors should also provide:

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

less.

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

Names; degree; postgraduate studies; position in the

place of work; category in the Incentive System for

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

lar; email address.

Technical Notes

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

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

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

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

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

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

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

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

Il. Apresentacao e revisao de artigos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

lll. Normas para a elaboracao de originais
Artigos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Exemplos:

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

of Wheat Response to Fusarium Head Blight Bases on

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

998.1994.

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

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

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

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

Press, New York. p 1-27.1994.

4. National Agricultural Statistics Service (1997) Crops

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

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

1998).

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

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

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

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

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

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

40) Apresentar também:

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

lavras.

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

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

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

(se ¢ argentino) ou semelhante. Correio eletronico.

Notas técnicas

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

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

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

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

Fecha:

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

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

2. Cada autor leyo y aprob¢ el trabajo enviado;

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