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Estimadas y estimados lectores:

En este ntiimero 36 de La Granja, presentamos
con mucho gusto nuestro Niimero Especial en Pro-
ductos Naturales. Se entiende como Producto Natu-
ral a toda biomolécula que tenga un beneficio para
los seres humanos en dmbitos como: el farmacéuti-
co, cosmético, alimenticio-funcional e industrial en
general. La abundancia de Productos Naturales estd
en concordancia con la biodiversidad que pueda te-
ner una regién o pafs, son por ende bienes valiosos
para aquellas naciones que cuentan en su territorio
con estos recursos.

En este ndmero de la revista La Granja quere-
mos dar relevancia a los trabajos en esta tematica.
Tenemos en primer lugar a un trabajo provenien-
te de Panam4, en donde los investigadores Karol
Gutiérrez-Pineda y Misay Herrera describen la fito-
quimica cualitativa de la especie Terminalia Catappa
L. (Almendro de Panama), en varios extractos, dan-
do un primer vistazo a posibles aplicaciones de la
planta. Este estudio se lleva a cabo desde la Funda-
cién Pro-Conservacion de los Primates Panamerios
(FCPP), y la Sociedad Mesoamericana para la Biolo-
gia y la Conservacion de la Naturaleza (SMBC).

Desde Ecuador, en un trabajo interuniversita-
rio Anderson Pazmifio y su equipo de la Univer-
sidad Técnica de Manabf, la Universidad Agraria
del Ecuador y la Escuela Superior Politécnica del
Litoral, trabajan con aceites esenciales de canela y
orégano, incorporados en peliculas biodegradables
para medir su potencial en la inhibicién bacteriana
y proponerlos como aditivos de conservacién en la
industria de los alimentos.

Siguiendo con el formato de misceldnea de nues-
tros articulos, desde el 4rea de la conservacién, in-
vestigadores de la Universidad Antonio Narifio y
la Fundacién Universitaria Agraria de Colombia,
liderados por Olga Lozano Camelo, nos presen-
tan estrategias para la preservacién modificada y la
descripcion de la Fungalisina Batrachochytrium Den-
drobatidis. Desde la temética del desarrollo sosteni-

Editorial
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ble, Miguel Garcia-Parra liderando investigadores
de prestigiosas universidades: la Universidad del
Cauca, la Fundacién Universitaria Juan de Caste-
llanos, Universidad Nacional Abierta y a Distancia
y la Universidad Nacional de Colombia, juntamen-
te con la Universidad de Concepcién de Chile nos
presenta una revision bibliogréafica sobre una de las
tematicas mas actuales: los Objetivos de Desarrollo
Sostenible en la regién de América.

Siguiendo con las tematicas de actualidad, Adén
Ramirez Garcia y su equipo de Universidad Auté-
noma Chapingo, junto con el Instituto Tecnolégico
de Sonora de México y la Escuela Superior Poli-
técnica del Litoral del Ecuador, nos presentan las
capacidades de adaptacién de los cultivos de café y
cacao, ante los posibles escenarios de Cambio Cli-
matico, una de las principales preocupaciones den-
tro del &mbito de la soberania alimentaria. Mientras
que, en el drea de la Hidrologia, Mario Guallpa, Ro-
lando Céleri y Patricio Crespo de la Universidad de
Cuenca y ETAPA del Ecuador, nos muestran el efec-
to del coeficiente tedrico de descarga de vertederos
sobre la medicién de caudales en nuestros rios an-
dinos.

En el 4mbito de la contaminacién ambiental,
contamos con dos contribuciones, la primera se re-
fiere a la efectividad del uso de diatomeas en la
filtraciéon de aguas residuales, un estudio lidera-
do por Cristian Joao Vazquez, desde el Ministerio
de Salud Ptblica en colaboracién con la Universi-
dad Nacional del Chimborazo del Ecuador. La se-
gunda nos muestra los efectos contrastivos de la
contaminacién ambiental en el Distrito Metropoli-
tano del Quito, una investigacién liderada por Da-
niel Cornejo-Vasconez, desde la Universidad de las
Fuerzas Armadas y la Pontificia Universidad Cat6-
lica del Ecuador. Ambos estudios nos ayudan a di-
mensionar los &mbitos en los que la contaminacién
afecta el agua y aire.
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Finalmente, en el drea de las ciencias veterina- la Ciencia de Alimentos, Sixto Reyna y José Arteaga
rias, Teodosio Huanca, desde el Instituto Nacional de la Universidad Técnica de Manabi, nos presen-
de Innovacion Agraria del Perti nos muestra el efec- tan un extenso estudio sobre los riesgos de la conta-
to de factores embriotréficos a diferentes tensiones minacién de la leche y sus derivados. Sin duda, este
de oxigeno in vitro sobre el desarrollo embrionario material serd de utilidad en las investigaciones que
de alpacas en la regién andina. Mientras que, desde se llevan a cabo en la region y en sus comunidades.

Cordialmente,

MsC. Sheila Serrano Vincenti
Universidad Politécnica Salesiana
Editora en jefe

Dr. Ignacio de los Rios Carmedano
Universidad Politécnica de Madrid
Editor en jefe

Dr. Paco Noriega
Universidad Politécnica Salesiana
Editor Invitado/Adjunto
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EXTRACTOS ETANOLICOS DE HOJA, FRUTO VERDE Y MADURO DE
TERMINALIA CATAPPA L. (ALMENDRO) EN PANAMA.

PRELIMINARY PHYTOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE ETHANOLIC
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Resumen

El almendro (Terminalia catappa L.) en Panama es de uso maderable, nutricional, medicinal, entre otros. Se sabe poco
sobre los compuestos secundarios presentes en las diferentes partes de esta especie vegetal. Este trabajo tuvo como
objetivo realizar la caracterizacion fitoquimica de la hoja verde (HN), fruto verde (FV) y maduro (FM) del almendro.
El muestreo se llevé a cabo entre los meses de mayo a junio del 2017. Se colocaron las HN, FV y FM del almendro por
separado en tratamiento de extracciéon directa con etanol al 95% durante un dia. El extracto etandlico fue obtenido
por filtrado de gravedad y concentrado en un rotavapor al vacio (BUCHI Rotavapor” R-210). Se realiz6 un tamizaje
fitoquimico para determinar los tres principales grupos de compuestos secundarios (compuestos fenélicos, compues-
tos nitrogenados y terpenos). También se realiz6 un analisis de Espectroscopia Infrarroja (FTIR) y Espectroscopia
Ultravioleta-Visible (UV) para saber cudles eran los grupos funcionales presentes. Se utilizé Past 4.02 para generar
una grafica de abundancia relativa de los compuestos secundarios presentes, y se aplicé el indice de Whittaker para
evaluar el porcentaje de diferencia en la composicién fitoquimica de las diferentes partes vegetales. Con estos datos se
logré identificar que la caracterizacion fitoquimica semicuantitativa es variable para cada parte, presentando mayor
abundancia de compuestos nitrogenados (alcaloides) y compuestos fendlicos (taninos, flavonoides). No se observé
presencia de glicésidos cardioténicos, ni de gomas y mucilagos. Esta informacién resalta que T. catappa L. es un poten-
cial recurso para la salud, siendo de gran valor etnobotéanico, farmacolégico y para la industria alimenticia en Panama.
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Abstract

The almond tree (Terminalia catappa L.) in Panama is for timber, nutritional, and medicinal use, among others. Little
is known about the secondary compounds present in the different parts of this plant species. This work aimed to
carry out the phytochemical characterization of the green leaf (GL), green fruit (GF) and ripe fruit (RF) of the al-
mond tree. The sampling was carried out between May to June 2017. The GL, GF and RF of the almond tree were
placed separately, in direct extraction treatment with 95% ethanol for one day. The ethanolic extract was obtained
by gravity filtration and concentrated in a vacuum rotary evaporator (BUCHI Rotavapor’™ R-210). Phytochemical
screening was performed to determine the three main groups of secondary compounds (phenolics, nitrogenous and
terpenes). An Infrared Spectroscopy (FTIR) and Ultraviolet-Visible (UV) Spectroscopy analysis were performed to
find out which functional groups were present. Past 4.02 program was used to generate a graph of relative abundance
of the secondary compounds present, and Whittaker index was applied to evaluate the percentage of difference in the
phytochemical composition of the plant’s parts. With these data, it was able to identify if the semi-quantitative phy-
tochemical characterization is variable for each part, with nitrogen compounds (alkaloids) and phenolic compounds
(tannins, flavonoids) presenting greater abundance. No presence of cardiotonic glycosides was found, or gums and
mucilage. This information indicates that T. catappa L. is a potential resource for health, being of great ethnobotanical,
pharmacological value and for the food industry in Panama.

Keywords: Secondary compounds, ethnobotany, bioactive functions, medicinal plant, natural products, Terminalia
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1 Introduccion

Panaméa es uno de los paises con mayor diver-
sidad biolégica a nivel mundial (Olmedo y col,,
2018; Lopez y Mainieri, 2019), con 8 de las 200 eco-
regiones reconocidas alrededor del mundo y con
21 veces mas especies de plantas por km? que Bra-
sil (ANAM, 2010). Alrededor de 10000 especies de
plantas vasculares se han descrito en el pais (Co-
rrea, Mireya y Stapf, 2004), sin embargo, esta lista
ha incrementado en los tltimos afios con reportes
de especies descritas y nuevos rangos de distribu-
cién para Panamad (Flores, Ibanez y Correa, 2016;
Flores, Black e Ibafiez, 2017; Flores y col., 2018; Or-
tiz y col., 2019).

La flora panamefia presenta reservorios de pro-
ductos naturales, siendo de gran valor para la bio-
prospecciéon de nuevos tratamientos terapéuticos
con alto potencial econémico y medicinal (Gupta,
2004; Gupta, 2008; Leija y col., 2014), lo que reafir-
ma la importancia y necesidad de aumentar nuevos
estudios quimicos, biolégicos y toxicolégicos de las
plantas del pais.

Uno de los primeros trabajos sobre etnobota-
nica en Panama fue expuesto por Esposito y col.
(1985), incluyendo las primeras caracterizaciones
fitoquimicas de hojas y tallo en almendro de rio
(Terminalia catappa L.), encontrando la presencia de
taninos. Muhammad y Mudi (2011) y Mena, Po-
li y Almansa (2015) recalcaron la importancia en
usos tradicionales y medicinales (e.g. propiedades
ténico-astringentes), para paises como Costa Rica,
Colombia y otros méas. En Panam4d, los lugarefios
de la provincia de Los Santos reportan su uso como
planta medicinal (Torres y col., 2017). Esta especie
es nativa del sureste de Asia e introducida en Pa-
nama (Correa y col., 2010; Farnum y Murillo, 2015;
Farnum y Yéngiiez, 2015; Jiménez y Espino, 2020).

Se han reportado compuestos secundarios (e.g.
acidos triterpénicos, antinflamatorios) de los ex-
tractos etandlicos de la hoja de T. catappa (Fan
y col., 2004). También se han aislado algunos
glucésidos de flavonas [6-C-(2”-O-galloyl)-b-D-
glucopyranoside] de los extractos etandlicos de
la hoja seca con funciones bioactivas antioxidan-
tes (Lin y col., 2000). Se han reportado funciones
afrodisiacas a la semilla, con presencia de alcaloi-
des, aceites, aminoécidos y péptidos (Ratnasooriya
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y Dharmasiri, 2000). De igual forma, se ha obser-
vado que el extracto de la hoja seca inhibe el cre-
cimiento de Bacillus subtilis, una bacteria del suelo
que puede actuar como biofungicida (Lahlali y col.,
2013), y Staphylococcus aureus, una bacteria de nues-
tro cuerpo que podria causar infecciones si no es
controlada (Lowy, 1998).

De los extractos con cloroformo de las hojas
también se han determinado funciones bioactivas
hepatoprotectoras contra dafios hepéticos agudos
inducidos por tetracloruro de carbono (CCly) y D-
galactosamina, lesién de hepatocitos inducida por
(D-GalN). Esta funcién activa se relaciona con la
presencia de triterpenos (Gao y col., 2004). Investi-
gadores han llegado a establecer que el estudio de
las diferentes partes de T. catappa L. es de suma
importancia para la bioprospeccién y creacién de
posibles farmacos contra enfermedades desenten-
didas (Muhammad y Mudi, 2011; Chanda y col.,
2013; Jiménez y Rebolledo, 2015; Calderén, Torres
y Pretel, 2013).

Debido a que existen muy pocos estudios reali-
zados en Panamd con T. catappa L. y tras analizar el
potencial de esta especie para futuros estudios enfo-
cados en la bioprospeccién de compuestos secunda-
rios bioactivos, el objetivo de esta investigacion es
realizar la primera caracterizacion preliminar de los
extractos etandlicos de las hojas nuevas, fruto verde
y maduro en T. cattappa L. de PanamA.

2 Materiales y Métodos

2.1 Area de colecta

Se colectaron las partes vegetales de T. catappa
en la comunidad de Bella Vista, corregimiento
de Limones, Punta Burica, Panama (8° 2'7.15"N,
82°53/22.38”0) (Figura 1). Este corregimiento se-
para la costa Pacifica de Panamd con Costa Rica.
La poblacién humana que habita en esta drea ha
fragmentado los bosques para realizar actividades
socioeconémicas, como pastizales para ganaderia y
monocultivo de palma aceitera (Miranda, 2013). El
drea posee un clima tropical himedo, con una pre-
cipitacién anual de 4247,8 mm y una temperatura
media anual de 26,4-27°C. La vegetacién original
dominante en la regién segtin Holdridge es el Bos-
que Hamedo Tropical (Miranda, 2013).
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Figura 1. Area de colecta de 7. catappa L.

2.2 Colecta y Preparacion del Material Ve-
getal

Las muestras fueron recolectadas en época de tran-
sicién seca a lluviosa (mayo-junio, 2017). Se colecta-
ron hojas nuevas (HN), que estaban mds cercana a
la base del cogollo y son de color verde, y se diferen-
cian de las secas porque cambian de rojo-naranja a
chocolate. También se recolectaron muestras de fru-
tos verdes (FV) y de frutos maduros (FM). El FV
es de color verde y el FM es de color amarillo, y
se logran diferenciar cualitativamente (Figura 2).
Las diferentes partes vegetales fueron debidamente
prensadas y llevadas al Herbario de la Universidad

de Auténoma de Chiriqui (UNACHI), donde pos-
teriormente fueron identificadas por especialistas
botanicos.

Se realiz6 un tratamiento directo de las HN, FV
y FM del almendro, el cual consistié en poner ca-
da una de las partes por separado en etanol al 95%
durante un difa. El extracto etandlico de estas par-
tes se obtuvo mediante un filtrado por gravedad.
Se colocé un papel filtro en un embudo para sepa-
rar la parte solida de la liquida. Luego este extrac-
to se concentré en un rotavapor al vacio (BUCHI
Rotavapor’™ R-210) para posteriores andlisis (Hos-
tettmann y col., 2008).

Figura 2. Tlustracion fotogréfica de las partes vegetales del almendro (7. catappa L.) A. Fruto maduro, B. Fruto verde, C. Hoja
nueva y fruto verde.
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2.3 Caracterizacion fitoquimica

Se realizaron diferentes pruebas cualitativas y se-
micuantitativas para determinar los tres grandes
grupos de compuestos secundarios (compuestos fe-
nolicos, compuestos nitrogenados y terpenos). Las
sefales cualitativas se identificaron por la apari-
cién de precipitados, cambio de color y formacién
de espuma al momento de agregar el reactivo co-
rrespondiente al tipo de metabolito que se buscaba
caracterizar. Las semicuantitativas fueron evalua-
das de la siguiente manera: ausencia (-), presencia
leve (+), presencia media (++), presencia abundante
(+++), de acuerdo con la intensidad de las sefiales
cualitativas anteriormente mencionadas. Se reali-
zaron triplicados por cada prueba, con muestras
control del reactivo y del extracto, evitando falsos
positivos relacionados.

Los compuestos nitrogenados (alcaloides) fue-
ron caracterizados con Draguendorff, Mayer, Wag-
ner y Hager. Cada subgrupo de terpenos fue carac-
terizado con el reactivo correspondiente, Terpenoi-
des con Rosenthaler, Fitoesteroles con Liebermann-
Buchard y Triterpenos con Salkowski. Se utilizé
Cloruro Férrico al 5% (FeCl3) en la identificacion
de taninos; los flavonoides se caracterizaron con
H,SO4 concentrado y NaOH al 5%. Para la iden-
tificaciéon de saponinas, se preparé una solucién
acuosa de los extractos y se agitaron, y la formacién
de espuma es indicativo de su presencia. La iden-
tificacion de los glicésidos cardioténicos se realizé
con la prueba Legal. Para la identificacién de gomas
y mucilagos se disolvié un par de mL del extracto
en 2,5 mL de agua destilada, por dltimo, se le agre-
g6 5 mL de alcohol al 95% con agitacién constante
(Albuquerque, 2000; Hostettmann y col., 2008).

Se realizé un anadlisis de Espectroscopia Infrarro-
ja (FTIR) y Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV)
al extracto crudo de cada una de las partes para
saber cudles eran los grupos funcionales presen-
tes y se concuerda con las estructuras base de los
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compuestos detectados por tamizaje (Hostettmann
y col., 2008).

2.4 Analisis de datos

Se utiliz6 el programa Past 4.02 para realizar una
gréfica de abundancia relativa de los compuestos
secundarios presentes en cada uno de los extractos
de las partes vegetales estudiadas. Se aplicé el indi-
ce de Whittaker para evaluar el porcentaje de dife-
rencia en la composicién fitoquimica en las diferen-
tes partes vegetales. Este andlisis se valord con res-
pecto a la presencia (1) y ausencia (0) de los grupos
de compuestos secundarios (Whittaker, 1960).

3 Resultados y Discusion

Este estudio expande la informacién fitoquimica
preliminar de T. catappa L. en Panam4, a partir de la
caracterizacién fitoquimica cualitativa de las dife-
rentes partes de T. catappa L. Se logré identificar los
tres grandes grupos de compuestos secundarios de
la planta, presentando similitudes en la composi-
cién de compuestos secundarios. La caracterizacién
semicuantitativa o abundancia de estos compues-
tos es variable para cada parte, sobresaliendo con
mayor abundancia los compuestos nitrogenados
(alcaloides) y compuestos fendlicos (taninos, flavo-
noides).

Se detect6 la presencia s6lo de terpenoides, pero
en muy baja abundancia, y ausencia de fitoesteroles.
Tampoco hubo presencia de glicésidos cardioténi-
cos, ni de gomas y mucilagos (Tabla 1, Figura 3). Es-
ta caracterizacién preliminar coincide con otros re-
portes. La abundante presencia de compuestos fe-
noélicos o dcidos polifendlicos es una caracteristica
particular de las hojas de esta planta (Tanaka, No-
naka y Nishioka, 1986), como por ejemplo el acido
gdlico, el cual se considera como uno de los mayo-
ritarios (Marrero y Morales, 2016).
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Tabla 1. Caracterizacidn cualitativa y semicuantitativa de las diferentes partes de T. catappa L.

Compuestos secundarios Hojanueva Fruto Maduro Fruto verde

Alcaloides +++ + +
Fitoesteroles - - -
Terpenoides + + -

Taninos +++ + ++

Flavonoides + ++ ++
Carbohidratos + +++ +
Saponinas +++ +++ -
Gomas y Mucilagos - - -
Glicésidos cardioténicos - - +

Leyenda: ausencia (-), presencia leve (+), presencia media (++), presencia abun-

dante (+++).

Las sefiales de FTIR para el extracto del FV de
almendro (T. catappa L.) fueron de compuestos aro-
maticos (1770-2010 cm~!), OH de compuestos fe-
nélicos (1066 cm™!) y C=0-C de éteres arométicos
(1229 cm™!), lo que indica una posible presencia de
los grupos de acidos polifendlicos, taninos gélicos,
saponinas y flavonoides. En el caso de las HN, es-
tas muestran tensiones de C-H (2946 cm™!) y C=H
(1662 cm™!), que podrian ser posibles indicadores
de cadenas de terpenoides o fitoesteroles. De igual
forma, FM y FV presentan sefiales armoénicas, indi-

cativos de compuestos arométicos (1770-2010 cm™!)
en conjunto con sefiales de OH, indicativo de posi-
bles compuestos fendlicos.

En la espectroscopia UV de los extractos de las
HN y FV del almendro (T. catappa L.) se obtuvie-
ron picos de 255nm, 294nm, 377nm, los cuales son
representativos de compuestos arométicos, nitroge-
nados, en este caso podrian ser taninos, alcaloides y
flavonoides; a longitudes de onda a 666 y 662 nm, se
encuentran las saponinas por sus complejas estruc-
turas esqueléticas.

401 Hoja Nueva

Fruto Maduro

35
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Boow
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L 1
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e
1
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Glicosidos
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Figura 3. Abundancia relativa con respecto a la caracterizacién semicuantitativa de los compuestos secundarios.

Las investigaciones confirman que la abundan-
cia de compuestos polifendlicos estd relacionada
con funciones bioactivas, como por ejemplo anti-
oxidantes de gran interés a nivel farmacogndstico
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de los estudios que prueba la posible efectividad de
los compuestos fendlicos (Punicalagina) como anti-
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oxidantes es el presentado por Chen y col. (2000),
donde la Punicalagina suprime la generacién de ra-
dicales libres intracelulares inducidos por bleomici-
na, identificados como superdxidos y peréxidos de
hidrégeno, evitando la genotoxicidad. También se
ha reportado que punicalagina y punicalina tienen
actividad antihepatotéxica sobre la toxicidad indu-
cida por el acetaminofén (Paracetamol) en higado
de ratas (Lin y col., 2001).

El indice de Whittaker mostré sélo un 23,53 % de
diferencia entre las partes de las plantas. La HN con
el FM present6 los mismos grupos de compuestos

secundarios. El FV con respecto a la HN y el FM
presenté 27,27 % de diferencia en la composicién
fitoquimica. El fruto verde presenté cinco grupos
de compuestos secundarios, abarcando compues-
tos nitrogenados (alcaloides) y compuestos fendli-
cos (taninos y flavonoides). No se obtuvo presencia
de terpenoides. En FM se logr¢ la identificacién de
seis grupos pertenecientes a los tres grandes grupos
principales. El FV present6 glicésidos cardioténicos
con mayor abundancia de taninos; sin embargo, el
fruto maduro presento terpenoides, con alta abun-
dancia de carbohidratos y baja de taninos.
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Figura 4. FTIR de las diferentes partes vegetales de T catappa L. A. Hoja nueva; B. Fruto maduro; C. Fruto verde.
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Las variaciones en el fruto son comunes en los
procesos de maduracién, donde se produce ma-
yor contenido de carbohidratos o azucares; también
ocurre el aumento en la produccién de compuestos
volétiles o aromaticos (terpenoides) y la disminu-
cién de otros, en este caso taninos (Arrieta, Baquero
y Barrera, 2006). La presencia de flavonoides tam-
bién es importante pues son los que dan el color
a las partes vegetales y son un indicativo de ma-
duraciéon. En el caso del fruto del almendro, este
disminuye el color verde (clorofila) y aumenta el
color amarillo, asociado a un tipo de flavonoide
(antocianina) (Ronald, 2011).

Estas variaciones coinciden con lo reportado an-
teriormente, donde se observa un aumento consi-
derable de carbohidratos en el estado maduro, sien-
do uno de los compuestos predominantes, seguido
de terpenoides y compuestos fendlicos (Ratnasoori-
ya y Dharmasiri, 2000; Santos, Lorenzo y Lannes,
2016). Estos valores de carbohidratos han demos-
trado que la fruta del almendro tiene un alto valor
energético; de igual forma, se ha reportado que su-
ministran sustancias bdasicas para el crecimiento y
mantenimiento de las funciones corporales (Lima,
2012). En el presente esta asociado a la presencia de
saponinas. Por eso han sido utilizados en diversos
productos como materia prima en el enriquecimien-
to de formulaciones existentes en la industria ali-
mentaria (Nagappay col., 2003; Lima, 2012; Chanda
y col., 2013).

4 Conclusiones

En este estudi6é se logré la primera base sobre la
composicion fitoquimica de los extractos etandlicos
de las hojas verdes, frutos verdes y maduros de T.
catappa L. en Panama. La caracterizacién semicuan-
titativa o abundancia de los compuestos fitoquimi-
cos es variable para cada parte, y se observ6 con
mayor abundancia los compuestos nitrogenados
(alcaloides) y compuestos fendlicos (taninos, flavo-
noides). Se detectd baja abundancia de terpenoides
y ausencia de fitoesteroles, glicésidos cardioténicos,
gomas y mucilagos.

Tomando en consideracién la composicién fito-
quimica de T. catappa L. reportada en otros estudios
y su similitud con lo encontrado en este trabajo, se
puede considerar como un potencial recurso para la
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salud, siendo de gran valor etnoboténico, farmaco-
légico y para la industria alimenticia en Panama.
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Resumen

La evaluacion de peliculas biodegradables activas de 4cido polilactico (PLA) incorporado de aceites esenciales para
inhibir la adhesién microbiana se realizé mediante un disefio exploratorio fraccionario 2‘\5,_ ! combinando los factores,
cantidad de plastificante PEG 400 (10 y 20%), cantidad de aceite esencial de canela (0,5 y 1%), cantidad de aceite
esencial de orégano (0,5 y 1%), concentracién en unidades formadoras de colonias (UFC) de Salmonella spp. (103 y 10*
UFC mL~!) y concentracién de Staphylococcus aureus (10° y 10* UFC mL~"). Los resultados del ensayo de inhibicién a
la adhesiéon microbiana mostraron que el porcentaje maximo de inhibicién alcanzé el 73,82 £ 0,35 %, correspondiente
al experimento 7 (bce), el cual contiene 10 % PEG 400, 1% aceite esencial de canela, 1% aceite esencial de orégano, 10°
UFC mL~! de concentracién de Salmonella spp. y 10* UFC mL~! de concentracién de Staphylococcus aureus. El analisis
estadistico determiné que existe evidencia significativa (valor p = 0,0283) que indica que la concentracién de Staphy-
lococcus aureus influye en el porcentaje de inhibicién a la adhesién microbiana; asi como también, que la interaccién
del aceite esencial de canela-Salmonella spp. tiene poca evidencia significativa (valor p = 0,0711) que influye en el
porcentaje de inhibicién. Los resultados de inhibicién estdn en funcién del tipo de bacteria, siendo mayor para las
Gram positivas. Los resultados de inhibicién superiores al 60 % tienen como factor comtn la concentracién mas alta
de Staphylococcus aureus. Por lo tanto, las peliculas biodegradables activas de PLA con mayor porcentaje de inhibicién
pueden usarse potencialmente en la industria alimentaria como mecanismo de barrera para evitar contaminacién bac-
teriana.

Palabras clave: Biopolimero, alimento, barrera, patégenos.
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Evaluacion de peliculas biodegradables activas de PLA incorporada de aceites esenciales para
inhibir adhesion microbiana.

Abstract

An evaluation of incorporated polylactic acid (PLA) active biodegradable films of essential oils to inhibit microbial
adhesion was performed using a 23! fractional exploratory design, combining the factors, amount of PEG 400 plasti-
cizer (10 and 20 %), amount of cinnamon essential oil (0.5 % and 1 %), amount of oregano essential oil (0.5 % and 1 %),
Salmonella spp. concentration (103 CFU mL~! and 10* CFU mL~"') and Staphylococcus aureus concentration (10° CFU
mL~! and 10* CFU mL~"). The results of microbial adhesion inhibition test showed that the maximum inhibition per-
centage reached 73.82 £ 0.35% corresponding to experiment 7 (bce), which contains 10 % of PEG 400, 1% of cinnamon
essential oil, 1% of oregano essential oil, 10> CFU mL~! of Salmonella spp. concentration, 10* CFU mL~! of Staphylococ-
cus aureus concentration. Statistical analysis determined that there is strong significant evidence (p — value = 0.0283)
that Staphylococcus aureus concentration influences the inhibition percentage to microbial adhesion; as well as that the
cinnamon essential oil- Salmonella spp. interaction has little significant evidence (p — value = 0.0711) that influences
the inhibition percentage. Inhibition results greater than 60 % have the highest concentration of Staphylococcus aureus
as a common factor. PLA active biodegradable films with a higher inhibition percentage can potentially be used in the
food industry as a barrier mechanism to avoid bacterial contamination.

Keywords: Biopolymer, food, barrier, infectious agent.
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Pazmiiio, A., Campuzano, A., Marin, K., Coronel, J. y Salazar, R.

1 Introduccion

La extensién en el uso de envases biodegradables
para reemplazar las poliolefinas de baja tasa de de-
gradabilidad es uno de los desafios centrales de la
industria de alimentos, al igual que los esfuerzos
orientados a reducir el nimero de personas afecta-
das por enfermedades transmitidas por alimentos,
mediante el incentivo en la aplicacién de biocontro-
les y demds mecanismos de barrera que garanticen
seguridad alimentaria a los consumidores (Tauxe
y col., 2010; Jahid y Ha, 2012), en especial en alimen-
tos minimamente procesados o frescos, tomando en
cuenta que, por ejemplo, en los ultimos afios los
brotes de enfermedades producidas por Salmonella
spp. han sido vinculados a la contaminacién de pe-
pinos, papaya frescas, melén y pifia cortados, pollo,
huevos, atin crudo, carne de res molida, carne de
pavo molida, y muchos otros alimentos (Centers for
Disease Control and Prevention, 2020).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), es-
tima que las enfermedades de transmisién alimen-
taria afectan a una de cada diez personas a nivel
mundial, y ocasionan 420 000 muertes al afio, sien-
do los principales agentes etiolégicos, Norovirus,
E. coli, Campylobacter spp., y Salmonella no tifoidea
(WHO, 2016). Los Centros de Control y Prevencién
de Enfermedades estiman que cada afio, solamen-
te en Estados Unidos, 48 millones de personas son
afectadas por enfermedades transmitidas por ali-
mentos, de las cuales 128.000 son hospitalizadas
y 3.000 mueren (Centers for Disease Control and
Prevention, 2019). Del total de afectados, 9,4 mi-
llones personas (20%) se enferman a causa de 31
patégenos conocidos transmitidos por los alimen-
tos, y 38,4 millones (80 %) son afectados por agentes
no especificados que estan en los alimentos y cuya
sintomatologia comienza con gastroenteritis aguda.
Las cifras estimadas indican que las enfermedades
transmitidas por alimentos son causadas por virus
(59 %), bacterias (39 %) y parasitos (2%). Los pat6-
genos que causan la mayoria de las enfermedades
son el Norovirus (58 %), Salmonella spp. (11 %), Clos-
tridium perfringens (10%), Campylobacter spp. (9 %),
y Staphylococcus aureus (3%). Del total de hospitali-
zaciones estimadas, el 64 % son causadas por bacte-
rias, siendo el 35% debido a Salmonella spp. y 15%
a Campylobacter spp. Del total de muertes estimada,
el 64% es causado por bacterias, de las cuales el
28% corresponde a Salmonella spp., 19 % Listeria mo-
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nocytogenes, y 6% Campylobacter spp. (Scallan y col.,
2011).

El uso de aceites esenciales es una opcién para
mejorar las propiedades de las peliculas o envases
biodegradables, otorgando propiedades antibacte-
rianas contra patégenos que producen enfermeda-
des alimentarias (Calo y col., 2015). Entre estos acei-
tes esenciales estan el aceite de orégano (Origanum
vulgare) y el aceite esencial de canela (Cinnamomum
zeylanicum), ambos categorizados GRAS (General-
mente reconocido como seguro) por la Agencia de
Drogas y Alimentos (FDA) (FDA, 2020)

El aceite esencial de canela es considerado ttil
para la preservacién de los alimentos por sus pro-
piedades antioxidantes, antifingicas y antibacte-
rianas. Estas propiedades son consecuencia de su
contenido de Cinamaldehido (94,65% - 65%), D-
Limoneno (3,55%) y Eugenol (1,8%) (Burt, 2004;
Cardoso-Ugarte, Lopez-Malo y Sosa-Morales, 2016;
Echegoyen y Nerin, 2015). Estudios sobre el meca-
nismo de accién y concentraciones minimas inhi-
bitorias contra Yersinia enterolitica (0,075 mg mL™"),
Listeria monocytogenes (2,5 mg mL™"), Bacillus cereus
(2,5 mg mL™'), Escherichia coli (5 mg mL™"), Salmo-
nella enterica serovar Typhimurium (5 mg mL™') y
Staphylococcus aureus (5 mg mL~!), han determinado
que la liberacién de iones de potasio intracelular, la
reduccién de la actividad metabdlica y de replica-
cién fueron secuelas de la accién del aceite esencial
(Duan y Zhao, 2009; Silveira y col., 2012).

El aceite esencial de orégano posee un alto po-
der antioxidante y antimicrobiano que favorece la
preservacion de la calidad quimica, sensorial, nu-
tricional y microbiolégica de los alimentos, debido
al efecto de sus principales componentes, Carvacrol
(0.5-88,7 %), Timol (3,1-82%), 1,8-Cineol (0,1-14%),
p-Cimeno (2,7-28,0%) (Franz y Novak, 2009; Ven-
tura y col., 2011; Teixeira y col., 2013; Rostro-Alanis
y col.,, 2019). Las bacterias Gram-negativas, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae Salmonella en-
terica serovar Typhimurium, Salmonella choleraesuis, y
las bacterias Gram-positivas, S. aureus, Listeria mo-
nocytogenes y B. cereus, han sido utilizadas para eva-
luar la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de orégano y sus principios activos, y de ellas sélo
Pseudomonas aeruginosa ha mostrado una alta re-
sistencia (Albado Plaus, Saez Flores y Grabiel Atau-
cusi, 2001; Oussalah y col., 2007; Emiroglu y col.,
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2010; Sung y col., 2013; Calo y col., 2015). Este ac-
cionar bactericida se debe a sus principios activos
que aumentan la permeabilidad de la membrana ci-
toplasmética de los microorganismos, causando la
muerte celular (Lambert y col., 2001; Rhayour y col.,
2003; Sung y col., 2013; Calo y col., 2015).

Ye y col. (2013) demostrado un buen efecto an-
tibacteriano sinérgico de Cinamaldehido y Carva-
crol, especialmente contra E. coli y S. aureus; de esta
manera, el uso de aceites esenciales que contengan
estos compuestos puede originar el desarrollo de
biopolimeros de gran actividad bactericida para la
preservacion de alimentos.

El cuanto al desarrollo de peliculas biodegrada-
bles, el biopolimero semicristalino dcido polilécti-
co (PLA), por sus caracteristicas de transparencia,
inocuidad, biodegradabilidad y facilidad de proce-
sado se presenta como un polimero idéneo para el
envasado alimentario (Jamshidian y col., 2010; La-
lanne y col., 2011; Burgos, Martino y Jiménez, 2013;
Blanot, 2017; Salazar, Domenek y Ducruet, 2014;
Ruellan y col., 2015).

Biopeliculas de PLA con aceites esenciales (ber-
gamota, limoncillo, romero, clavo, mirto, tomillo,
canela, ajo, y orégano) han sido elaboradas con re-
sultados positivos tanto en el aspecto reolégico,
térmico, antioxidante y antibacterial (Ahmed, Hi-
remath y Jacob, 2016; Qin y col,, 2017; Yahyaoui
y col., 2016; Anuar y col., 2017; Scaffaro y col., 2018;
Zeid y col., 2019), logrando biopeliculas con adecua-
da transparencia, menos rigidas y flexibles, menos
permeables al vapor de agua y oxigeno, sin afectar
significativamente el perfil de degradacién térmi-
ca del PLA, y con actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

Sin embargo, la evaluacién de la incorporacién
de estos aceites esenciales ha sido en forma inde-
pendiente, por lo que es necesario establecer posi-
bles combinaciones de aceites esenciales en biopo-
limeros para obtener mejores efectos de barrera y
de control contra microorganismos patoégenos que
desarrollan biopeliculas sobre diferentes superficies
y que provocan enfermedades alimentarias, consi-
derando posibles efectos positivos en la sinergia de
los aceites esenciales empleados y las interacciones
entre éstos y los demas componentes del polimero
(Calo y col., 2015).
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Ante la necesidad mundial de producir envases
biodegradables y debido a que los microorganismos
patégenos usan a los alimentos y empaques como
transporte para afectar a la salud de los consumido-
res, este estudio tiene como objetivo evaluar la ac-
tividad antimicrobiana de peliculas biodegradables
activas de PLA incorporadas con aceites esenciales
de orégano y canela.

2 Materiales y Métodos

El 4cido polilactico (PLA-Ingeo’™ Biopolymer
2003D) fue adquirido en Nature Works®Co. LLC
(Estados Unidos). El plastificante polietilenglicol
(PEG 400) y el solvente cloroformo fueron adqui-
ridos en Loba Chemie Pvt. Ltd (India). El etanol
absoluto fue obtenido en Sigma-Aldrich (Estados
Unidos).

Los aceites esenciales de orégano (Origanum vul-
gare) y canela (Cinnamomum zeylanicum) fueron ad-
quiridos en Nowfoods (Bloomingdale, IL, Estados
Unidos), fueron 100% puros, y se obtuvieron por
el método de destilaciéon por vapor. De acuerdo a
las especificaciones técnicas, el aceite esencial de
orégano (gravedad especifica: 0,937-0,955 g mL™!
a 20°C; indice de refraccion: 1,498-1,521 nD; 75%
Carvacrol) fue extraido de hierba de flores secas,
y el aceite esencial de canela (gravedad especifi-
ca: 1,010-1,030 g mL~! a 20°C; indice de refraccién:
1,573-1,591 nD; 60% Cinamaldehido) fue extraido
de la corteza interior seca de la planta.

Lo medios de cultivos y reactivos para las prue-
bas microbioldgicas fueron adquiridos en Difco (Es-
tados Unidos). Las bacterias patégenas utilizadas
en esta investigacion, Staphylococcus aureus (ATCC
25923) y Samonella spp. (ATCC 14028) fueron obte-
nidas del banco de cepas del Centro de Investigacio-
nes Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE, Ecuador).

2.1 Determinacion de solubilidad de los
componentes con PLA

La solubilidad del PLA con el cloroformo, PEG 400,
Carvacrol (componente principal del aceite esencial
de orégano) y Cinamaldehido (componente princi-
pal del aceite esencial de canela) fue determinada de
acuerdo a lo descrito por Ruellan y col. (2015). La
Ecuacién 1 y Ecuacién 2 son usadas para determi-
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nar la distancia A3 del compuesto con PLA y el dife-
rencial de energfa relativa (RED), respectivamente.
Los pardmetros de solubilidad de Hansen necesa-
rios para aplicar las ecuaciones fueron consultados
en el manual de usuario descrito por Hansen (2007).
Donde, 64, 8, y 8, son los componentes de los para-
metros de solubilidad.

Distancia(A8) = ((84 comp — 94 pra)’

+(8dp comp — 8P PLA)2 + (8h comp — 6h PLA)2)075 (1

Distancia

RED =
Radio

2

2.2 Concentracion minima inhibitoria de
los aceites esenciales

La concentracién minima inhibitoria (CMI) de cada
aceite esencial fue determinada por la metodologia
descrita por Pazmifio, Campuzano y Marin (2020),
en donde se determiné la CMI mediante ensayo de
microdilucién en caldo nutritivo y suplementado
con agar nutritivo de concentracién 0,15% (p/v); la
cantidad de 50 de este caldo fue distribuida desde
el segundo al doceavo pocillo en cada fila de una
placa de microtitulacién de polipropileno de 96 po-
cillos (HDM Cia. Ltda, Ecuador).

Se prepar6 una dilucién al 4% de cada aceite
esencial con agar bacteriolégico y caldo nutritivo.

En forma independiente, de cada dilucién prepara-
da se vertieron 100 al primer pocillo de cada fila de
la placa de microtitulacién; y luego se transfirieron
50 en dilucién escalar desde el segundo al onceavo
pocillo, obteniendo asi una cantidad de aceite esen-
cial entre 2% (v/v) y 0,0019% (v/v) desde el primer
pocillo hasta el onceavo pocillo. Al doceavo poci-
llo no se le agregd el aceite esencial y se conside-
ré6 como control de crecimiento. Luego, se adicio-
nados 50 de suspensién de Salmonella spp. de con-
centraciéon 10°- 107 unidades formadoras de colo-
nias (UFC mL™!) en cada pocillo, excepto al onceavo
pocillo, que fue considerado como blanco. El ensa-
yo se hizo por triplicado, y el mismo procedimiento
fue realizado con S. aureus (10°- 107 UFC mL™"). La
placa se incub6 a 37°C durante 18 h.

2.3 Diseiio del experimento

Para evaluar la inhibicién a la adhesién microbiana
en la pelicula plastica fueron considerados los fac-
tores: cantidad de PEG 400 (A), cantidad de aceite
esencial de canela (B), cantidad de aceite esencial de
orégano (C), concentracion de Salmonella spp. (D) y
concentracién de S. aureus (E), y cada factor se eva-
lu6 en dos niveles (Tabla 1). Para el efecto, un di-
sefio exploratorio fraccionario 23! con una relacién
generadora E = ABCD y en dos bloques (AB=CDE)
(Tabla 2) fue programado y analizado en RStudio
Version 0.99.486. Dieciséis experimentos fueron rea-
lizados, cada uno con su réplica.

Tabla 1. Niveles de cada factor a evaluar en el disefio experimental.

Factor Nivel bajo  Nivel alto
(-1 @
Cantidad de PEG 400 (%) 10 20
Cantidad de aceite esencial de canela (%) 0,5 1
Cantidad de aceite esencial de orégano (%) 0,5 1
Concentracién de Salmonella spp. (UFC mL™") 103 104
Concentracién de Staphylococcus aureus (UFC mL™1) 103 10*

2.4 Elaboracion de peliculas biodegrada-
bles activas a base de PLA y aceites
esenciales

Los pellets de PLA se secaron a 40°C por 48 ho-
ras, de tal forma que la humedad antes del pro-
cesamiento fue de 0,29 % medido en una termoba-
lanza (KERN, Alemania, Mod MLB50-3). El méto-
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do de vaciado en placa fue ejecutado con la meto-
dologia descrita por Pazmifio, Campuzano y Ma-
rin (2020). La cantidad de 0,45 g de PLA y PEG 400
(10 0 20% con respecto al PLA) se disolvieron en 10
mL de cloroformo. Después de disolver a tempera-
tura ambiente la resina en la solucién, se afiadieron
los aceites esenciales en la cantidad correspondien-
te (0,5% o0 1% con respecto al PLA) agitando por
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pocos minutos hasta disolverlos. A continuacién, la
solucién se verti6 en cajas Petri, agregando 5£0,5
g de solucién en cada una de ella, y finalmente se
dejo por 24 h a temperatura ambiente dentro de la
camara de extraccién para que el solvente se evapo-
re. También se elaboraron peliculas sin adicién de
aceites esenciales (peliculas control). Las peliculas
obtenidas tuvieron espesor entre 27 a 30 pm, medi-
do por un micrémetro (Qualitest, Estados Unidos,
Mod MRG-25).

2.5 Porcentaje de inhibiciéon a la adhesion
de microorganismos en las peliculas
biodegradables activas

El porcentaje de inhibicién a la adhesiéon microbia-
na fue realizado modificando el método aplicado
por Coronel-Leén y col. (2016). Conforme al disefio
experimental, 1 mL de cada concentracién de mi-
croorganismo (10 o 10* UFC mL™!) fue inoculado
en la pelicula plastica, con una incubacién a 37°C
por 24 horas. Culminado el periodo de incubacion,
cada pelicula fue lavada con 1 mL de agua destila-
da dos veces para eliminar los residuos. Se afiadié

cdmara de extraccion por 24 horas para evaporar el
alcohol. La pelicula se cort6é en un rectdngulo (8,75
cm?), para colocarlo en un portaobjeto en donde se
agreg6 el reactivo cristal violeta (500 ) dejandolo
por un minuto. Luego, se enjuagd con agua desti-
lada para eliminar el exceso del reactivo. Una vez
secado con papel toalla, se corté en 8 pedazos para
introducirlos en un tubo de ensayo, afiadiéndole 2
mL de etanol absoluto. Posteriormente, se deposi-
taron 200 de cada solucién en los pocillos del mi-
croplato de 96 pocillos para medir la concentracién
del reactivo por el espectro de absorcién UV-Vis en
el equipo Synergy™ HTX Multi-Mode Micropla-
te Reader (BioTek Instruments, Winooski, Estados
Unidos) con una absorbancia de 595 nm a 24,8°C.

El porcentaje de inhibicién a la adhesién micro-
biana (%) se calculé con la Ecuacién 3. Donde, A,
representa la absorbancia de la solucién en el poci-
llo correspondiente a la pelicula plastica conforme
al disefio experimental, y Ag representa la absorban-
cia de la solucién de la pelicula control (ausencia de
aceite esencial). El experimento se realiz6 por tripli-

cado, y los resultados se presentan como un prome-
dio.

1 mL de etanol absoluto, colocando las placas en la % = [1—(A:/Ap)] x 100 3)
Tabla 2. Disefio exploratorio fraccionario 2)~! con una relacién generadora E = ABCD en dos bloques (AB = CDE).
Experimento Factores AB Totales Bloques

A B C D E
1 -1 -1 -1 -1 1 1 e 1
2 M -1 -1 -1 -1 -1 a 2
3 -1 1 -1 -1 -1 -1 b 2
4 1 1 -1 -1 1 1 abe 1
5 -1 -1 1 -1 -1 1 c 1
6 1 -1 1 -1 1 -1 ace 2
7 -1 1 -1 1 -1 bece 2
8 1 1 I -1 -1 1 abc 1
9 -1 -1 -1 1 -1 1 d 1
10 1 -1 -1 1 1 -1 ade 2
11 -1 1 -1 1 1 -1 bde 2
12 1 1 -1 1 -1 1 abd 1
13 -1 -1 1 1 1 1 cde 1
14 1 -1 1 1 -1 -1 acd 2
15 -1 1 1 1 -1 -1 bed 2
16 1 1 1 1 1 1 abcde 1
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3 Resultados y Discusion

3.1 Solubilidad de los componentes con el
PLA

Los valores obtenidos con las ecuaciones 1 y 2 se
encuentran en la Tabla 3. Bajo el criterio que dis-
tancias menores a 5 (J em )" indican una mejor
solubilidad del compuesto con el polimero, se pue-

de establecer que los compuestos tienen una buena
solubilidad con el PLA, especialmente el Cinamal-
dehido del aceite esencial de canela. El valor RED
cercano a cero indica una mejor compatibilidad de
los compuestos con el polimero, y un valor mayor
a 1 indica una no miscibilidad del compuesto con
el polimero; de acuerdo a los resultados, todos los
compuestos son completamente miscibles.

Tabla 3. Resultados de distancia y valor RED del Carvacrol, Cinamaldehido, PEG 400 y cloroformo, con relacién al PLA.

Parametros de solubilidad de Hansen (J cm )%  Distancia RED*
Compuesto od Ap Ah Ad
PLA“ 18,60 9,90 6,00 — —
PEG400¢ 17,90 4,20 14,20 10,01 0,94
Carvacrol” 19,00 4,50 10,80 7,24 0,68
Cloroformo? 17,80 3,10 5,70 6,85 0,64
Cinamaldehido® 19,40 12,40 6,20 2,63 0,25

*Radio de PLA = 10,7 (Ruellan y col., 2015).

a: (Ruellan y col., 2015); b: (Hansen, 2007), valores del carvacrol como isémero del timol.

3.2 Concentracion minima inhibitoria del
aceite esencial

Los resultados muestran que ambos aceites esencia-
les inhiben a las bacterias Gram positiva S. aureus
y Gram negativa Salmonella spp. (Tabla 4). La CMI
0,016% (v/v) del aceite esencial de orégano para
Salmonella spp. es mas baja que la CMI del aceite
esencial de canela para esta misma bacteria; mien-
tras que la CMI de ambos aceites esenciales contra
S. aureus es igual, siendo ésta 0,031 % (v/v).

La CMI de aceite esencial de orégano para Sal-
monella spp. es mds baja en comparacién con los
resultados de Oussalah y col. (2007), donde la CMI
para Salmonella enterica serovar Typhimurium fue de
0,05% (v/v) , y también comparada con los resul-
tados de Pesavento y col. (2015), donde las CMI
encontradas para Salmonella enteritidis y S. enterica
serovar Typhimurium fue de 0,125%(v/v). Los resul-
tados de la CMI de aceite esencial de orégano para
S. aureus se encuentran dentro del rango de valo-
res reportados por Nostro (2007), donde la CMI del
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aceite esencial de orégano sobre varias cepas de es-
te microorganismo estuvieron entre 0,015-0,062%
(v/v) y en ciertas cepas hasta 0,125% (v/v).

La CMI de aceite esencial de canela para Salmo-
nella spp.y S. aureus es mds alta a la encontrada por
Sheng y Zhu (2014), donde la CMI del aceite esen-
cial de canela extraido de la variedad Cinnamomum
cassia fue 0,025% (v/v) tanto para S. enterica sero-
var Typhimurium como S. aureus. Los resultado de
CMI del aceite esencial de orégano y del aceite esen-
cial de canela, expresados en mg mL~! en la Tabla
4 y que fueron obtenidos en este trabajo de inves-
tigacién son mds elevados en comparacién con los
resultados encontrados en otras investigaciones, en
donde la CMI del aceite esencial de orégano osci-
lan entre 0,16-0,2 mg mL~! para Salmonella spp. y
0,4-09 mg mL~! para S. aureus, y la CMI del aceite
esencial de canela oscila entre 0,2-0,5 mg mL~! tan-
to para Salmonella spp. como para S. aureus (Chang,
Chen y Chang, 2001; Becerril, Nerin y Gémez-Lus,
2012; Boskovicy col., 2015; Martucci y col., 2015; Cui
y col., 2019).
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Tabla 4. Concentracién minima inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales de canela y orégano para Salmonella spp. y Staphylo-
coccus aureus.

Aceite Principio CMI Salmonella spp.  CMI Staphylococcus aureus
esencial activo (%) ((v/v) mgmL™" (%) (vIv) mg mL~T
Canela Cinamaldehido 63 64,26 31 31,62
Orégano Carvacrol 16 15,14 31 29,33

Los datos descritos anteriormente demuestran
la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
de orégano y canela. El Carvacrol del aceite esencial
de orégano dafia la pared y membrana celular, y au-
menta la permeabilidad, provocando la lisis celular
(Lambert y col., 2001; Rhayour y col., 2003; Lv y col.,
2011; Cui y col., 2019). El Cinamaldehido del aceite
esencial de canela presenta diferentes mecanismos
de accién por si solo o en sinergia con el Carvacrol,
con la capacidad de colapsar la estructura de la en-
voltura bacteriana, asi como interrumpir procesos
metabdlicos como la generacién de la energia ce-
lular, formacién material citoplasmaético y divisién
celular (Kwon, Yu y Park, 2003; Burt, 2004; Becerril
y col., 2007; Bouhdid y col., 2009; Ye y col., 2013;
Calo y col., 2015).

3.3 Porcentaje de inhibiciéon a la adhesion
de microorganismos en las peliculas
biodegradables activas

Los resultados de los porcentajes de inhibicién a la
adhesién microbiana en las peliculas biodegrada-
bles activas se detallan en la Tabla 5. Los resultados
obtenidos mostraron que el porcentaje maximo de
inhibicién alcanz6 el 73,82 40,35 % correspondien-
te al experimento 7 (bce) del disefio experimental,
y existe una diferencia significativa con los demds
resultados, excepto con 13 (cde). El experimento
7(bce) comprendi6é 10% de cantidad de PEG 400,
1% de aceite esencial de canela, 1% de aceite esen-
cial de orégano, 10* UFC mL~! de concentracién de
Salmonella spp., 10* UFC mL~! de concentracion de
S. aureus. Este porcentaje de inhibicién a la adhe-
sién es superior al reportado en estudios realizados
con Lichenysin (4000 mL~') en S. aureus (68,73 %)
(Coronel-Leén y col., 2016), y con Rhamnolipidos
(1%) en S. aureus (67,7 %), y no fue significativa en
Salmonella enteritidis (Do Valle Gomes y Nitschke,
2012).
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El porcentaje de inhibicién logrado en el expe-
rimento 7 (ecb), revela la gran afinidad entre los
radicales de los principios activos de los aceites
esenciales, especialmente del aceite esencial de oré-
gano, y las membranas celulares de bacterias Gram-
positivas, provocando alteraciones estructurales y
pérdida de viabilidad celular (Bouhdid y col., 2009;
Lv y col., 2011). De esta forma, cuanto mayor sea la
concentraciéon de este tipo de microorganismos en
una superficie, mayor serd el porcentaje de inhibi-
cion.

Estudios de evaluaciones in vitro o sobre matri-
ces alimentarias (especialmente productos carnicos)
de PLA y otros biopolimeros (alginato, proteina de
soya) con aceite esencial de orégano y aceite esen-
cial de canela, ambos empleados al 1% en forma in-
dependiente, demostraron buenos resultados en el
control microbiolégico de bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas (Oussalah y col., 2006; Emiroglu
y col,, 2010; Anuar y col.,, 2017); sin embargo, en
estos estudios no se especifica el porcentaje de inhi-
bicién para establecer comparaciones mads precisas,
porque en ellos se emple6 medidas de halos de in-
hibicién.

Los resultados también sefialan que los expe-
rimentos 4 (abe), 10 (ade), 12 (abd), y 13 (cde),
muestran inhibiciones a la adhesién microbiana
de 60,73+0,39%, 66,11 £1,55%, 66,34+0,53%, y
67,73+0,66 %, respectivamente; mostrando ademads
que el factor comidn entre ellos y el experimento
7(bce) es la concentracién de S. aureus (10* UFC
mL~"), excepto en el experimento 12 (abd). Entre
7 (bce) y 13 (cde) no hay diferencias significativas,
y entre los componentes difieren en la cantidad de
aceite esencial de canela y la concentracién de Sal-
monella spp., teniendo 13 (cde) la cantidad de aceite
esencial de canela més baja y la concentraciéon de
Salmonella spp. mas alta que en 7(bce). Sin embargo,
como se expone mds adelante, cuando la cantidad
de aceite esencial de canela es baja y la concentra-
cién de Salmonella spp. es mads alta, los resultados
del porcentaje de inhibicién a la adhesién micro-
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biana son tan elevados como cuando se usa aceite
esencial de canela al 1%. Esta situacién contribuye

a que no haya diferencia significativa entre 7(bce) y
13 (cde).

Tabla 5. Porcentajes de inhibicién a la adhesién microbiana de las peliculas biodegradables activas.

Aceite esencial  Aceite esencial Staphylococcus Inhibicion a
Experimento PE(% ‘;00 de canela de orégano ch?;og i’lilz_slp)p' aureus la adhesion
’ (%) (%) (UFCmL™')  microbiana( %)
1(e) 10 0,5 0.5 103 10% 55,04 +1,524
2 (a) 20 0,5 0.5 103 103 31,46 +2,96¢
3 (b) 10 1 0.5 103 103 54,71 +£0,554
4 (abe) 20 1 0.5 10° 10* 60,73 +0,395¢
5(c) 10 0,5 1 103 103 43,49+ 0,834
6 (ace) 20 0,5 1 103 10* 48,04+ 1,964
7 (bee) 10 1 1 103 10* 73,82+0,35%
8 (abc) 20 1 1 103 103 47,2442 404
9 (d) 10 0,5 0.5 104 103 58,21 +1,34¢
10 (ade) 20 0,5 0.5 104 10* 66,11+1,55°
11 (bde) 10 1 0.5 104 10* 59,83 +1,565¢
12 (abd) 20 1 0.5 10* 103 66,3440,53°
13 (cde) 10 0,5 1 104 104 67,73 +0,66%P
14 (acd) 20 0,5 1 10* 103 42,93 40,494
15 (bed) 10 1 1 104 103 51,461,954
16 (abcde) 20 1 1 10* 10* 49,60 +2,07¢

Los valores de porcentaje de inhibicién de la adhesion microbiana son medias &= DE.
Los valores seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).

Con los datos del experimento correspondiente
al disefio 2!, con dos bloques de ocho observacio-
nes, y de acuerdo a lo especificado por la resolucién
V, se realiz6 un modelo que inclufa los efectos prin-
cipales y las interacciones de dos vias, excepto la
interaccion PEG 400 -aceite esencial de canela (AB),
por estar confundida con los bloques. De acuerdo
con los resultados obtenidos de este modelo ini-
cial, se eliminé la interaccion PEG 400 -S. aureus
(valor p > 0,1). De esta misma manera se procedi6
con los modelos siguientes, en donde paulatina-
mente fueron elimindndose las interacciones PEG
400 -aceite esencial de orégano, PEG 400 -Salmonella
spp., aceite esencial de canela-aceite esencial de oré-
gano, aceite esencial de canela -S. aureus, Salmonella
spp. -S. aureus, aceite esencial de orégano -S. au-
reus, y aceite esencial de orégano -Salmonella spp.,
porque estas interacciones tampoco fueron estadis-
ticamente significativas. Después de la supresion de
las interacciones antes mencionadas, los resultados
del modelo aplicado se muestran en la Tabla 6.

Existe evidencia significativa (valor p = 0,0283)
de que el factor de concentracién de S. aureus in-
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fluye en el porcentaje de inhibicién a la adhesién
microbiana (Figura 1) con un valor de efecto de
10,63% entre la media del porcentaje de inhibi-
cién, cuando la concentracion de S. aureus es ba-
ja (49,48%), y la media del porcentaje de inhibi-
cién cuando la concentraciéon de S. aureus es alta
(60,11%). De alli que los porcentajes de inhibicién
a la adhesién microbiana mayores al 60 % tienen co-
mo factor comun la mayor concentracién de S. au-
reus.

70
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40

Inhibicidn a la adhesidn (%)

30

T T
A 1
Niveles de Staphylococcus aureus

Figura 1. Porcentaje de inhibicién a la adhesion a diferentes
concentraciones de Staphylococcus aureus.
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La interaccién de aceite esencial de canela -
Salmonella spp. tiene poca evidencia significativa
(valor p = 0,0711) que influye en el porcentaje de

inhibicién. En los otros factores e interacciones no
hay evidencia estadistica significativa de su influen-
cia en los resultados de inhibicién.

Tabla 6. Efectos principales e interacciones de dos vias con su correspondiente valor de efecto y valor p.

Factor o interaccion Efecto Valor p
PEG 400 -6,48 0,1422
Aceite esencial de canela 6,34 0,1498
Aceite esencial de orégano -3,51 0,4029
Salmonella spp. 5,96 0,1727
Staphylococcus aureus 10,63 0,0283
Aceite esencial de canela-Salmonella spp.  -8,28 0,0711

En el gréfico de interacciéon del aceite esencial
de canela -Salmonella spp. (Figura 2), cuando la can-
tidad de aceite esencial de canela es menor y la
concentraciéon de Salmonella spp. es menor, la me-
dia del porcentaje de inhibiciéon a la adhesién es
44,51 %; y cuando la cantidad del aceite esencial de
canela es mayor y la concentracién de Salmonella
spp. sigue siendo menor, la media del porcentaje de
inhibicién es 59,12 %; cuando la cantidad de aceite
esencial de canela es la més baja y la concentracién
de Salmonella spp. es la mds alta, la media del por-
centaje de inhibicién a la adhesién es de 58,74 %; y
cuando la cantidad del aceite esencial de canela es
la mayor y la concentracién de Salmonella spp. sigue
siendo alta, la media del porcentaje de inhibicién es
de 56,81 %.

De esta forma, el mayor efecto se observa en la
cantidad de aceite esencial de canela de 0,5% con
un aumento del porcentaje de inhibicién de 14,24 %,
cuando la concentracién de Salmonella spp. pasa de
nivel bajo (10> UFC mL™!) a nivel alto (10* UFC
mL~!); mientras que existe una reduccién del por-
centaje de inhibicién 2,32 % en la concentracién de
aceite de canela de 1% y cuando cambia la concen-
tracion de Salmonella spp. Cuando la concentracién
de aceite esencial de canela pasa de 0,5% a 1%, sien-
do la concentracién de Salmonella spp. baja, el por-
centaje de inhibicién aumenta en 14,62 %, mientras
que con una concentracién de Salmonella spp. alta, el
porcentaje de inhibicién se reduce en 1,94 %, lo que
podria manifestar una tendencia a la disminucién
en el porcentaje de inhibicién a concentraciones ma-
yores de Salmonella spp.

50 55

Inhibicidn a la adhesion (%)
45

Salmonella spp
---- -1
1

Niveles de aceite esencial de canela

Figura 2. Interaccién aceite esencial de canela -Salmonella spp.

LA GRANIJA: Revista de Ciencias de la Vida 36(2) 2022:18-31.
©2022, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.

27



Edicion Especial/ Special Issue
PRODUCTOS NATURALES

Pazmiiio, A., Campuzano, A., Marin, K., Coronel, J. y Salazar, R.

También se puede evidenciar que el mayor
porcentaje de inhibicién a la adhesién microbia-
na 59,12% se produce cuando el aceite esencial de
canela estd al 1% y la concentracién de Salmonella es
10° UFC mL™!; y el menor porcentaje de inhibicién
44,51 % ocurre cuando el aceite esencial de canela
estd al 0,5% a la misma concentracion de Salmone-
lla spp. Entonces, la Figura 2 indica que el aceite
esencial de canela al 1% tiene mayor efectividad en
la inhibicién para las distintas concentraciones de
Salmonella spp., tipo de microorganismo que en este
estudio representa a las bacteria Gram-negativas.

Los resultados de la interaccién aceite esencial
de canela -Salmonella spp. demuestran que el aceite
esencial de orégano es menos efectivo contra bacte-
rias Gram-negativas porque tiene una menor afini-
dad con la membrana celular de una fina capa de
peptidoglicano, abriendo la accién del aceite esen-
cial de canela y su principio activo sobre este tipo
de bacterias (Becerril y col., 2007), los mismos que
metabodlicamente son més dificiles de combatir por
la envoltura externa que desarrollan como mecanis-
mo de proteccion (Cabrera, Gémez y Zufiiga, 2007).

4 Conclusiones

Se obtuvieron peliculas activas biodegrables de
PLA con incorporacién de aceites esenciales de oré-
gano y canela, y se pudo verificar una buena so-
lubilidad entre los componentes. El porcentaje de
inhibicién a la adhesién microbiana sobre las pe-
liculas biodegradables activas estd en funcién del
modelo representativo de bacteria Gram-positiva
para este trabajo de investigacion. El andlisis esta-
distico determiné que existe evidencia significativa
que indica que la concentracién de S. aureus influye
en el porcentaje de inhibicién a la adhesién micro-
biana. De esta forma, las inhibiciones superiores al
60 % tienen como factor comdn la mayor concentra-
cién de S. aureus.

Ademads, la cantidad de aceite esencial de canela
al 1% tiene mayor efectividad en la inhibicién pa-
ra las distintas concentraciones de Salmonella spp., a
pesar de registrar una leve disminucién en la inhibi-
cién al pasar de la menor a la mayor concentracién
de Salmonella spp.

Las peliculas biodegradables activas de PLA con
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mayor porcentaje de inhibicién a la adhesién micro-
biana potencialmente pueden ser utilizadas en la in-
dustria de alimentos, como una alternativa ecol6gi-
ca para aumentar mecanismos de barrera adiciona-
les para evitar la contaminacién con Salmonella spp.
y S. aureus, y reducir el ntimero de personas infecta-
das por estos microorganismos.
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Resumen

Batrachochytrium dendrobatidis es un hongo patégeno que causa quitridiomicosis, una afeccién cutanea que resulta en
la reduccion de las poblaciones de anuros en todo el mundo, debido a las fungalisinas, su factor de virulencia mas
importante. Los mapas de B. dendrobatidis (http:/ /www.bd-maps.net/) contienen la informacién sobre los aislamien-
tos relacionados con B. dendrobatidis. Una alternativa disponible para la reconstitucién de cepas de B. dendrobatidis es
a partir de células criopreservadas, los métodos para esto se basan en el protocolo de la Organizacién Mundial de
Sanidad Animal (OIE). Recientemente, gran parte del interés en la investigacién de B. dendrobatidis se ha centrado
en la secuenciacién de su ADN, se encuentran disponibles los genomas de B. dendrobatidis JAMS81 y B. dendrobatidis
JEL423. OBJETIVO. Evaluar una forma modificada del protocolo de la OIE para la criopreservacién de cepas de B.
dendrobatidis y el analisis in silico de su fungalisina. Se modificé el protocolo de la OIE utilizando la cepa de B. dendroba-
tidis EV001, enfocado en los items de concentraciones de criopreservantes, antibiéticos y recuperacién, desde —80°C,
y evaluacién de viabilidad microscdpica en agar hidrolizado con triptona y gelatina. Ademads se utilizé Bioinforma-
tica para la determinacién de caracteristicas bioquimicas de la fungalisina de la cepa de B. dendrobatidis JAMS1. El
protocolo modificado de la OIE resulté 1til para la recuperacién de la viabilidad de la cepa B. dendrobatidis EV001. La
caracterizacién de la fungalisina de B. dendrobatidis JAM81 mostré un peso molecular de 85 kDa, punto isoeléctrico de
8,33 y estructura terciaria caracteristica que indicé que la proteina es una metaloproteinasa, tiene un dominio PepSY
para la inhibicién de proteasas, y un dominio catalitico asociado a destruccién de barreras proteicas.

Palabras clave: Batrachochytrium dendrobatidis, anura, patégeno, zoospora, criopreservacion, fungalisina.
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Preservacion modificada y descripcion de la fungalisina para Batrachochytrium dendrobatidis

Abstract

Batrachochytrium dendrobatidis is a pathogenic fungus causing chytridiomycosis, a cutaneous affection resulting in re-
duction on Anura populations around the world, because of fungalysins, the most important virulence factor. The B.
dendrobatidis maps (http://www.bd-maps.net/) is the dataset of information about the B. dendrobatidis -related iso-
lates. An alternative available for reconstitution of B. dendrobatidis strains from cryopreserved cells include methods
relying on the World Organization for Animal Health (OIE) protocol. Most recently, much of the interest in the B. den-
drobatidis research has focused on its DNA sequencing, especially B. dendrobatidis JAM81 and B. dendrobatidis JEL423
genomes. OBJECTIVE. To evaluate a modified form from OIE protocol for B. dendrobatidis strain criopreservation,
and in silico analysis of B. dendrobatidis fungalysin. OIE protocol was modified using B. dendrobatidis EV001, focused
on cryopreservant concentrations, antibiotics and recovering to —80°C, and microscopic viability evaluation on Try-
ptone Gelatin hydrolyzed agar. Besides, Bioinformatics was used for the determination of biochemical characteristics
from a B. dendrobatidis JAMS1 fungalysin. Modified OIE protocol was useful by viability, recovering B. dendrobatidis
EV001 strain. The characterization of B. dendrobatidis JAMS81 fungalysin showed a molecular weight of 85 kDa, iso-
electric point of 8.33, and tertiary structure among others. This indicated that the protein is a metalloproteinase, it has
a PepSY domain for protease inhibition, and a catalytic domain that destroy protein barriers.
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Forma sugerida de citar: Lozano Camelo, O., Rojas Arias, A., Avila Méndez, K. y Lopez-Pazos, S. (2022). Preser-
vacién modificada y descripcién de la fungalisina para Batrachochytrium dendrobatidis.
La Granja: Revista de Ciencias de la Vida. Vol. 36(2):32-44. http://doi.org/10.17163/
1gr.n36.2022.03

IDs Orcid:

Olga Cristina Lozano Camelo: https://orcid.org/0000-0001-6563-2365
Adriana Carolina Rojas Arias: https://orcid.org/0000-0001-5428-7754
Kelly Johanna Avila Méndez: https:/ /orcid.org/0000-0002-7155-2924

Silvio Alejandro Lépez-Pazos: https:/ /orcid.org/0000-0002-3682-4162

LA GRANIJA: Revista de Ciencias de la Vida 36(2) 2022:32-44.

©2022, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador. 3


http://www.bd-maps.net/
http://doi.org/10.17163/lgr.n36.2022.03
http://doi.org/10.17163/lgr.n36.2022.03
https://orcid.org/0000-0001-6563-2365
https://orcid.org/0000-0001-5428-7754
https://orcid.org/0000-0002-7155-2924
https://orcid.org/0000-0002-3682-4162

Articulo cientifico/Scientific paper
CONSERVACION

Lozano Camelo, O., Rojas Arias, A., Avila Méndez, K. y Lopez-Pazos, S.

1 Introduccion

Existen varias causas de reduccién de la poblacién
de anfibios, entre ellas el consumo comercial; las
especies introducidas, el uso de Ia tierra, los conta-
minantes, el cambio climaético, y los patégenos. Hay
mads de 4.000 especies relacionadas con los anura-
nos; adicionalmente, las dreas tropicales de América
tienen una alta diversidad de anuranos (32 % estan
en Sudamérica). Por ejemplo, la regién de Cali (Co-
lombia) tiene un alto indice de diversidad anurana
(35 especies), el area de Pichincha (Ecuador) tiene
una alta riqueza de especies anuranas (20 especies),
y la regién de Bolivar (Venezuela) report6 26 espe-
cies (Duellman, 1988). Colombia tiene una riqueza
de especies anuranas (Flechas y col., 2017; Lynch,
Ruiz-Carranza y Ardila-Robayo, 1997), pero hay
mas de 50 especies amenazadas (Fisher y Garner,
2020; Sluijs y col., 2017; Rueda-Almonacid, Lynch
y Amézquita, 2004). Las enfermedades infecciosas
son uno de los factores que afectan el estado de los
anuranos, y entre ellas se encuentra la quitridiomi-
cosis, una enfermedad causada por el hongo Batra-
chochytrium dendrobatidis, que tiene efectos dafiinos
en ranas y sapos en todo el pais. B. dendrobatidis tie-
ne afinidad con la dermis queratinizada (Lindauer
y col., 2019; Green, Gray y Miller, 2010; Vredenburg
y col.,, 2010; Berger y col., 1998) y parece afectar a
los anuranos de acuerdo con las especies, la sintesis
de alcaloides, o la relacién entre la piel y la tempe-
ratura ambiental. B. dendrobatidis aumenta durante
el periodo de lluvia, pues los ecosistemas de agua
estimulan la presencia de patégenos en el hospe-
dador (Richmond y col., 2009); por ejemplo, se ha
reportado la enfermedad en un total de seis dreas
en Colombia: Amazonas, Boyacd, Cauca, Cundi-
namarca, Narifio y Valle del Cauca, que tienen un
clima tropical con poca variacién de temperatura y
alta humedad (Flechas y col., 2017; Vasquez-Ochoa
y col., 2012; Veldsquez y col., 2008).

B. dendrobatidis consta de dos etapas: una etapa
de zoospora que es movil y flagelada, y que inicia la
colonizacién en la piel de la rana. Una vez dentro de
un huésped, la zoospora puede desarrollar un tejido
que se convierte en un zoosporangio (o esporangio),
que contiene la siguiente generacién de esporas, re-
novando el ciclo. El zoosporangio prematuro estd
presente en las células viables que causan hiperque-
ratosis y alteracién del equilibrio hidrico-electrolito,
y el zoosporangio maduro predomina en los estra-
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tos queratinizados exteriores. Los tubos de descarga
se encuentran en la superficie de la piel de la rana,
liberando zoosporas en el medio ambiente (Rosen-
blum y col., 2010). El genoma de B. dendrobatidis
tiene una alta tasa de cambio en los linajes, promo-
viendo una evolucién patégena: la NPH (la nueva
hipétesis del patégeno) que se basa en un mode-
lo de propagacién invasor en nuevos ecosistemas
o huéspedes, y LA EPH (la hipétesis del patégeno
endémico), que se centra en la enfermedad causa-
da por B. dendrobatidis como consecuencia de una
alteracion entre patégeno-anura-ambiente (Scheele
y col., 2019; Rosenblum y col., 2009).

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) (OIE-World Organization for Animal Health,
2012) describi6 el método de crioconservacién de B.
dendrobatidis, que se basa exclusivamente en el cul-
tivo de microorganismos para aumentar la concen-
tracién de zoosporas y zoosporangio; este consiste
en el uso de 10% de dimetilsulféxido (DMSO) y
10% de suero fetal bovino (FBS) a —80 °C. Durante
la descongelacién, los cultivos deben someterse a
43 °C, lactosa y antibiéticos.

La evidencia sugiere que la actividad enzimatica
de B. dendrobatidis influye directamente en su gra-
do de patogenicidad. La penetracién de B. dendro-
batidis en las células epidérmicas de la rana proba-
blemente requiere enzimas digestivas. Una cepa de
referencia de B. dendrobatidis se cultiva y se utiliza
para producir proteasas, que degradan la caseina
y la gelatina. La informacion sobre las bases gené-
ticas e interacciones a nivel molecular conducen a
la expresioén génica de proteasas de serina y meta-
lopeptidasa de fundalisina, dos genes relacionados
con la patogénesis y que han sido identificados en
otros hongos (Rosenblum y col., 2010). B. dendroba-
tidis sintetiza las fungalisina-metalopeptidasas, una
clase de proteinas que son esenciales para los micro-
organimos como Trichophyton sp. y Microsporum sp.
un gen de fungalisina-metalopeptidasas de B. den-
drobatidis, que tiene altos niveles de expresién en
zoosporangios (McDonald y col., 2020; Rosenblum
y col., 2009). Este trabajo evaltia los cambios en el
protocolo de la OIE para la criopreservaciéon de B.
dendrobatidis y la posterior recuperacién de este mi-
croorganismo, junto con la descripcién in silico de
su fungalisina.

LA GRANIJA: Revista de Ciencias de la Vida 36(2) 2022:32-44.

©2022, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.



Preservacion modificada y descripcion de la fungalisina para Batrachochytrium dendrobatidis

2 Materiales y Métodos

2.1 Cepa

Se utiliz6 la cepa B. dendrobatidis EV001, donada la
por Universidad de los Andes (Bogotd-Colombia).
B. dendrobatidis EV001 representa la primera cepa
aislada en Colombia (de Ubaqué, Cundinamarca),
que fue recuperada de Rheobates palmatus (Flechas
y col., 2013). El medio de cultivo utilizado de B. den-
drobatidis corresponde a una mezcla de triptona y
gelatina hidrolizada (TGH) (triptona al 1%, gelatina
hidrolizada al 0,4 %, agar al 1%). Se utiliz6 caldo de
triptona al 1% para la produccién de zoosporas, y
se examinaron las células de B. dendrobatidis EV001
bajo un microscopio, usando tincién azul de lacto-
fenol y rojo Congo.

2.2 Criopreservacion de Batrachochytrium
dendrobatidis

Se aplicé un método modificado de conservacién de
la OIE a B. dendrobatidis EV001. Se diluy6 una por-
cién de 2,0 ml de medio de triptona de 1 semana
de inoculado con B. dendrobatidis EV001, y 13 ml de
medio de triptona fresco en un matraz de cultivo ce-
lular de 25 cm?, y se incub6 a temperatura ambiente
durante 4 dias con agitacion suave. Se hizo un ras-
pado de las paredes del matraz, luego se centrifugéd
el producto a 1700 g durante 10 min. Se eliminé el
sobrenadante, y se suspendi6 el pellet en 0,6 ml de
caldo de triptona que contenfa DMSO al 10% y se
congel6 a —80 °C. Un mes después, el pellet conge-
lado se colocé en bario de agua a 43 °C durante 30 s
y se transfiri6 al medio TGh sin lactosa ni antibioti-
cos. Se utiliz6 un disefio aleatorio con tres repeticio-
nes.

2.3 Fungalisina para Batrachochytrium
dendrobatidis

Se realizé un analisis bioinformatico del factor de
virulencia similar a la fungalisina utilizando la se-
cuencia de aminodcidos correspondiente del ge-
noma de B. dendrobatidis JAMS81 depositado en el
Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica
(NCBI) (http://www.ncbinlm.nih.gov/) (ID NC-
BI: XP 006675712.1). Se realiz6 una comparacién
entre la fungalisina para B. dendrobatidis JAMS81 y
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la fungalisina para Aspergillus (Protein Data Bank
ID: 4k90) con Clustal Omega (http://www.ebi.ac.
uk/Tools/msa/clustalo/). Se utiliz6 la herramienta
ProtParam de ExPASy (http://www.expasy.org/)
para la descripcién tedrica de la fungalisina para
B. dendrobatidis (punto isoeléctrico, peso molecular,
hidropaticidad, residuos positivos e indice alifa-
tico). Los dominios funcionales se determinaron
utilizando la base de datos de dominio conserva-
do (CDD) de NCBI. Se calculé6 un modelo tridi-
mensional (3D) de la fungalisina para B. dendro-
batidis JAMS81 mediante el modelado homolégico,
utilizando el modelo suizo (Swiss-model) (https:
/ /swissmodel.expasy.org/), el cual fue sometido
a su perfeccionamiento usando 3Drefine (http://
sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/index.html) y
validado aplicando QMEAN (https:/ /swissmodel.
expasy.org/qmean/). La figura se visualizé uti-
lizando Jmol (https://www.bioinformatics.org/
firstglance/fgij/).

3 Resultados

3.1 Morfologia del B. dendrobatidis EV001

Se observé la viabilidad de B. dendrobatidis EV001
mediante el crecimiento en el medio TGH y sus
estructuras morfolégicas. B. dendrobatidis EV001
muestra colonias granulares y cremosas (Figura
1A). De igual forma, se observa una morfologia
parecida a una cacerola al usar tincién azul de lac-
tofenol bajo el microscopio, lo cual es una caracte-
ristica de la quitridiomicosis (Figura 1B).

Se cultiv6 el B. dendrobatidis EV001 en un medio
de TGH con el fin de determinar la morfologia de
las zoosporas, zoosporangios, tubo de descarga y ri-
zoides (Figuras 2 y 3) para establecer los estadios de
desarrollo de B. dendrobatidis (Figura 4).

3.2 Método de crioconservacion de B. den-
drobatidis

El método de crioconservacion de B. dendrobatidis
basado en el protocolo de la OIE (OIE-World Or-
ganization for Animal Health, 2012) fue modificado
como se muestra en la Tabla 1. Se confirmé la via-
bilidad de B. dendrobatidis EV001 en el medio TGh
(Figura 5).
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Figura 1. Morfologia macroscopica y microscépica de B. dendrobatidis. (A) Colonias granulares de B. dendrobatidis EV001
en medio TGH (flechas). (B) morfologia tipo cacerola de B. dendrobatidis EVO01 (microscopia éptica en una lente 40x), nor-
malmente tienen 10—40 um de didmetro (Berger y col., 2005).

Figura 2. Morfologia de B. dendrobatidis EV001 en la TGH utilizando la tincion rojo congo. (A). Zoosporangio y tubo
abierto de descarga de B. dendrobatidis EV001 (flecha roja). (B). Zoosporangio de B. dendrobatidis EV001 con tejido (flecha
roja) y rizoides (flecha verde). (C) Zoosporangio de B. dendrobatidis EVOO1 con tubo de descarga abierto (flecha roja), que
contiene celulosa y quitina, y un zoosporo (flecha verde). (D) Zoosporangio inoperculado de B. dendrobatidis EV0O01 (flecha
roja). Microscopia Optica en una lente 100 x. El zoosporangio normalmente tiene 10—40 um de didmetro (Berger y col., 2005).
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Figura 3. Examen microscopico de montaje hiimedo de B. dendrobatidis EV001. (A) Zoosporangio y zoosporas internas de B.

dendrobatidis EV0O01 (flecha roja). B) Zoosporangio con dictiosomas de B. dendrobatidis EV001 (flecharoja). (C) Zoosporangio y

tubo de descarga de B. dendrobatidis EV001 (flecha roja). (D) Rizoide de B. dendrobatidis EVOO01 (flecha roja) (E) Zoosporangio

de B. dendrobatidis EV001 (flecha roja) (F) Plasmalema y saculos interiores de B. dendrobatidis EV0O01 (flecha roja). Microscopia
Optica en una lente 40 <. Las zoosporas suelen tener de 0,7 a 6,0 um de didmetro (Berger y col., 2005).

MATURE
ZOOSPORANGIUM PRECYST

A

Figura 4. Ciclo de vida de B. dendrobatidis EV001. (A) Zoosporas de B. dendrobatidis EV0O01 (flechas rojas). B) Zoosporas de

B. dendrobatidis EVO01 que forman tejido (pre-quiste) (flecha roja). C) Zoosporangio de B. dendrobatidis EVOO1 con tejido y

rizoides. D) Plasmalema, siculos y zoosporas de B. dendrobatidis EV001. (E) Zoosporangio de B. dendrobatidis EVOO01 antes de
la liberacién de zoosporas. Microscopia dptica en lentes 100x (A, B, C) y 40x (D, E).
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Tabla 1. Propuesta de modificacién del método de la OIE (OIE-World Organization for Animal Health, 2012) dedicado a la
crioconservacion de B. dendrobatidis utilizando B. dendrobatidis EV0OO1.

CRIOPRESERVACION

Protocolo OIE Cambios
Tomar 2 ml de caldo de cultivo con crecimiento
activo (una semana). Afiadir 13 ml de caldo nuevo
en un matraz de cultivo celular de 25 cm? ml. Incubar 3-4 dias. Los
cultivos deben tener una gran cantidad de Ninguno
zoosporas activas y zoosporangio en el caldo.
Raspar las paredes del matraz de cultivo celular y centrifugar a
1700 g cada 10 min

El sobrenadante se inactivé con hipoclorito al 2,5 %
(el sobrenadante contiene zoosporas activas)

Se utilizaron 0,6 ml de DMSO al 5% y al 10%, y no
se utilizé FBS. El proceso de congelacién se aplicé
a —80 °C durante un mes

Vierta el sobrenadante

Suspenda el sedimento en 1 ml 10% DMSO y
10% FBS en caldo y congele.

DESCONGELAMIENTO
Coloque los viales directamente del nitrégeno
liquido al agua (43 °C). Agite durante Ninguno
30 segundos.
Verter el contenido en el agar TGhL El contenido del vial se vierte directamente en el
complementado con lactosa (TGhL) medio TGH. No se utilizaron antibiéticos ni
y antibidticos. lactosa.

Pipetee el crioprotector liquido sobre

Ja muestra (en la placa de Petri). No se ha aplicado en este trabajo.

Ponga 1 ml de solucién salina débil (0,001 M Todo el proceso estd disefiado para ser lo mas
KH;PO4; 0,0001 M MgCl,; 0,00002 M CaCl,) cuidadoso posible y evitar riesgos de

en la muestra transferida e incube. Examine los contaminacién y reducir la cantidad de
cultivos durante 7-10 dfas para ver si hay manipulacién necesaria hasta observar el
movimiento de zoosporas. crecimiento colonial.

« 10 pm

c lam D 4-‘ lo_um
Figura 5. B. dendrobatidis EV001 después de la criopreservacion. A. Se observa el medio TGh con colonias translicidas de
B. dendrobatidis EV001 20 dias después de la descongelacion (circulo rojo). B. Zoosporangio y zoosporas de B. dendrobatidis
EVO001. C. Esporangio de B. dendrobatidis EV0O01 con tubo de descarga. D. Azul de lactofenol, zoosporangio de B. dendrobatidis
EV001 (flecha roja), zoosporas (tincién de azul de lactofenol). Microscopia dptica en un lente 40x
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3.3 Analisis bioinformatico de la fungalisi-
na

Segun el analisis bioinformadtico, las predicciones
muestran que la fungalisina de B. dendrobatidis
JAMBSI tiene una vida media superior a 20 horas, un
peso molecular de 85 kDa, un punto isoeléctrico de
8,33, un indice alifatico de 59,68 (tiene una alta tole-
rancia a la temperatura, similar a otras proteinas), y
una hidropaticidad de —0.625 (proteina hidroéfila).
La fungalisina de B. dendrobatidis se modelé utili-
zando una fungalisina estdndar de Aspergillus como
plantilla (PDB: 4k90) (Figura 6) (identidad: 40,75 %,

cobertura de consulta: 45%, valor E: 1E-82). El mo-
delo tedrico 3D corresponde a 368 residuos (46,8 %)
de F237 a G604 (Figura 7). Los alfa-hélices en el mo-
delo estan formados por 126 residuos (34,23 %), 46
residuos con una conformacién beta-lamina (12,5 %)
y 196 residuos que forman bucles (53,26 %). La se-
fial de EXXXD se encuentra entre los residuos 407
y 411, y la sefial EXXXD se encuentra entre los resi-
duos 437 y 441. Sobre la base de los resultados de la
CDD, la fungalisina de B. dendrobatidis JAMS] tiene
un dominio de PepSY (propéptido peptidasa) que
va de 1164 a V230, y la region catalitica estd entre
los residuos Y239 y A590 (Ferndndez y col., 2013).

1 240
4X20 4

1 W DPEFAGSSPNGWTDGSRT-----L-GNNVEVIDPSGRPGAGQ 293
4X90 VYAGINDPTEGERTVIKDENDSVASEFTHISDGSTNYTTSRGNNGIRQSNPSCEPSYLN 64

1 G-----GIFDINFNAQVDPR-TPDNSQASTVNLFYVCNLVHDITYQYGETEQNGNFQXDN 347
4X20 NYRPSSSSLSFXYPYSVSSSPPSSYIDASIIQLFYTAN LLYTLGFTEXAGNFEYNT 124
1 FNXGGQGGD! NALNNRDTDNANFLTPPDGRSGIMNMFQFTDTNPRRDSGMD 407
4X90 NGQGGLGNDYVILNAQDGSCTNNANEAT PR DGQRGRURUYVITESTPYRDGSFEAG 184
1 NRLTGGSATGQCLQNTESSGMGEGWSDWI 467
4X20 NRLTGGPANSNCLNALESGGMGEGWSDE XPGDXKRSTDYTMGEWASN 244
1 SQRGIRSRPYSTDLGVNPLXNSDLARRNEVHDIGEV KNGFSA---- 523
4X90 RAGGIRQYPYSTSLSTNPLIYTSVNSLNA XKNDAPKP 304
1 NLEDAXQKAG) AXNAILEADQQFYQGANRCEIIXG 583
4K20 TLRDGVPTDGE LDADTALTGGENQCEIWT

1 RGLGPNARSRSDDES RVPQPAPQP 639
4X20 RGLGAGAKYSSRNRVGSTEVPSGVCTVDLNAFRLK———SL-AKYVN-ATETVIE--ABSS 417
1 APQPAPQPAPQPAPQPVPQPVPQGEPRRAPQG-EPQRGPRRVP--QPQPGPQRGP-QPGP 695
4K20 FAPFKPQSYVEVATQ IAPDATFRVVDDHYVGDNGV. RQTANGLDIDNADENV 477
1 RGPR-----RTPGQFPGQFPSPF-------PGPFPGPRRRPSPFPGQFPGQFPGPRR-~ 741
4X90 NVGKDGKVESYGNSFYTGQIPSSARLTKRDE GTTNT--LQLPITVDSASSES 535
1 786
4X90 584
l 7

4X20 DYVAE 604

Figura 6. Alineacion de secuencia de fungalisina de B. dendrobatidis JAMS81 y fungalisina de A. fumigatus. El nimero 1

representa la fungalisina de B. dendrobatidis JAMS81 y 4k90 corresponde a la secuencia de fungalisina de A. fumigatus. Los aste-

riscos indican identidad, los dos puntos representan sustituciones conservadas y el punto indica una sustitucion semiconservada.
Los colores representan las caracteristicas de aminodcidos segin la Omega Clustal (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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N-terminus
F237

LasB domain,

w ~
& ] <} ——

C-terminus

—

Peptidase M36 domain

Figura 7. Modelo 3D de fungalisina de B. dendrobatidis JAMS]. Se indican los extremos N-terminal (F237) y el residuo C-

terminal G604 (flecha amarilla). Las flechas amarillas son hojas beta y los tubos rosas son hélices. Se determinan dos dominios, el

dominio LasB (F237-Q304, flechas rojas) estd relacionado con las metaloproteasas dependientes del zinc, y el dominio peptidasa
M36 (Y239-A590, flechas verdes) es tipico de las fungalisinas.

4 Discusion

4.1 Morfologia de B. dendrobatidis EV001

La B. dendrobatidis tiene una primera etapa que con-
siste en una zoospora flagelada que coloniza la piel
de la anura. Posteriormente, las zoosporas de B. den-
drobatidis se convierten en talos esféricos que produ-
cen nuevas zoosporas reproducidas asexualmente
dentro de las células epidérmicas de la piel de la
rana, y luego se liberan zoosporas infecciosas en la
superficie de la piel (Greenberg, Palen y Mooers,
2017; Kilpatrick, Briggs y Daszak, 2010). Es impor-
tante analizar este microorganismo en la medida en
que sea relevante para comprender los patégenos
emergentes que se diseminan rdpidamente (cosmo-
politas), ademds de su naturaleza agresiva hacia los
anuranos (Rosenblum y col., 2009). Las interaccio-
nes entre anuras y B. dendrobatidis no se compren-
den completamente (De Le6n y col., 2019).

Cabe sefialar que el zoosporangio de B. dendro-
batidis tiene una estructura refractiva y una abun-
dante presencia de zoosporas en andlisis de montaje
hidmedo (Robinson y col., 2020; Berger y col., 1998).
Los portaobjetos con azul de lactofenol eran simila-
res a los portaobjetos htimedos. El azul de lactofenol
es un agente de tincién a base de azul metilico y lac-
tofenol, el primer componente sirve como colorante
de quitina micética y el lactofenol (fenol, acido lac-
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tico, glicerol, agua) es un medio de montaje (Leck,
1999). El rojo congo ha demostrado ser una excelen-
te herramienta para la identificacién de B. dendroba-
tidis, que actda de manera similar al azul de lacto-
fenol al tefiir la quitina ftngica (Slifkin y Cumbie,
1988). Las caracteristicas de B. dendrobatidis EV001
corresponden a las observaciones hechas por exper-
tos: presencia de zoosporas, zoosporangio refracti-
vo o tubo de descarga, entre otros (Briggs y Burgin,
2004; Berger y col., 1998).

4.2 Meétodo de crioconservacion de B. den-
drobatidis

Al mismo tiempo, se aplicaron andlisis para la crio-
conservacion tales como pruebas de practicas asép-
ticas mediante técnicas como el almacenamiento a
temperatura criogénica con DMSO al 5%. Un mes
después se llevé a cabo el procedimiento de descon-
gelacion utilizando el medio TGh. Se determiné que
el agitado con el contenedor hacia abajo (tapa abajo)
fue positivo para el crecimiento de B. dendrobatidis
EV001, junto con los matraces de sellado de cultivo
y su mantenimiento en condiciones asépticas de la-
boratorio. Se evaluaron otros crioprotectores: 10%
de leche de la piel, 10 % de DMSO con caldo TGhL y
10% de DMSO con caldo TGhL y 10 % de FBS. Estos
ensayos se realizaron utilizando un congelador a
—80 °C y nitrégeno liquido. La evaluacién destac
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una mejor recuperaciéon con DMSO y FBS a los 4-5
dias usando congelaciéon a —80 °C, resultado que
fue similar para el nitrégeno liquido a los 7-14 dias
(Boyle y col., 2003).

Cabe destacar que no se emplearon antibiti-
cos para evitar la contaminacién microbiana, lo que
reduce la seleccion artificial (Brem, Parris y Padgett-
Flohr, 2013). Estos resultados a menudo se pueden
lograr con el uso estricto de condiciones asépticas
que implican un conjunto de seguridad biolégica
y la esterilizaciéon de material, entre otros procedi-
mientos. El medio de crecimiento también puede
contaminarse debido a la triptona, que es la ma-
yor fuente nutricional de los microorganismos. Por
lo tanto, se observd contaminacién de Penicillium
sp. y Bacillus sp. en nuestro trabajo. Otros autores
han descrito que la manipulacién de B. dendroba-
tidis requiere un examen periédico de matraces y
viales para minimizar el impacto de las variables
de contaminacién, y que es necesario desarrollar un
conjunto apropiado de pasos (al menos cada 14-21
dias en agar, al menos cada 4-5 meses en caldo, y
almacenamiento a 4-6 °C) (Boyle y col., 2003). Se
sugiere el uso de lactosa (Flechas y col., 2012), sin
embargo, no fue necesario en nuestro estudio. El
medio TGH es ideal porque la B. dendrobatidis crece
mejor en la triptona o en la leche peptonizada, y no
requiere azucares adicionales, pues la B. dendroba-
tidis sintetiza las proteasas que pueden degradar la
caseina y la gelatina (Piotrowski, Annis y Longcore,
2004).

Por otra parte, la solucién salina débil sustitu-
ye al agua de los estanques como medio natural de
B. dendrobatidis (Boyle y col., 2003). En este trabajo,
se omitié una solucién salina débil sin efectos so-
bre la recuperacién de B. dendrobatidis. Por lo tan-
to, se dice que cuando se modifican las condiciones
ambientales y fisicoquimicas para este microorga-
nismo, como se ha visto en los medios de cultivo,
se pueden producir cambios en el tamafio del zoos-
porangio (Garcés y col., 2003). En cuanto a las ob-
servaciones de los estadios del ciclo de B. dendroba-
tidis, se observé una formacién de zoosporangio jo-
ven (proceso de germinacién), que se puede deter-
minar en el tubo de descarga en caldo de triptona
al 1% relacionado con la humedad para la libera-
cién de zoosporas; los tubos més largos se pueden
observar en medios liquidos, sin embargo, la libera-
cién de zoosporas debe ocurrir en medios sélidos.
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Los requisitos de zoosporangio en la piel de la rana
pueden ser variables e impredecibles en la ocurren-
cia, sin embargo, B. dendrobatidis puede ser viable
usando caldo de triptona al 1%, y se pueden obser-
var sus rizoides con rojo congo (Berger y col., 2005).
Este enfoque puede ser particularmente eficaz para
laboratorios mds pequefios, especialmente aquellos
con recursos limitados, y puede ser muy ttil en el
estudio de B. dendrobatidis si se aplican buenas préc-
ticas de microbiologia.

4.3 El analisis bioinformatico de la fungali-
sina

Los genes relacionados de la fungalisina de B. den-
drobatidis (aproximadamente 25) se expresan prin-
cipalmente en el zoosporangio (76 %) y s6lo un pe-
quefio porcentaje se expresa en la zoospora (Ro-
senblum y col., 2008). Se ha descrito la estructura
experimental 3D de una fungalisina de A. fumigatus
(AfuMep) y se han encontrado pardmetros relevan-
tes para estos factores de virulencia, tales como pre-
sencia de propéptidos que eliminan las proteasas
huéspedes (residuos 19-245), y el dominio cataliti-
co C-terminal (residuos 245-634) que degradan las
proteinas de la matriz extracelular (elastina y cola-
geno). Se encontré que la fungalisina pertenece a
las metaloproteasas de zinc M36. En este articulo se
describe la fungalisina como una proteina no glico-
silada de 68 kDa que contiene una sefal catalitica
HEXXH para el reconocimiento de 4tomos de zinc,
que implica 12 alfa-hélices (35%) y 22 hojas beta
(12%).

La fungalisina de B. dendrobatidis JAMS81 cumple
con los requisitos de la familia M36 relativos al peso
molecular (85 kDa), la eliminacién de hélices y ldmi-
nas, la sefial metaloproteasa HEXXH, y un residuo
de R470, considerado como el elemento importante
en el plegado, y la actividad catalitica de esta en-
zima, porque las elastasas y las termolisinas tienen
un ion de calcio cerca del ion de zinc (16 A) del sitio
catalitico y tienen la capacidad de proteger la enzi-
ma de la autolisis. La AfuMep y la fungalisina de
B. dendrobatidis JAMS] tienen una R470 que protege
estos factores de virulencia (Ferndndez y col., 2013).

Los mecanismos que subyacen al proceso de la
quitridiomicosis no estan completamente claros, sin
embargo, se han presentado varias hipétesis (Ber-
ger y col., 2005). La susceptibilidad de la rana a B.
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dendrobatidis estd relacionada con la forma en que
los anfibios toman su agua directamente a través de
la piel, preservando la homeostasis animal, y refle-
jando el hecho de que la B. dendrobatidis inhibe los
canales de sodio que estdn relacionados con la qui-
tridiomicosis. Se determiné que la rana transporta
sodio al plasma, por lo que los canales epiteliales de
sodio y su influencia en los rifiones de anfibios son
importantes en este proceso, y existe un deterioro
de la funcién cardiaca antes de la muerte (Campbell
y col., 2012). El B. dendrobatidis es un patégeno no es-
pecifico, y no afecta a todas las especies de anfibios
por igual (Strauss y Smith, 2013) posiblemente debi-
do a la microbiota cutdnea o péptidos antimicrobia-
nos, y podria desempefiar un papel importante en
la defensa contra los hongos (Flechas y col., 2013;
Berger, Speare y Hyatt, 1999). El B. dendrobatidis tie-
ne hospederos y reservorios alternativos como ne-
matodos y cangrejos de rio, pero las infecciones en
otros vertebrados no son letales (Rosenblum y col.,
2010; Strauss y Smith, 2013).

5 Conclusion

Este trabajo muestra una descripcién de B. dendro-
batidis EV001 como introduccién a un método de
criopreservaciéon modificado, que serfa una contri-
bucién significativa para los laboratorios centrados
en esta drea; de igual forma, se afiade un modelo
tedrico de fungalisina como contribucién para com-
prender los factores de virulencia de este patégeno
de anura.
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Resumen

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) comprometen a 193 paises en el mejoramiento de indicadores ambienta-
les, sociales y econémicas a través de su desempefio en 169 metas para el 2030, con el fin de lograr el cumplimiento del
acuerdo de Paris. Sin embargo, las dindmicas de desarrollo en relacién con los ODS cambian a través del tiempo y con
ello, los paises no identifican las fortalezas y debilidades en las que se visibiliza la realidad de su territorio. Ademas,
los indicadores se han abordado de manera individual debido a que su multidimensionalidad generan resultados
divergentes. En este sentido, el objetivo de esta revisién es analizar el estado de evolucién de los ODS en América
y particularmente en Colombia. Para analizar la dindmica de los ODS en 32 paises de América sistematizamos los
datos de los indicadores oficiales de 2010 a 2019 y los indicadores de la Divisién de Estadistica de las Naciones Unidas
(DENU), teniendo en cuenta variables como el Producto Interno Bruto PIB per cépita, las emisiones de gases de efecto
invernadero y las energias renovables. Como se esperaba, los paises presentaron diferentes fortalezas en el desarrollo
de los indicadores relacionados con sinergias y antagonismos de los ODS. En este sentido, hubo una amplia distri-
bucién en el avance de los ODS, encontrando a nueve paises que lograron cumplir por lo menos en un objetivo la
totalidad de las metas, lo que permite visibilizar que cada una de las naciones ha tomado iniciativas gubernamentales
para lograr el desarrollo y la calidad de vida de sus pobladores.

Palabras clave: Calidad de vida, Desarrollo sustentable, Indicadores Ambientales.
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Abstract

The Sustainable Development Goals (SDG), commit 193 countries to improving environmental, social and economic
indicators through their performance on 169 targets by 2030 in order to achieve compliance with the Paris Agreement.
However, development dynamics in relation to the SDGs change over time and with this, countries do not identify
the strengths and weaknesses in which the reality of their territory is visible, in addition to the indicators they have
been addressed individually because its multidimensionality generates divergent results. In this sense, the objective
of this review is to analyze the state of evolution of the SDGs in America and particularly in Colombia. To analyze
the SDG dynamics in 32 countries of America, we systematize the official indicator data from 2010 to 2019 and United
Nations Statistics Division (UNSD) indicators, taking into account variables such as per capita gross domestic pro-
duct, greenhouse gas emissions and renewable energies. As expected, the countries presented different strength in the
development of the indicators related to synergies and antagonisms of the SDGs. Also, it was possible to find a wide
distribution in the advancement of SDGs, finding nine countries that managed to meet at least one of the goals, which
allows make visible that each of the nations has taken government initiatives to achieve development and quality of
life its inhabitants.

Keywords: Quality of life, Sustainable development, Environmental Indicators.
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Los Objetivos de Desarrollo Sostenible en América: Panorama

1 Introduccion

El desarrollo sostenible como concepto deriva de la
economia como disciplina. En este sentido, a prin-
cipios del siglo 19 el debate principal fue si la capa-
cidad limitada de los recursos naturales de la tierra
podria apoyar el crecimiento acelerado de la pobla-
cién de la humanidad, mientras que las estadisticas
predijeron que la poblacién humana a nivel mun-
dial continuaria aumentando exponencialmente y,
por lo tanto, los recursos naturales no podrian sa-
tisfacer las necesidades de la poblacién (Mensah,
2019). Sin embargo, durante afios se abandono es-
ta idea pensando que la tecnologfa solventaria esta
situacion. Por esta razén, en 1972 se desarrollé por
primera vez un concepto de desarrollo sostenible
en la Conferencia de las Naciones Unidas sobre
el Medio Ambiente, celebrada en Estocolmo (Sey-
fang, 2003). Posteriormente, en 1987 en la Comisién
Mundial sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo
de Noruega se consolidé un concepto mds claro del
desarrollo sostenible durante la construccién del in-
forme de la comisién Brundtland que dio lugar a la
Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Medio
Ambiente y el Desarrollo (CNUMAD), conocida
como la Cumbre de la Tierra de Rio, en 1992. En
la Cumbre Mundial sobre el Desarrollo Sostenible
(CMDS), conocida como Rio + 10, que se celebré
en Johannesburgo, las naciones se comprometieron
a fortalecer el avance de los Objetivos del Milenio
y finalmente en 2012 se celebré la Conferencia de
las Naciones Unidas sobre el Desarrollo Sostenible
(CNUDS) o Rio + 20, que se basé en el fortaleci-
miento de la economia sostenible y el marco ins-
titucional de los nuevos ODS (Allen, Metternicht
y Wiedmann, 2019).

El enfoque del desarrollo sostenible se fortalece
y se pone en funcionamiento a nivel mundial con
los Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM), cre-
ciendo sobre bases tedricas y experiencias locales,
y llegando a ser guia fundamental para el cambio
mundial (Grigss y col., 2013; Kumar, Kumar y Vive-
kadhish, 2016). En este sentido, la agenda de 2030,
que incorpora un nuevo conjunto de objetivos glo-
bales conocidos como los 17 Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS), incluye indicadores econémicos,
sociales, politicos y ambientales para los gobiernos
locales y regionales de los 193 paises de las Nacio-
nes Unidas (Kaltenborn, Krajewski y Kuhn, 2019);
a diferencia de las agendas anteriores de desarrollo,
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basadas en el crecimiento econémico (Kroll, War-
chold y Pradhan, 2019).

La aplicacién y evaluacién de los 169 objetivos
enmarcados en los 17 Objetivos de Desarrollo Soste-
nible (ODS) ha servido para determinar su eficacia
a nivel mundial (Pradhan y col., 2017), a través de
la base de datos abierta de la Divisién de Estadistica
de las Naciones Unidas, donde se establecieron los
indicadores de los ODS desde 2010 para todos los
paises. Por esta razén, existen investigaciones al res-
pecto en relacién a la agricultura (Nasr-Allah y col.,
2020), industria (Sangwan y Bhatia, 2020), educa-
cién (Cebridn, Junyent y Mula, 2020), salud (Bennett
y col., 2020), mercado (Waal y Thijssens, 2020), dise-
fio (Horne y col., 2020) y tecnologia (Vinuesa y col.,
2020). Ademéds, segtin Fuso Nerini y col. (2018) y
Nilsson y col. (2018) el cambio climético se rela-
cion6 de manera transversal Kaltenborn, Krajewski
y Kuhn (2019) para llevar a cabo un analisis exhaus-
tivo de la cuantificacién y la interaccién sinérgica
dentro y entre los ODS.

En este sentido, Nilsson, Griggs y Visbeck (2016)
present6 una de las primeras metodologfas cuanti-
tativas de los ODS, teniendo en cuenta que la va-
loracién es especifica para cada nacién y sus con-
textos; por lo tanto, no puede generalizarse. De la
misma manera, Moyer y Bohl (2019), destacan la
importancia de fijar metas para alcanzar los objeti-
vos en pro de las nuevas generaciones, para lo cual
proponen tres vias politicas que permitan la apli-
cacion de los ODS: tecnologia, cambio de estilo de
vida y gobernanza descentralizada. Asi, cada pais
debe seguir una ruta para generar sinergias dentro
y entre las metas, o compensar una meta por otra,
segln lo estudiado para los paises que conforman
el G20 y la OCDE, a través de relaciones cercanas y
antagonismos (Schmidt-Traub y col., 2017).

En la mayoria de las naciones, el tema de la
erradicacién de la pobreza se tomé como una de las
principales tareas de los ODM, y sigue siendo uno
de los principales desafios a los que se enfrenta la
humanidad (ODS 1), debido a su alta relaciéon con
otros. Asimismo, en lo que respecta al consumo y
la produccién responsables (ODS 12), estos se han
relacionado con el crecimiento econémico (Lusseau
y Mancini, 2019). La diversidad latinoamericana
también se expresa en Colombia, donde existen di-
ferentes niveles de desarrollo en todos los aspectos,
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debido a la influencia de las principales ciudades, la
fuerte influencia agricola regional o la existencia de
vastas reservas naturales, segiin informa la CEPAL
(2017), al evaluar las provincias a través de la com-
petitividad regional, segtn la fuerza econémica, la
infraestructura y la logfstica, el bienestar social y el
capital humano, la ciencia, la tecnologfa y la innova-
cién, asi como las instituciones y la gestion ptblica.

Estos estudios han creado un extenso anélisis so-
bre las interacciones y desafios que la humanidad
debe enfrentar, lo que requiere la méxima capaci-
dad para analizar, hacer cumplir y proporcionar re-
troalimentacién a través del tiempo, lo que permi-
te proyectar las contribuciones para el programa de
2030. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacién
es analizar la etapa de desarrollo de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) en 32 paises de Amé-
rica, y mas especificamente en Colombia, a través
de una sistemdtica de informacién bibliométrica, te-
niendo en cuenta el pasado cercano para evaluar su
cumplimiento y avances.

2 Materiales y Métodos

La investigacion es de tipo descriptiva, utilizando
el método de investigacién sistemdtica que, segtin
Aguilera (2014), utiliza recursos electrénicos como
bases de datos, permitiendo una visién maés critica.
Se utiliz6 la base de datos de indices y cuadros del
ODS de 32 paises de América (www.sdgindex.org),
que proporciona informacién a nivel mundial sobre
los objetivos de desarrollo sostenible (ODS) des-
de 2010 a 2019 y los datos disponibles de la Divi-
sién de Estadistica de las Naciones Unidas (UNSD;
www.unstats.un.org) donde se abordan los indica-
dores de género, poblacién urbana, rural y grupos.
Ademas, se realizé un andlisis exploratorio de va-
riables como el producto interno bruto per cépita
(datos www.worldbank.org), las emisiones de ga-
ses de efecto invernadero y las energias renovables
(datos www.iea.org), siguiendo la metodologia pro-
puesta por Schmidt-Traub y col. (2017).

Los datos de la agenda 2030 de los ODS pa-
ra Colombia (www.ods.gov.co) fueron analizados
en términos prospectivos y actuales, haciendo co-
rrelaciones (Pearson) para definir las similitudes y
diferencias entre un par de metas, entendidas como
similitud cuando el resultado es positivo y dife-
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rencia cuando es negativo. Sin embargo, se tuvo
en cuenta la similitud cuando fue mayor de 0,5 y
la diferencia cuando fue menor de —0,5, siguien-
do la metodologia propuesta por Pradhan y col.
(2017). Finalmente, se realizé un andlisis de los cen-
tros nacionales de investigacién y académicos que
han hecho las mayores contribuciones académico-
cientificas a los ODS en Colombia.

Ademas, se realiz6 un andlisis de investigado-
res y grupos de investigacién en Colombia, para de-
mostrar los procesos donde las instituciones de edu-
cacioén superior y centros de investigaciéon llevan
a cabo la implementacién y formulacién de ODS
en las dreas académicas y productivas, utilizan-
do la plataforma https://sba.minciencias.gov.co/
Buscador_HojasDeVida/ del Ministerio de Cien-
cia Tecnologia e Innovacién de Colombia (Mincien-
cias). Se utiliz6 el programa estadistico Rstudio ver-
sién 4.0.0. para realizar el andlisis, usando los pa-
quetes ggplot2, corrplot y agricolae.

3 Resultados y Discusion

3.1 Vision general de los ODS en Estados
Unidos

Estados Unidos ha presentado diferentes niveles de
progreso en cuanto a los Objetivos de Desarrollo
Sostenible, que se pueden observar en la Figura 1, y
algunos paises establecen una mejor perspectiva en
el cumplimiento de los objetivos. Asi, los objetivos
que se han logrado en el menor tiempo en algunos
paises son la energia asequible y limpia, seguida de
la ausencia de pobreza, la educacién de calidad, el
trabajo decente y el crecimiento econémico. Por lo
tanto, es posible observar un avance diferenciador
en las alianzas para los objetivos y un avance irre-
flexivo en la paz, la justicia y las instituciones.

Aunque paises como Ecuador, Estados Unidos
y Perti no presentaron datos sobre el progreso de
los objetivos para los ODS de 2019, cabe sefialar que
Canad4 y Costa Rica son los tinicos paises de Amé-
rica que han alcanzado el mayor ntimero de objeti-
vos; 4 — 7y 1 — 7, respectivamente. Canadd, uno de
los miembros de la Organizacién de Cooperacién y
Desarrollo Econémicos de la OCDE, es el pais con el
mejor indice de desarrollo humano (Schmidt-Traub
y col., 2017), y se puede observar en la calidad de la
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educacién de sus habitantes. De igual forma, Cos-
ta Rica ha realizado grandes esfuerzos para redu-
cir la pobreza, como lo han destacado el PNUD y el
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El panorama de Colombia es alentador en rela-
cién a los objetivos 7, 11, 12, 13, 14 y 17 mediante la
implementacién de energias limpias, con incentivos
fiscales para quienes invierten en su investigacion
y uso, aspecto que afecta positivamente a las comu-
nidades que carecen de infraestructura y un acceso
limitado de energia (Villada, L6pez y Muiioz, 2017).
En el mismo sentido, la produccién manufacture-
ra y agricola se ha centrado en un menor uso de
fuentes externas de energia y capacidad de resisten-
cia (Plazas-Leguizamén y Jurado-Alvarez, 2018).
En cuanto al objetivo 13 relacionado a la politica
nacional de cambio climatico para el sector rural y
urbano, se busca mitigar los flujos de energia de los
diferentes sectores productivos que dan lugar a la
contaminaciéon ambiental (Minambiente, 2016).

Por el contrario, hay un retraso en los objetivos
de reduccién de la desigualdad y la paz, justicia
e instituciones. Estos aspectos han sido relevan-
tes en Colombia en relacién con el conflicto arma-
do desatado por grupos subversivos durante maés
de 5 décadas (Rettberg, 2020), lo que ha llevado a
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asesinatos, desplazamientos forzados, secuestros,
extorsion, dafios morales e incluso aumentos con-
siderables en el cultivo ilicito para la obtencién de
estupefacientes (Rochlin, 2020).

Con respecto a Ameérica Latina, Hait{ es el pais
con menos avances en el cumplimiento de los ODS.
Sin embargo, este pais muestra mejoras en la educa-
cién y la accién climatica, asf como en la produccién
y el consumo sostenible debido a las capacidades
que los haitianos han adquirido después de la crisis
politica y socioeconémica, lo que les ha permiti-
do buscar nuevas fuentes de energfa y reducir el
impacto de los combustibles fésiles en el cambio
climético (Perry, 2020).

El bienestar de la poblacién es uno de los indica-
dores més representativos del desarrollo sostenible
y ha sido una variable ttil en el sector rural para
evaluar la vida humana y los medios de vida sos-
tenibles (Rasul, 2016). Este aspecto se destaca en el
objetivo del trabajo decente y el crecimiento econé-
mico, que, en el caso de América, los paises presen-
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tan un nivel de desarrollo correspondiente al 3,1%
(Figura 2A), 18,7 (Figura 2B), 12,5 (Figura 2C) y el
mas alto con el 37,5% (Figura 2D). Este resultado se
debe al hecho de que los desempleados superaron
los 192 millones de personas en 2017, mientras que
en el 2019 fue de 35 millones (Organizacién Inter-
nacional de Trabajo, 2018).

La evaluacién del desarrollo econémico, el cam-
bio climatico y la btsqueda de estrategias energé-
ticas se han convertido en aspectos determinantes
del crecimiento de las regiones, principalmente en
el sector rural. En este sentido, la Figura 3 muestra
el comportamiento que los paises han tenido duran-
te 2019 en relacién con el PIB per cdpita, la emisiéon
de gases de efecto invernadero y el uso de energias
renovables, haciendo hincapié en los dos primeros,
en la aglomeracién en gran parte de los paises del
continente americano y en una ligera dispersién del
resto.

El PIB per cdpita es un indicador relacionado
con la calidad de vida de los ciudadanos. En el caso
de Venezuela, la crisis econémica, social, politica e
incluso ambiental ha provocado grandes efectos en
este factor, arrojando resultados negativos en cifras
(Figura 2A). Esto se refleja en los bajos salarios, el
aumento de la inflacién, los altos precios de los pro-
ductos bésicos y una dréastica reducciéon del poder
adquisitivo, lo que deja como resultado que el 87 %
de los venezolanos vivan en la pobreza absoluta
(Caraballo-Arias, Madrid y Barrios, 2018).

Para Colombia, el PIB per cdpita estd por encima
de paises como Canad4, Brasil, Argentina y Méxi-
co, pero muy por debajo de Antigua y Barbuda,
asf como de Reptblica Dominicana. En general, los
paises del continente americano se caracterizan por
presentar una agrupacion en esta variable, con un
desemperio lineal, muy similar a la paridad del po-
der adquisitivo (PPP) en los paises que conforman
la OCDE (Schmidt-Traub y col., 2017).

En el caso de las emisiones de gases de efecto
invernadero en relacién con el apoyo a la investiga-
cién y desarrollo de energia limpia y renovable, se
destaca el trabajo realizado en El Salvador, Hondu-
ras y Costa Rica, pues el apoyo econémico es mayor
que la emisiéon de CO,, mientras que en Colombia
la inversién ha sido menor. La inversion de US$
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1036,8 por Kt de CO, liberados al medio ambiente
es mucho menor en Pertt (US$ 7.160,2 / Kt CO,) y
Chile (US$ 1692,8 / Kt CO;). Sin embargo, segin
la emisién per cépita de CO,, es mayor en los pai-
ses de América del Norte como los Estados Unidos
(16,24 toneladas per cépita) y Canada (15,64 tone-
ladas per capita), mientras que en América del Sur;
Venezuela (4,99 toneladas per cdpita), Chile (4,69
toneladas per cdpita) y Argentina (4,62 toneladas
per capita), siendo estos los mayores contribuyen-
tes (Ritchie y Roser, 2020).

Entre los sectores con mayores niveles de con-
taminacién se encuentra la generacién de energia
y calor, cuya emisién en CO; es del 42 %, utilizada
en la actividad industrial (17 %), residencial (11 %),
servicios (8%) y otros (4%) (Hannan y col., 2019).
Estos aspectos son relevantes cuando se trata de
consolidar nuevas estrategias energéticas, con me-
nos impacto ambiental y beneficios para los mas
desfavorecidos de las zonas rurales. Este indice de
referencia segiin el ODS 7 contempla una perspec-
tiva favorable para las Bahamas, Barbados, Brasil,
Canad4, Costa Rica, Dominica, Saint Kitts, San Vi-
cente y Uruguay, que son paises que ya han alcanza-
do los objetivos (Sachs y col., 2019), como se puede
observar en la Figura 2C.

En Colombia, el acceso a la energia sigue siendo
limitado y, por lo tanto, la calidad de vida de los ha-
bitantes se ve afectada por el uso de combustibles
contaminantes de mayor impacto como gasolina,
petréleo, diésel de petrdleo, etanol, carbén mineral,
madera, estiércol, polietileno y poliestireno (Franco,
Dyner y Hoyos, 2008; Herran y Nakata, 2012).

3.2 Vision general de los objetivos de desa-
rrollo sostenible en Colombia

El cambio global en la economia y el medio ambien-
te tiene un impacto en la vida de los habitantes y en
su dindmica productiva, social y humana; aspectos
importantes en el desarrollo sostenible de las regio-
nes. En Colombia, los problemas sociales, politicos
y ecoldgicos han marcado el ritmo del desarrollo,
con fallas en algunas dreas mds que en otras, refle-
jados en la pobreza, el hambre, el bajo acceso a la
salud, la educacién y los servicios basicos (Nhamo
y Mjimba, 2020).
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Figura 2. Relacién de los indicadores de ODS con otros indices. A: Andlisis per cdpita de los paises del continente americano.
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Sin embargo, el gobierno nacional a lo largo de
la historia ha consolidado diferentes estrategias pa-
ra la implementacién de los Planes de Desarrollo
Territorial (PDT) e incluso a través del Consejo Na-
cional de Politica Econémica y Social (CONPES),
aspectos que han sido contemplados en el Decre-
to 280 de 2015 y en la Ley 1955 de 2019. Por otra
parte, organizaciones internacionales como las Na-
ciones Unidas (ONU), la Comisién Econémica pa-
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ra América Latina y el Caribe (CEPAL), y la Cor-
poraciéon Alemana para la Cooperacién Internacio-
nal (Gesellschaft flir Internationale Zusammenar-
beit GIZ) han llevado a cabo foros, reuniones, se-
siones, talleres y cumbres, en los que se pretende
apoyar a las naciones a través de los ODS en Co-
lombia con diferentes matices de desarrollo, desde
la implementacién hasta el avance actual (Figura 3).
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Figura 3. Cronologia, progreso nacional e internacional en relacién con los ODS en Colombia. Adaptado de DPN. HLPF: Foro
Politico de Alto Nivel. DNP: Plan Nacional de Desarrollo. TDP: Plan de Desarrollo Territorial. CONPES.
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En este sentido, Colombia ha logrado autonomia
en la bisqueda de estrategias para el cumplimiento
de los ODS en 2030. Sin embargo, el progreso en la
consolidacion de los indicadores de metas todavia
presenta grandes brechas, y genera incertidumbre
para lograr los ODS en los territorios. Asi es como
el Departamento Nacional de Planificacién, DPN,
retine todos los indicadores de metas para los ODS
en Colombia. Los datos son en su mayoria de 2016
y 2018, y segtn el Ministerio de Relaciones Exte-
riores colombiano, esto se debe a que el paradigma
del desarrollo sostenible no se ha logrado, pues la
economia y la sociedad operan en una visién ver-
tical excesiva y poco equilibrada, dificultando los
vinculos entre los temas (Cancilleria, 2012).

Por lo tanto, la condicién unitaria y descentrali-
zada de Colombia asegura que los gobiernos subna-
cionales hayan priorizado los ODS en instrumentos
de planificacién regional y local, comprometiendo
los recursos e implementando acciones concretas
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(Aldeanueva y Cervantes, 2019).

Segtin los datos presentados en los informes so-
bre el desarrollo sostenible para los afios 2017, 2018
y 2019, Colombia se sittia entre el puesto 67 y 88 en
el avance de los ODS en los ultimos afios, mientras
que en el tdltimo informe se indica que Colombia
ha alcanzado el 69,6% de las metas. En este senti-
do, la implementacién de los ODS trae similitudes
y diferencias, como indica Fuso Nerini y col. (2018).
En la Figura 4 se describe el grado de relacién entre
los ODS en Colombia, y se observa un porcentaje
mas alto en la similitud (26,7 % mayor que 0,9) de
las SAO que en las diferencias (10,4 % menos que
0,9) segun el coeficiente de correlacién de Pearson,
lo que indica una favorabilidad en su implementa-
cién, de lo contrario se correria el riesgo de generar
resultados negativos, donde el desarrollo vertical es
maés importante que el holistico e interdisciplinario
(Nilsson, Griggs y Visbeck, 2016).
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Figura 4. Correlacién de los ODS para Colombia en los periodos de 2017, 2018 y 2019.
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En este contexto, los objetivos mas dindmicos de
la similitud son: a) la educacién de calidad, cuya
importancia radica en el reconocimiento del conoci-
miento, la aplicacién e incluso la innovacién en las
lineas de mayor dinamismo social (Cebridn, Jun-
yent y Mula, 2020); b) la energia asequible y no
contaminante, con miras a nuevos modelos que ge-
neren menos impacto y favorezcan el desarrollo del
medio ambiente (Hannan y col., 2019); c) el trabajo
decente y el crecimiento econémico, que trae como
resultado el bienestar social de los individuos y la
fuerza de las naciones, convirtiéndolo en uno de los
pilares que requiere la mayor demanda estratégica
(Rai, Brown y Ruwanpura, 2019) y finalmente d) in-
dustria, innovacion e infraestructura, basados en la
consolidacién de una infraestructura resistente que
permita una industrializaciéon sostenible a través
de la innovacién de productos y procesos (Perea-
Hinestroza, 2016).

Ademas, la Figura 5 muestra un panorama ac-
tualizado (2017, 2018 y 2019) de los ODS en Colom-
bia, reconociendo su dindmica a lo largo del tiempo.

oDs17
ODS16
0ODS15

0oDs14

Sin embargo, el progreso de los objetivos varifa a lo
largo de los afios y, en muchos casos, hay un re-
troceso en su cumplimiento, como se observa en el
informe final para los objetivos 1, 2, 5, 6 y 10. Este
aspecto refleja limitaciones y brechas relacionadas a
la falta de logistica, inversion, apoyo e incluso a la
dindmica externa (Waal y Thijssens, 2020).

De igual forma, hay un retraso en los objetivos
de industria, innovacion e infraestructura, asi como
en la reduccién de la desigualdad, lo cual es preocu-
pante ya que no superan los objetivos en un 31,8 %y
un 21,7 %, respectivamente, y que en el 2020 se vie-
ron gravemente afectados por el Covid-19, lo que
desencaden¢ el aumento del desempleo, el cambio
en la economia, la crisis de los sistemas de salud y la
falta de alimentos (Miller y col., 2020; Spinelli y Pe-
llino, 2020), que, junto con el aumento de los indices
del cambio climético, entre los que se encuentra la
imprevisibilidad de las estaciones secas y lluviosas
en las zonas tropicales y subtropicales, favorecerdn
el aumento de los indices de crisis mundiales (Ma-
rengo y col., 2014).
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Figura 5. Avances de los ODS en Colombia durante los ultimos 3 afios. Las barras indican la desviacién estandar.
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3.3 Contexto cientifico académico

El panorama de los objetivos de desarrollo sosteni-
ble en Colombia se ha fortalecido por medio de en-
tidades gubernamentales, encabezadas por la Presi-
dencia de la republica, que en el 2018 hizo oficial a
través del Consejo Nacional de Politica Econémica y
Social CONPES - 3918, la estrategia de implementa-
cién de los ODS en todo el territorio nacional, cuya
primera tarea fue su incorporacién a los Planes de
Desarrollo Territorial - TDP. Esta iniciativa tuvo una
alta acogida en el 24 % de las Provincias Colombia-
nas, entre las cuales se encuentran: Cesar, Cérdoba,
Santander, Boyaca, Cundinamarca, Quindio, Nari-
fio y Caquetd, mientras que hubo una incorporacién
general y muy general de 38% y 38 %, respectiva-
mente (DPN, 2018). En este sentido, la articulacién
en los programas de trabajo desarrollados desde el
cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo del
Milenio (ODM) favoreci6 el trabajo continuo de los
ODS entre los ministerios, organismos y la sociedad
civil, a pesar de que no se lograron todos los obje-
tivos de los ODM para el 2015, lo que trajo consigo
un mayor compromiso de lograrlo en el 2030.

Asi, el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Inno-
vacién consolidé en el 2017 el primer avance en la
relacién entre el conocimiento y los ODS (Chavarro
y col., 2017), donde se analizaron los objetivos que
se cumplieron y que atiin quedan por alcanzar en los
ODM, las estrategias a implementar para los ODS,
asi como el panorama actual y la relacién entre los
objetivos.

En el 2018 se consolid¢ la Politica Nacional de
Ciencia e Innovacién para el Desarrollo Sostenible
(Resolucion 0614 de 2018) titulada “Libro sostenible
2030”, donde se consolidaron las voces de los ciu-
dadanos, los empresarios, y académicos nacionales
e internacionales, cuyo tema se centra en la aplica-
cién holistica de la ciencia como herramienta para
el conocimiento y la tecnologia como estrategia de
apoyo, tomando a la sociedad como los principales
actores, y la politica como aspecto interdisciplinario
para lograr un desarrollo sostenible con el medio
ambiente (COLCIENCIAS, 2018).

Ante esta situacion, se han reunido diferentes
centros de investigacién e instituciones de educa-
cién superior para llevar a cabo proyectos que bus-
can involucrar a los ODS en el sector productivo,

apoyados por la interdisciplinariedad de la ciencia
con actores académicos y cientificos que condu-
cen el conocimiento para ser aplicado en diferentes
campos, con el fin de contribuir al cumplimiento de
las metas (Perea-Hinestroza, 2016).

En este sentido, los centros de investigacién y las
instituciones de educacién superior han avanzado
en estudios que contribuyen a los indicadores del
ODS, aspecto que puede observarse en el Gruplac y
el Cvlas de investigadores colombianos (Figura 6).

Tabla 1. Grupos de investigacién que llevan a cabo investiga-
ciones sobre los ODS.

Grupo de Investigacién Area de investigacion

Sostenibilidad

Estudios sobre .
urbana-regional

sostenibilidad urbana y

. Desarrollo sostenible
empresarial -SuyE

regional

Sostenibilidad de
las organizaciones

Desarrollo Regional Gestion territorial

Sostenible Capital social

Cooperacién nacional
y financiacién para
el desarrollo

Grupo de Investigacion de
la Escuela Latino Americana

Sectores de la sociedad
y desarrollo estratégico

de Cooperacién y Desarrollo
GIELACID

Grupo de Investigacion
Juridica Universidad
de Medellin

Derecho y sociedad

Sustancias bioactivas

Unidad de Control .
para la agricultura

Fitosanitario y Biolégico - —
Bioprospeccién y

ecologia microbiana

Modelado de sistemas

Grupo de Investigacion ambientales

de Gestion Ambiental
y Modelado (GAIA)

Tratamiento biol6gico
de residuos y
aguas residuales

Microbiologia ambiental
aplicada

Ecologia de sistemas
acuaticos costeros

Grupo de Investigacion Epidemiologia de las
de Enfermedades enfermedades
Infecciosas -GINEI infecciosas

Geoinformatica Geoinformatica y
Aplicada cambio climético
. - Sostenibilidad fiscal
Raimundo De Pefafort Sostenibilidad
democrética
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Figura 6. Andlisis del trabajo de investigacion desarrollado por universidades nacionales, dreas estratégicas y programas acadé-
micos.

La Universidad de Manizales, la Universidad
Externado de Colombia, la Fundacién Universita-
ria del Norte y la Pontificia Universidad Bolivaria-
na llevan a cabo mds de un proceso que implica la
implementacién de ODS en proyectos que vincu-
lan los programas académicos, y cuyo propdsito se
ha destacado por investigadores expertos en el te-
ma, y por grupos de investigacién que ofrecen apo-
yo en el trabajo cientifico-académico. Sin embargo,
existen grupos de investigacion (Tabla 1), que, a tra-
vés de sus lineas de investigacién, dirigen proyectos
de desarrollo sostenible, apoyados por estudiantes,
académicos y cientificos, y que brindan conocimien-
to y asesoria al sector productivo y a la sociedad ci-
vil (Rodriguez-Rojas, Luque Clavijo y Castro Rojas,
2019).

4 Conclusiones

Al analizar la evolucién de los Objetivos de Desa-
rrollo Sostenible (ODS), se destacan las contribucio-
nes de las alianzas sobre aspectos econémicos, so-
ciales, politicos y ambientales a nivel local, para lo
cual es necesario fortalecer las estrategias interdis-
ciplinarias a fin de obtener contribuciones transdis-
ciplinarias en beneficio de las comunidades locales,

56

las nuevas generaciones y los territorios, mediante
la integracion de temas sobre energia asequible y
limpia, pobreza, educacién de calidad, trabajo de-
cente y crecimiento econémico.

Entre los actores que participan en los equipos
de trabajo se requiere el liderazgo de los procesos
académicos y de investigacion, centrados en la apli-
cacion holistica de la ciencia como herramienta de
conocimiento y tecnologia. Ademds, como tactica
de apoyo, resulta esencial la participacién activa de
las comunidades locales para su contextualizacion,
con el fin de contribuir a los procesos de resiliencia,
evidenciados por los componentes de subsistencia
y bienestar de las personas, como indicadores del
desarrollo sostenible. Por lo tanto, se destaca la im-
portancia de la interaccién intergeneracional como
estrategia para la evolucién de la renovacién gene-
racional a nivel académico, de investigacion y de
la comunidad rural; por lo que resulta necesario
abordar el progreso econémico haciendo énfasis en
la relacién entre cambio climaético, tecnologfa, es-
tilo de vida, gobernanza descentralizada, pobreza-
desigualdad y produccién responsable, segin la
vocacién agricola regional y sus reservas natura-
les, con el fin de contrarrestar los problemas en los
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flujos energéticos de los sectores productivos, y las
causas de contaminacién ambiental a través del uso
de energias limpias.

De esta manera, es posible demostrar la necesi-
dad de abordar el desarrollo econémico, el cambio
climético y la btisqueda de estrategias energéticas
para el sector rural mediante la consolidacién de
equipos de diferentes dreas de conocimiento como
apoyo a la investigacién sobre problemas sociales,
técnicos, politicos y ambientales, como son las cau-
sas del atraso de las localidades, observados en los
niveles de pobreza, pérdida de seguridad y sobera-
nia alimentaria, inequidad para el acceso de calidad
a derechos como la salud, la educacién y los servi-
cios bésicos.

El desarrollo sostenible es el agregado contex-
tualizado de indicadores sociales, ambientales, cul-
turales y econémicos, que de manera sistémica se
han hecho visibles a través de experiencias locales
significativas, donde la resiliencia de los recursos
naturales es relevante para el beneficio de la comu-
nidad.
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Resumen

Se evaluaron las zonas de aptitud actual y futura para los cultivos de cacao (Theobroma cacao L.) y café (Coffea arabica
L.), en escenarios de cambio climatico en la regiéon del Soconusco, Chiapas, México y se definieron las dreas donde
aument6 o disminuy6 la aptitud de la tierra. Lo anterior permite tener informacién para recomendar su manejo y
conservacion. Se emplearon dos metodologias: ponderacién de factores y factores limitantes; ambas con base en los
valores 6ptimos y extremos de tolerancia de cada cultivo para cada requerimiento edafocliméatico. Con la primera, se
determinaron las 4reas potenciales para el establecimiento de los cultivos; con la segunda, se diferenciaron las com-
binaciones de las variables ambientales que tuvieron lugar dentro del drea de estudio. Se evaluaron escenarios de
cambio climético y se determiné la distribucién y superficies de aptitud. Ademads, se realizé una comparacion entre
aptitud actual y futura de ambos cultivos para cuantificar el impacto del cambio climético. Los resultados indican
que la aptitud futura de la tierra tendra una disminucién de las areas potenciales para el establecimiento de ambos
cultivos de entre 4,5 y 4,8 % para café y de 7,2 a 9,3 % para cacao.

Palabras clave: Biodiversidad, Chiapas, Socunusco, sistemas agroforestales, sustentabilidad.
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Abstract

The areas of current and future aptitude for cocoa (Theobroma cacao L.) and coffee (Coffea arabica L.) crops were evalua-
ted, in climate change scenarios in the Soconusco region, Chiapas, Mexico and the areas where the aptitude of the land
increased or decreased were defined. The above provides information to recommend its management and conserva-
tion. Two methodologies were used: weighting of factors and limiting factors; both based on the optimal and extreme
tolerance values of each crop for each edaphoclimatic requirement. First one, for the determination of potential areas
for the establishment of crops; the second one, for differentiation of the combinations of environmental variables that
took place within the study area. Climate change scenarios were evaluated and the distribution and aptitude areas
were determined. Also, a comparison was made between current and future suitability for both crops to quantify the
impact of climate change. The results indicate that the future aptitude of the land will have a decrease in the poten-
tial areas for the establishment of both crops that range between 4.5 and 4.8 % for coffee and from 7.2 to 9.3 % for cocoa.
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1 Introduccion

El trépico mexicano presenta condiciones agroeco-
légicas apropiadas para el desarrollo de cultivos
perennes, como el cacao (Theobroma cacao L.) y el ca-
té (Coffea arabica L.), especies que se distribuyen en
forma natural en los estratos medios de las selvas
calidas himedas; sin embargo, la situacién por la
que atraviesan los bosques y selvas del mundo es
preocupante y dificil, debido a multiples factores
como la tala no controlada, el aumento de la fron-
tera agricola, la ganaderia extensiva, los cambios
climaticos que repercuten en el aumento del ntime-
ro de incendios forestales, aumento en la incidencia
de plagas y enfermedades, inundaciones y el cre-
cimiento de la poblacién, entre otras (Roa-Romero,
Salgado-Mora y Alvarez—Herrera, 2009).

El cambio climético se compone de una serie
de eventos meteorolégicos que tienen influencia
en el funcionamiento de los sistemas naturales; se
manifiesta en alteraciones en la biodiversidad de
los ecosistemas, en la productividad y fuentes de
alimentos y, por consiguiente, en la cotidianidad
humana. Existe un creciente interés por entender
los procesos que componen el cambio climdtico y
su influencia en la dindmica del ciclo de carbono
en los ecosistemas naturales, ya que las plantas son
fundamentales en el balance global de este gas, por
su capacidad de absorber CO, mediante la fotosin-
tesis, secuestrarlo en forma de celulosa o transfor-
marlo en otro tipo de compuesto orgédnico (Yepes
y Buckeridge, 2011; Fatichi y col., 2016; Baumgart-
ner, Esperéon-Rodriguez y Beaumont, 2018; Beau-
mont y col., 2019; Guisan y col., 2014).

En el caso de Chiapas, el drea cultivada de ca-
cao es de 18426 ha, con una produccién de 9869 T
con rendimiento promedio de 535,6 kg - ha=' (SIAP,
2018). De acuerdo con Avendario y col. (2011) re-
presenta una fuente importante de ingresos con el
33,0% de la produccién nacional de tal forma que
11069 productores dependen econémicamente de
este cultivo en Chiapas. En la mayoria de los casos,
los cacaoteros cultivan el cacao con experiencia y co-
nocimiento de agricultura tradicional y lo hacen con
un enfoque de economia campesina (Néjera, 2012),
aun cuando Avendafio y col. (2013) indican que las
plantaciones de cacao presentan valor econémico,
social, cultural y ambiental. Estas apreciaciones son
corroboradas con los resultados obtenidos por Her-
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nédndez y col. (2015) quienes sefialan que en Chiapas
la produccién de cacao es manejada por pequefios
productores, con parcelas menores a 2 ha (58,7 %) y
41,3% con parcelas de mayor tamafio. La mayoria
de los productores corresponden al sexo masculino
(80,7%) y 19,3 % al sexo femenino, quienes ademads
de productoras son amas de casa y se dedican al
cuidado de sus hijos, con lo cual triplican sus jorna-
das de trabajo.

El cultivo de cacao enfrenta una crisis debido a
factores ambientales, tecnoldgicos, econémicos, so-
ciales y fitosanitarios (Diaz y col., 2013; Herndndez
y col., 2015; Sudrez-Venero y col., 2019); no obs-
tante, presenta perspectivas alentadoras, dado que
existe un mercado potencial nacional e internacio-
nal que reporta un crecimiento de la demanda de
2,5% anual, propiciado por que el consumo del ca-
cao que estd relacionado con la demanda industrial
para fabricar principalmente chocolates (ICI, 2013).
En Chiapas existen condiciones agrocliméticas para
incrementar la produccién. Lo anterior implica au-
mentar el area cultivada, por ello se requiere iden-
tificar dreas con alto potencial productivo y econé-
mico, generando informacién que se convierta en
un elemento necesario para la toma de decisiones
(Espinosa-Garcia y col., 2015).

El cultivo del café se introdujo en México en el
afio de 1796, y se consolidé como un cultivo impor-
tante en el contexto econémico, ambiental y social
que forma parte de la cultura agroproductiva de las
regiones subtropicales y tropicales. Chiapas, por su
parte, es el principal productor de café (var. robusta
y ardbiga), con una superficie sembrada equiva-
lente a 252743,77 ha, con aproximadamente 180856
productores cafetaleros y 367874,15 T de produc-
cién en el ciclo 2019 (SIAP, 2018). Las zonas cafe-
taleras del estado de Chiapas se caracterizan por
sus contrastes ambientales, técnicos, econémicos y
socioculturales, que influyen en la produccién del
grano (Medina-Meléndez y col., 2016). Actualmen-
te, el café se produce en 11 estados de la Reptblica.
Chiapas, Veracruz, Puebla y Oaxaca concentran el
89,7 % de la produccién nacional total en el 85% del
drea total sembrada, concentrando el 83% de los
productores nacionales, (SIAP, 2018). A nivel inter-
nacional, México es el octavo productor mundial de
café (Organizacién Internacional del Café, 2018).

De alli la importancia de generar escenarios de
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cambio climatico que representen la variacién tér-
mica en la regiéon de estudio. La vulnerabilidad
regional revela los efectos diferenciales del clima
sobre la sociedad y sus actividades productivas, por
ello es imperativo el estudio de las causas y la dis-
tribucién de los impactos del cambio climatico en
los sistemas agroproductivos a partir de considerar
la compleja interaccién de los factores ambienta-
les, sociales, econémicos y politicos involucrados
en cada region o drea geografica (Torres, Cruz y Ba-
rradas, 2011).

Estudios realizados sobre el incremento de la
temperatura por efecto del cambio climatico mues-
tran que el cultivo del café sufrird una importante
redistribucién geografica en México y en otros pai-
ses productores (Paes, 2010; Haggar y Schepp, 2012;
Ovalle-Rivera y col., 2015); en este sentido, son po-
cos los estudios sobre el cacaotal; sin embargo, el
panorama no es distinto. Sobre la ponderacién de
factores y factores limitantes para la produccién
agricola, la zonificacion agroecoldgica es una herra-
mienta practica que define zonas a través de la com-
binacién de caracteristicas similares de clima, suelo
y potencial biofisico para la produccién agricola. Es-
ta combinacién se traduce en zonas con limitaciones
y potencialidades, lo que permite ser una referen-
cia para recomendaciones que permitan mejorar la
situacién existente, incrementando la produccién o
la superficie del cultivo, o limitar la degradacion de
los recursos naturales (Sudrez-Venero y col., 2019).

La variabilidad del clima es el principal factor
responsable de las oscilaciones anuales de la pro-
duccién de algunos cultivos (Comisién Econdmica
para América Latina y el Caribe, 2010); por ello, el
propésito de esta investigacion es evaluar las zonas
de aptitud actual y futura (2018-2040) para los cul-
tivos de cacao (Theobroma cacao L.) y café (Coffea ara-
bica L.), en escenarios de cambio climatico en la re-
gién del Soconusco, Chiapas, México y definir las
regiones donde aumenta o disminuye la aptitud pa-
ra contar con informacién que permita recomendar
Su manejo y conservacion.

2.3 Zonificacion por ponderacion

A partir de las matrices de requerimientos anterio-
res se generaron mapas de aptitud actual por reque-
rimiento para ambos cultivos, asignando a cada una
de las variables la ponderacion siguiente: precipi-
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2 Materiales y Métodos

2.1 Zona de estudio

La regién socioeconémica de Soconusco tiene una
superficie de 46054 km*> aproximadamente, equi-
valente al 6,28% del territorio estatal y se integra
por 16 municipios: Acacoyagua, Acapetahua, Ca-
cahoatan, Escuintla, Frontera Hidalgo, Huehuetén,
Huixtla, Mapastepec, Mazatdn, Metapa, Suchiate,
Tapachula, Tuxtla Chico, Tuzantdn, Unién Judrez y
Villa Comaltitlan. Segtin el Censo de poblacién y vi-
vienda (INEGI, 2010), esta regién tenia una pobla-
cién de 664437 habitantes, que represent6 el 16,9 %
del total estatal.

2.2 Requerimientos de los cultivos

Se definieron los requerimientos edafoclimaticos
que intervienen en el desarrollo y productividad de
cada uno de los cultivos con la finalidad de asignar
niveles de importancia a cada una de las variables a
considerar. Se cre6 una tabla para cada cultivo con
sus respectivos requerimientos y se clasificaron en
diferentes niveles de aptitud: muy apto, marginal-
mente apto y no apto, utilizando como referencia
los rangos inferiores y superiores de cada uno de
los requerimientos que toleré cada cultivo (Tabla 1

y 2).

La cartografia fue manejada y generada em-
pleando el software ArcGIS 9.3. Las capas utiliza-
das para la clasificaciéon en niveles de aptitud se-
gun las tablas 1 y 2 fue obtenida de las siguientes
fuentes. 1) Los mapas de precipitacién y tempera-
tura fueron obtenidos del Centro de Ciencias de la
Atmésfera de la UNAM (Gémez y col., 2008). 2) Los
mapas de altura y pendiente del terreno fueron ge-
nerados mediante las herramientas 3D Analysis y
Spatial Analyts de ArcGIS, a partir de los modelos
de elevacion digital de INEGI (1994) escala 1:50.000,
disponibles en linea en el sitio web oficial. 3) El ma-
pa de suelos fue clasificado a partir del mapa de
suelos dominantes de escala 1:1.000.000.

taciéon= 0,4, temperatura= 0,2, altura= 0,2, pendien-
te= 0,1 y suelos= 0,1. Después, se asignaron nuevos
valores ponderados a cada nivel aptitud por cada
variable o mapa: 4, 2 y 0 para muy apto, marginal-
mente apto y no apto, respectivamente. Finalmente

63



Articulo cientifico/Scientific paper
CAMBIO CLIMATICO

Quiroz Antunez, U., Monterroso Rivas, A., Calderon Vega, M., y Ramirez Garcia, A.

Tabla 1. Requerimientos ambientales para Coffea arabica L. y niveles de aptitud con respecto de variables ambientales.

Nivel de aptitud
Requerimiento . .
(variable) No apto Marginalmente apto ~ Muy apto ~ Marginalmente apto No apto
Precipitacion media <750 750-1400 1400-2200 2200-4200 >4200
anual (mm)
Temperatura media <10 10-14 14-28 28-34 >34
anual (°C)
Altura (msnm) <1000 1000-1200 1200-1700 1700-2800 >2800
Pendiente del terreno (%) <30 30-40 >40
Suelos(textura) Ligeros Francos Pesados
(arenosos) (medios) (arcillosos)

Fuente: Adaptado de INIFAP (2018) y Pérez-Portilla y Geissert-Kientz (2006).

Tabla 2. Requerimientos ambientales para Theobroma cacao L. y niveles de aptitud con respecto de variables ambientales.

Nivel de aptitud
Requerimiento . .
(variable) Noapto  Marginalmente apto  Muy apto ~ Marginalmente apto No apto
Precipitacién media <1000 1000-1500 1500-2500 2500-3000 >3000
anual (mm)
Temperatura media <18 18-22 22-28 28-32 >32
anual (°C)
Altura (msnm) <5 5-400 401-601 >601
Pendiente del terreno (%) 0-15 15-30 >30
. arcillosos,
Suelos(textura) arenosos aluviales
gravosos

Fuente: Adaptado de INIFAP (2018) y SIAP-SAGARPA (2019).

empleando la herramienta Spatial Analyst se reali-
z6 una sobreposicién y algebra de mapas para ob-
tener los rangos de potencialidad actual. Los ma-
pas se clasificaron en tres intervalos iguales y se les
asignd nuevamente la nomenclatura clave muy ap-
to, marginalmente apto y no apto (Figura 1).

2.3.1 Zonificacion de cultivos por factores limitantes

La zonificacién por factores limitantes se realizé
utilizando una sobreposiciéon de capas con la herra-
mienta Geoprocessing. Los mapas se reclasificaron
de acuerdo a las tablas de requerimientos de los
cultivos en sus diferentes niveles de aptitud. Para
ello fue necesario asignarle claves a cada nivel de
aptitud y generar una nomenclatura que permitié
conocer con exactitud la incidencia de cada factor al
sobreponer los mapas (Tabla 3).

Con las claves asignadas, se procedi6 a realizar
la sobreposicién de capas con la finalidad de ob-
tener un solo mapa que mostré todas las posibles
combinaciones (celdas agroecolégicas) entre niveles
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de aptitud de cada uno de los indicadores estudia-
dos como se muestra en la Figura 2.

2.3.2 Escenarios de cambio climatico

La temperatura y la precipitacién, y en general, el
ciclo del agua fueron las variables a través de las
cuales se hizo evidente el cambio climatico; por lo
que, para la elaboraciéon de un escenario futuro de
aptitud para los cultivos, considerando dicho cam-
bio, fueron necesarios los datos de salida de mo-
delos de circulacién general atmosféricos-ocednicos
(MCGAO) de estos dos parametros. Para la reali-
zacién de los mapas de cambio climético se em-
plearon los datos de salida de dos MCGAO: Had-
leyCM3 y GFDLR30. Los modelos de cambio climé-
tico fueron obtenidos del Centro de Ciencias de la
Atmosfera de la UNAM para el escenario A2 y B2
al horizonte de tiempo del afio 2030 (Gémez y col.,
2008). Para la elaboracién de los mapas de aptitud
futura con cambio climético se utilizaron los mis-
mos pasos, nomenclatura y criterios empleados en
la determinacién de la aptitud actual (escenario ba-
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se) por ponderacién y limitantes. Toda vez que se querimientos climdticos para obtener los posibles
modificaron las variables temperatura y precipita- escenarios futuros. La Figura 3 describe el proceso
cién, fueron aplicadas nuevamente las tablas de re- general del presente estudio.

Niveles de
Aptitud Valores Peso Ponderados

erecptacion qﬂp -_-‘, %
remperatua Q‘v ;, 3 02 2y (o-on
- D@~

Pendiente ((MA|MANA ) )(4 | 2 )0 x 0.1

- @D @D x

1.33—-2.66 = mA

2.66—-4.0 =MA

6

o

2 » 0-08

o

0I10¢

Reclasificacion

Figura 1. Método de ponderacién de factores con nomenclatura y valores asignados.

Tabla 3. Nomenclatura empleada para la determinacion de férmulas.

Variable Muy Apto  Marginalmente Apto  No Apto
Precipitacién Pyia Poa Pya
Temperatura Tya Tua Tna
Altura Apa Ana ANa
Pendiente Peya Pe,a Peya
Suelos Sua Sina Sna
3 Resultados Yy discusion para el caso del café fueron: 37,8 % para muy apto;

61,0 % para marginalmente apto y 1,1 % para no ap-

3.1 Aptitud actual por ponderacién para Por su parte, los distintos niveles de aptitud para
los dos cultivos cacao fueron: 59,2; 24,3 y 16,5% muy apto, margi-
nalmente apto y no apto; respectivamente, Figura 4.

Una vez realizado el dlgebra de mapas, las super-
ficies de tierra de los diferentes niveles de aptitud La Figura 4 se interpreta como una distribucién
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de dreas: (1) donde es recomendable establecer los (marginalmente apto); y finalmente, (3) donde no se
cultivos (Muy apto); (2) donde se pueden establecer, recomienda establecer los cultivos porque la tierra
pero requieren de mayor manejo para su desarrollo no tiene el potencial necesario para su produccién

Sobreposicion

Precipitacién

Pendlﬁﬂle Mapa de limitantes

\ ~

NA

NN
X

"“--._._.

SUEWS

Precipitacién: Muy apto
Temperatura: Muy apto
Altura: marginalmente apto
Pendiente: marginalmente apto
Suelos: Muy apto

Figura 2. Método de limitantes con nomenclatura y descripcion de las celdas agroecoldgicas.

Variables de
cambio climatico

Informacion
cartogréfica de
cambio climatico

Informacion
cartografica de
las variables

Elaboracion de
matrices de
aptitud

Requerimientos
agroecologicos
de los cultivos

Reclasificacién de

mapas conforme a las
matrices de aptitud

Zonificacién por
limitantes

Zonificacion por
ponderacion

Zonificacion por
limitantes

Zonificacion por
ponderacion

Aptitud futura para
el cultivo de café y
cacao

Aptitud actual para el
cultivo de café y
cacao

Comparacién

Superficies y
distribucion de areas
con potencial
cafetalero v cacaotero

Figura 3. Diagrama general del método empleado.
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3.2 Aptitud actual por limitantes para el
cultivo de café y cacao

Los mapas de limitantes para ambos cultivos mos-
traron la variabilidad de unidades distintas, perfec-
tamente identificables por las condiciones ambien-
tales que tuvieron lugar en cada una de ellas, por
lo que las combinaciones de colores empleadas no
fueron jerdrquicas ni exclusivas. Asi mismo, cada
una de las unidades fue descrita por una férmula
tnica. En el caso de la aptitud actual para el cultivo
del café se presentaron 24 unidades diferentes, aun-
que las primeras siete abarcaron més del 75% de
la superficie de la region. Por otro lado, la aptitud

marginalmente apto

|:| Limite municipal

a)

actual para el cacao present6 36 clases distintas, de
las cuales las primeras seis cubrieron mds del 50 %
de la superficie total, Figura 5.

La aptitud por limitantes es totalmente cualitati-
va y representa un complemento de lo obtenido en
la ponderacién, porque permite identificar la inci-
dencia de cada una de las variables consideradas en
la zonificacién agroecolégica. En la Figura 5a) y 5b)
se puede apreciar que las 4reas coloreadas en rojo
estdn limitadas por un mayor niimero de variables
y es posible identificarlas utilizando la nomenclatu-
ra descrita en la Tabla 3.

Muy apto

marginalmente apto

No apto

1N

Limite municipal

b)

Figura 4. Aptitud actual de la tierra con el método de ponderacion para café (a) y cacao (b) en la regién del Soconusco, Chiapas,
Meéxico.

3.3 [Escenarios de cambio climatico por
ponderacion

Los cambios en las superficies con potencial cafeta-
lero y cacaotero son presentados en el Tabla 4, con-
siderando que la superficie total de la regién de es-
tudio fue de 590 mil ha aproximadamente. Como se
muestra en la Tabla 4, no hubo cambios porcentua-
les entre escenarios (A2 y B2) para ninguno de los
dos modelos aun cuando se observé una diferencia
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en los valores de salida de precipitaciéon y tempe-
ratura de cada modelo; lo anterior se debi6 a que
durante la reclasificacién de los mapas se les asigné
el mismo nivel de aptitud porque la diferencia que
habia entre los valores no fue suficiente para clasifi-
carlos en rangos de aptitudes distintos de acuerdo a
las Tablas 1 y 2. Se observé también un cambio mi-
nimo entre ambos modelos debido a la diferencia en
el procesamiento de los datos de cada modelo.
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Figura 5. Aptitud actual de la tierra con el método de limitantes para café (a) y para cacao (b) en la regién del Soconusco, Chiapas,
México.

Tabla 4. Superficie (%) por rango de aptitud para los cultivos de café y cacao con escenarios de cambio climatico en la region del
Soconusco, Chiapas, México.

Café Cacao
Escenarios | Muy apto  Marginalmente apto No apto | Muy apto  Marginalmente apto  No apto
Base 37.8 61,0 1,1 59,2 243 16,5
GFDL A2 33,3 66,3 0,4 52,0 31,7 16,3
GFDL B2 333 66,3 0,4 52,0 31,7 16,3
Hadley A2 33,0 64,9 2,1 49,9 33,5 16,6
Hadley B2 33,0 64,9 2,1 49,9 335 16,6

En el caso del café, el modelo GFDL mostr6 que
la zona maés afectada de la regién de estudio fue la
sureste en los municipios Frontera Hidalgo, Suchia-
te, Tapachula, Huehuetdn; también en el noroeste
de la regién, los municipios Mapastepec y Acape-
tahua perdieron potencial en las dreas cercanas a
la costa. Las zonas sin potencial también se vieron
reducidas en Cacahoatédn y el norte de Tapachula;
la disminucién en las zonas sin potencial se debi6
principalmente al aumento de temperatura a mayor
altura, lo que permiti6 que el cultivo se desarrollara
de mejor manera, de 450 a 550 msnm. El modelo
Hadley por su parte indicé una reduccién de apti-
tud en los mismos municipios que el anterior, aun-
que también marcé un ensanchamiento de las zonas
sin potencial en el norte del municipio de Tapachu-
la y Tuxtla Chico y el este de Cacahoatan, debido a
un minimo incremento en la precipitacién a menor
altura en esas areas. El modelo Hadley mostré un
panorama menos alentador, Figura 6.

A nivel municipal, los cambios mds importantes
se presentaron en Acapetahua, Huehuetdn, Mapas-
tepec, Metapa, Suchiate, Tapachula y Frontera Hi-
dalgo, este tltimo con una reduccién de aptitud de
hasta 82,5% de su superficie. Sin embargo, el mo-
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delo GFDL proyecté pequefios cambios positivos
como el incremento de aptitud de hasta un 4% en el
municipio de Cacahoatén, Tabla 5.

Para el caso del cacao, el modelo GFDL indico
que el potencial de cacao se vio mayormente dis-
minuido en la zona sureste en los municipios de
Suchiate, Frontera Hidalgo, Metapa, Tuxtla Chico,
Tapachula y Huehuetan; asi como también la li-
nea costera de Mapastepec, Acapetahua y en me-
nor proporcién Villa Comaltitldn. Por otra parte, las
dreas sin potencial se redujeron en el norte de los
municipios Huixtla y Tuzantan, debido también al
aumento de la temperatura en las zonas altas, de
1250 a 1500 msnm. El modelo Hadley indicé la mis-
ma tendencia que el anterior, reduciéndose las zo-
nas con potencial en los mismos municipios, aun-
que con mayor proporcioén (2,1%) y reduciéndose
las zonas sin potencial en los municipios de Huixtla
y Tuzantdn; ademds de un incremento de éstas ul-
timas en el norte del municipio de Mapastepec, de-
bido también al incremento de la temperatura, pero
en este caso en zonas bajas, Figura 7. Nuevamente
el modelo Hadley fue menos favorable en su pre-
diccién.
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- Muy Apto

: marginalmente Apto

- No Apto

Figura 6. Zonificacion para el cultivo de café: a) Aptitud actual y; Aptitud con escenarios de cambio climdtico para el afio 2030:
b) GFDL A2, ¢) GFDL B2, d) Hadley A2 y e) Hadley B2.

Tabla 5. Comparacién de superficies (%) a nivel municipal del escenario base con escenarios de cambio climético para el cultivo
de café en la regién del Soconusco, Chiapas, México.

Escenario base Modelo GFDL A2y B2 | Modelo Hadley A2 y B2
L Areatotal | Muy Marginal No | Muy Marginal No | Muy Marginal No
Municipio
(ha) apto apto apto | apto apto apto | apto apto apto
Acacoyagua 26.160,90 | 30,3 69,7 - 30,3 69,7 - 30,3 69,7 -
Acapetahua 55.293,90 | 53,7 46,3 - 473 52,7 - 473 52,7 -
Cacahoatdn 17.996,90 3.8 76,6 19,6 | 7.8 85,2 7,0 3,2 76,5 20,3
Escuintla 39.464,80 | 38,6 61,4 - 38,6 61,4 - 38,6 61,4 -
Frontera Hidalgo  11.493,40 | 84,3 15,7 - 1.8 98,2 - 1,8 98,2 -
Huehuetdn 30.644,40 | 62,3 37,7 - 50,0 50,0 - 49,0 51,0 -
Huixtla 43.295,10 | 40,4 59,6 - 40,4 59,6 - 40,4 59,6 -
Mapastepec 120.802,30 | 57.4 42,6 - 52,3 47,7 - 52,3 47,7 -
Mazatan 37.277,50 | 28,0 72,0 - 28,0 72,0 - 28,1 71,9 -
Metapa 3.054,30 1,8 98,2 - - 100,0 - - 100,0 -
Suchiate 22.997,90 4.8 95,2 - 0,2 99,8 - 0,2 99,8 -
Tapachula 95.371,20 | 26,0 72,1 1,9 | 23,7 76,3 - 20,9 72,0 7,1
Tuxtla Chico 13.073,20 2,2 97.5 0,3 - 100,0 - - 95.4 4,6
Tuzantdn 20.435,30 8,7 91,3 - 8,7 91,3 - 8,7 91,3 -
Unién Judrez 5.716,00 12,1 64,1 23,8 | 14,5 62,4 23,1 9,4 66,7 23,9
Villa Comaltitlan ~ 45.800,30 | 33,8 66,2 - 33,8 66,2 - 33,8 66,2 -

De igual forma, los cambios més significativos una reduccién de aptitud de hasta 38 % de su super-
en escala municipal se encontraron reflejados en ficie. En este caso, no se apreciaron cambios positi-
Acapetahua, Huehuetan, Mapastepec, Metapa, Ta- vos en la aptitud para ninguno de los dos modelos,
pachula, Tuxtla Chico, Tuzantén, Villa Comaltitldn, Tabla 6.

Frontera Hidalgo y Suchiate, estos dos tltimos con En concordancia con lo anterior, todos los expe-
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- Muy Apto

. marginalmente Apto

- No Apto

Figura 7. Zonificacién para el cultivo de cacao: a) Aptitud actual y; Aptitud con escenarios de cambio climético para el afio 2030:
b) GFDL A2, c) GFDL B2, d) Hadley A2 y e) Hadley B2.

rimentos A2 del Informe Especial de Escenarios de
Emisiones del Pacific Climate Impacts Consortium
(IPCC, 2013) registraron que en promedio habrd un
aumento de 2°C en la temperatura media de la re-
gion de estudio en comparacién con la actual para
mediados de la década de los 80 del presente siglo.
Por su parte, la precipitacién anual fue mds errdtica
en cuanto a su prediccién, puesto que mostré cam-
bios porcentuales positivos y negativos, aunque la
mayoria de los modelos indicé un incremento sig-
nificativo de la misma, entre ellos el modelo Hadley.

Es importante destacar que para O’Connor y col.
(2020) las inquietudes transcendentales debidas al
cambio climético se corresponden con la acelerada
pérdida de la biodiversidad y la variacion de la dis-
tribucién de la vida silvestre; por lo que Rice (2018)
sugirié que se genera disminucién de los espacios
disponibles para la agricultura, y, por ende, reduc-
cién en la oferta de alimentos. Para vislumbrar el
impacto de la variabilidad climatica, en el caso del
cultivo de café, se requiere conocer la distribucién
en el mundo. Este cultivo se puede encontrar como
policultivo tradicional, policultivo comercial y mo-
nocultivo. Cada una de las formas de manejo del
cultivo tiene ventajas y desventajas. Segtin Janissen
y Huynh (2018) y Torres y col. (2020) los policultivos
tradicionales y los cultivos silvestres disminuyen la
transpiracién de las hojas, la velocidad del calenta-
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miento nocturno y diurno, lo que se traduce en un
menor estrés para la planta debido a cambios brus-
cos de temperatura.

Desde el punto de vista ambiental, estos siste-
mas permiten la conservacién de una gran cantidad
de plantas y animales, conservando los ecosistemas
nativos. Por el contrario, el policultivo comercial re-
tiene las especies correctamente asociadas a los cul-
tivos que generan las utilidades monetarias para los
cafeteros. El monocultivo y el policultivo comercial
son los més productivos a corto plazo. Sin embargo,
son los cultivos mds susceptibles a las plagas por-
que ofrecen un entorno mds propicio para el creci-
miento de patégenos.

3.4 Escenarios de cambio climatico por li-
mitantes para el cultivo de café y cacao

Al igual que la aptitud actual (escenario base) por
limitantes, los mapas de aptitud futura pretenden
mostrar cémo se comportard la variabilidad de uni-
dades existentes, es decir, si se reducirdn o aumen-
tardn el namero de clases distintas debido al efecto
del cambio climatico. En la Figura 8 se aprecia que
el modelo GFDL mostr6 para el cultivo del café 27
clases distintas, tres mas que en el escenario base.
Por otra parte, el modelo Hadley present6 28 uni-
dades distintas.
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Tabla 6. Comparacién de superficies (%) a nivel municipal del escenario base con escenarios de cambio climético para el cultivo
de cacao en la regién del Soconusco, Chiapas, México.

Escenario base Modelo GFDL A2 y B2 | Modelo Hadley A2 y B2
L Area total Muy  Marginal No Muy Marginal No Muy Marginal No
Municipio

(ha) apto apto apto | apto apto apto | apto apto apto

Acacoyagua 26.160,91 1,1 59,5 394 1,1 59,9 39,0 0,5 60,5 39,0
Acapetahua 55.293,91 95,7 43 - 77,9 22,1 - 75,2 24.8 -

Cacahoatan 17.996,89 - 39,3 60,7 - 394 60,6 - 394 60,6

Escuintla 39.464,77 32 43,9 52,9 32 441 52,7 2,6 447 52,7
Frontera Hidalgo 11.493,41 100,0 - - 61,5 38,5 - 61,5 38,5 -
Huehuetan 30.644,37 89,1 10,9 84,3 15,7 - 75,1 24,9 -

Huixtla 43.295,09 63,7 34,9 1,4 63,6 36,3 0,1 62,5 374 0,1

Mapastepec 120.802,31 64,5 8,6 26,9 | 54,5 18,7 26,8 | 523 19,7 28,0
Mazatan 37.277,47 100,0 - - 99,5 0,5 - 99,5 0,5 -
Metapa 3.054,27 99,9 0,1 91,9 8,1 - 76,3 23,7 -
Suchiate 22.997,88 100,0 - - 61,2 38,8 - 61,2 38,8 -

Tapachula 95.371,22 51,2 30,2 18,6 | 48,6 32,8 18,6 | 46,4 35,0 18,6
Tuxtla Chico 13.073,17 16,9 83,1 10,9 89,1 - 6,2 93,8 -
Tuzantan 20.435,30 18,2 80,8 1,0 14,5 85,5 - 12,2 87,8 -

Unién Juarez 5.716,02 - 32,3 67,7 - 324 67,6 - 324 67,6
Villa Comaltitlan ~ 45.800,34 70,0 30,0 66,6 334 - 65,4 34,6 -
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Figura 8. Aptitud futura por limitantes a) modelo GFDL A2 y B2, b) modelo Hadley A2 y B2 para café en escenarios de cambio
climatico en la region del Soconusco, Chiapas, México.

Para el cacao, el modelo GFDL mostré 47 clases
distintas, es decir, 11 unidades mds que en el es-
cenario base; el modelo Hadley present6 43 clases
diferentes, Figura 9. Se deduce que los cacaotales
y cafetales fueron adecuados para reforestar areas
completamente taladas y pueden convertirse en co-
rredores bioldgicos entre segmentos de selva, per-
mitiendo la repoblacién de aves, mamiferos, repti-
les y anfibios, entre otros, tal como lo sugiri6 Oga-
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ta (2007). Los sistemas agroforestales tanto de ca-
fetales como de cacaotales fueron herramientas im-
portantes para la conservacién de la biodiversidad,
porque presentaron diferentes especies y formas de
vida vegetal y animal coincidiendo con lo indicado
por Salgado-Mora y col. (2007), y produjeron mu-
chas ventajas positivas, siendo necesario caracteri-
zar los factores més relevantes en el aspecto socio-
econémico y ambiental para mejorar las potenciali-
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dades de los cultivos aqui estudiados y promover-
se como una alternativa de manejo sostenible (Roa-
Romero, Salgado-Mora y Alvarez—Herrera, 2009),
pues pueden ser un “puente” entre el desarrollo

Figura 9. Aptitud futura por limitantes a) modelo GFDL A2 y B2, b) modelo Hadley A2 y B2 para cacao en escenarios de cambio

agricola y la conservacién, facilitando la coopera-
cién y la colaboracién entre los finqueros y los con-
servacionistas (Parrish y col., 1999).
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climdtico en la regién del Soconusco, Chiapas, México.

4 Conclusiones

Para el cultivo de café y cacao, el modelo GFDL
predice en las dreas con muy alto potencial una
reduccién de 4,5y 7,2%, y en las de potencial mar-
ginal un aumento de 5,3 y 7,4%, mientras que las
dreas sin potencial presentan una disminucién de
0,7y 0,2%, respectivamente; este tltimo caso repre-
senta un impacto positivo del cambio climético, aun

cuando es menor que el producido en las zonas con
muy alto potencial. Con respecto al modelo Hadley,
éste pronostica para café y cacao en las dreas con
muy alto potencial una reduccién de la superficie
del 4,8 y 9,3%, y en las dreas de potencial marginal
un incremento de 3,9 y 9,2% y en las 4reas sin po-
tencial un incrementé de 1,0% y una disminucién
de 0,1 %, respectivamente.
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Aptitud de los cultivos de café (Coffea arabica L.) y cacao (Theobroma cacao L.) considerando

escenarios de cambio climdtico

La aptitud futura de ambos cultivos se verd afec-
tada negativamente por el cambio climatico. La dis-
minucién en la superficie con nivel muy apto para
el establecimiento de ambos cultivos a lo largo del
tiempo concuerda con la reduccién en el volumen
de produccién que se presentd en la tdltima déca-
da, segtin los datos histéricos de produccién. Para el
afno 2030 se perdera entre 5,5 y 5,8 % de areas poten-
ciales para el establecimiento de café; mientras que
en cacao se perderdn entre 7,2 y 9,3% de las éreas
potenciales.
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Resumen

Los Ecosistemas Andinos proveen importantes servicios hidrolégicos para comunidades aguas abajo de los rios. Debi-
do a esta importancia, se han realizado varios estudios hidrolégicos en los tltimos afios, con énfasis en la identificacién
de procesos hidrolégicos e impactos de cambio de uso de la tierra. En estas investigaciones y para la operacién de
pequefios proyectos de riego y agua potable, los rios de montafia se han equipado con vertederos compuestos de pa-
red delgada para estimar los caudales. Para transformar el nivel de agua en caudal, las ecuaciones de los vertederos
emplean coeficientes de descarga tedricos, los cuales no necesariamente se ajustan a las condiciones reales de campo,
principalmente a la fluviomorfologia del sitio y aspectos constructivos del vertedero, complicando sus mediciones.
Por ello, este estudio analiza el efecto de utilizar coeficientes tedricos en lugar de coeficientes ajustados en campo.
El estudio se realiz6 en 9 microcuencas (0,2 — 7,53km?) ubicadas en el Observatorio Ecohidrolégico de Zhurucay, en
el paramo del sur del Ecuador. Para calibrar los coeficientes, se generaron curvas de descarga mediante mediciones
de dilucién de sal y mecanicos. Los resultados revelaron que los coeficientes de descarga difieren de su valor tedrico
hasta en un 15% para vertederos de seccién triangular (DCvn) y hasta un 25% para seccién rectangular (DCr). El
DCvn afecta 4 veces mas en la estimacion de caudales bajos y medios que el DCr en caudales altos. Por su parte, el
aforo por dilucién de sal es mds preciso para caudales medios y altos, pero en caudales bajos, este sobrestima un 10 %.
En general, los resultados sugieren que es esencial ajustar los coeficientes en campo para evitar errores en diferentes
estudios hidrolégicos.

Palabras clave: Hidrologia, Andes Tropicales, Monitoreo Hidrolégico, Aforos, Ecuador.
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Abstract

Andean ecosystems provide important hydrological services for downstream communities. Due to this importance,
several hydrological studies have been carried out in recent years, with emphasis on hydrological processes identifi-
cation and land use change impacts. In several studies, but also for the operation of small-scale irrigation and drinking
water projects, small streams have been equipped with compound, sharp-crested weirs for discharge estimation. To
transform the water level (stage) into a discharge (water rate), weir equations use theoretical discharge coefficients,
which do not necessarily apply under the actual field conditions, mainly site fluviomorphology and weir construction
aspects, introducing uncertainty in their measurements. Therefore, this study analyzes the effect of using theoretical
coefficients instead of adjusted coefficients in field. The study was conducted on 9 micro-catchments (0,2 — 7,53km?)
located in the Zhurucay Ecohydrological Observatory in the paramo of southern Ecuador. To calibrate the coeffi-
cients, discharge curves were generated by mechanical and salt-dilution gauging methods. Results revealed that the
discharge coefficients differed from their theoretical value by up to 15% for triangular (V-notch) weir section (DCvn)
and by up to 41 % for rectangular weir section (DCr). The DCvn affects 4 times more in low and medium discharges
estimation than DCvn in high discharges. On the other hand, salt-dilution method is more precise for medium and
high discharges, but at very low discharges, it overestimates discharge up to 10%. Overall, results suggest that it is
essential to calibrate the discharge coefficients in the field to avoid errors in hydrological studies.

Keywords: Hydrology, Tropical Andes, Hydrological monitoring, Gauging methods, Ecuador.
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Efecto del coeficiente tedrico de descarga de vertederos sobre la medicion de caudales en pequeiios

rios Andinos

1 Introduccion

Mas del 50 % de la poblacién a nivel mundial obtie-
ne agua proveniente de las montafias. Los Andes,
que cubren una cadena montafiosa continua en Ve-
nezuela, Colombia, Ecuador, Perd, Chile, Bolivia
y Argentina, tienen més de 2’500 000 km? y alber-
gan a mds de 85 millones de habitantes (alrededor
del 45% de la poblacién total del pais). Ademads,
al menos otros 20 millones de personas que viven
en las ciudades costeras del Pacifico de Sudamérica
también dependen del agua proveniente de los An-
des (Hofstede, Segarra y Mena, 2003; CONDESAN,
2012). Los ecosistemas de pdramo, puna, jalca y
bosque nublado montano constituyen depésitos de
agua en los Andes (Ochoa-Tocachi, Buytaert y De
Bievre, 2016), y su regulacién hidrolégica natural se
considera clave para el funcionamiento de los siste-
mas de agua potable y riego no regulados (es decir,
sin embalses artificiales) en las zonas altoandinas
(De Bievre y col., 2003; Hamel y col., 2018).

En los ultimos afios se han llevado a cabo estu-
dios hidrolégicos en cuencas de paramo andinas,
que van desde el estudio de los procesos hidrolégi-
cos y la generacion de escorrentia (Mosquera y col.,
2015; Correa y col., 2017; Correa y col., 2019; Mos-
quera, Segura y Crespo, 2018; Lazo y col., 2019) a
los impactos de la agricultura (Buytaert y col., 2005;
Buytaert y col., 2006; Crespo y col., 2010; Ochoa-
Tocachi, Buytaert y De Bievre, 2016) y la forestacion
con especies exéticas (Buytaert, De Bievre e Iniguez,
2007; Crespo y col., 2012; Bonnesoeur y col., 2019;
Bonnesoeur, Locatelli y Ochoa-Tocachi, 2018; Marin
y col., 2018). Se han realizado estudios similares en
bosques andinos (Tobén, 2008; Roa-Garcia y col.,
2011; Crespo y col., 2012), que se basan en datos
hidroldgicos recogidos en cuencas experimentales
y representativas. Tal es la importancia del moni-
toreo hidrolégico que ha dado origen a la Iniciati-
va Regional para el Monitoreo Hidrolégico de los
Ecosistemas Andinos-iIMHEA (Célleri y col., 2010;
Ochoa-Tocachi y col., 2018), el cual monitorea las
precipitaciones y la descarga en mds de 25 micro-
cuencas (entre 0,2 y 10 km?) distribuidas por los
Andes Tropicales.

En la mayoria de estas pequefias cuencas se uti-
lizan vertederos con muesca en V (seccién triangu-
lar) para medir la descarga (caudal) del canal abier-
to (Célleri y col., 2010; Crespo y col., 2010; Guall-
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pa y Célleri, 2013; Mosquera y col., 2015; Ochoa-
Tocachi y col., 2016), ya que permiten convertir la
altura de agua en caudal con gran precision y exac-
titud mediante el uso de la ecuacién del vertedero.
Sin embargo, es muy dificil encontrar condiciones
de campo ideales para la construcciéon de vertederos
y para la instalacién de sensores de nivel de agua
(Guallpa y Célleri, 2013). Estas desviaciones de las
condiciones ideales aumentan la incertidumbre en
las mediciones, porque el coeficiente de descarga de
la ecuacién del vertedero se ve afectado. Segtin va-
rios autores (Westerberg y col., 2011; Guallpa y Cé-
lleri, 2013), estas incertidumbres deberian evaluarse
antes de estimar los recursos hidricos, pero en la
préctica rara vez se hace.

Los coeficientes de descarga teéricos fueron de-
terminados en el laboratorio mediante ensayos en
condiciones controladas (Bergmann, 1963). Sin em-
bargo, cuando se construyen vertederos en peque-
fios rios y quebradas de montafia, las condiciones
de campo son diferentes a las del laboratorio. Exis-
ten dos condiciones que son dificiles de lograr en el
campo 1) el nivel del agua debe medirse a una dis-
tancia minima aguas arriba de cuatro veces la altura
maxima sobre la cresta del vertedero; y 2) las veloci-
dades del flujo de agua entrante deben ser cercanas
a cero. La primera condicién no se cumple porque,
en la mayoria de los casos, el sensor se instala junto
en la cresta del vertedero, por lo que las mediciones
se ven afectadas por el descenso del nivel del agua
sobre el vertedero; se elige esta posicién porque es
el lugar menos probable en el que los sedimentos
arrastrados en épocas de lluvia puedan causar da-
fios al sensor electrénico sumergido.

Por otro lado, la fuerte pendiente del cauce
(Mosquera y col., 2015) y los caudales maximos no
permiten mantener velocidades de flujo bajas so-
bre los vertederos. Por estas razones, el coeficiente
de descarga del vertedero serd diferente a los va-
lores tedricos. No obstante, hasta ahora no se han
encontrado estudios que evaltien el impacto de uti-
lizar coeficientes de descarga tedricos en lugar de
los determinados en el campo. Segtin Birgand, Le-
llouche y Appelboom (2013) y Coxon y col. (2015),
no hay estudios acerca del potencial asociado a las
mediciones de descarga en condiciones no ideales.
Por esta razén, el objetivo de este estudio es identifi-
car el efecto del uso de los coeficientes teéricos para
calcular la descarga bajo condiciones no ideales de
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construccién de vertederos en cuencas andinas.

2 Materiales

2.1 Area de estudio

El estudio se llevé a cabo en el Observatorio Ecohi-
drolégico de Zhurucay (Figura 1), que se encuentra
en un ecosistema de padramo en el sur de Ecuador.
El rio Zhurucay es un afluente del rio Jubones que
desemboca en el océano Pacifico (Mosquera y col.,
2015; Correa y col., 2019). La cuenca del rio Zhuru-

cay tiene un drea de drenaje de 7,53 km? y un ran-
go altitudinal entre 3400 y 3900 m s.n.m. La pre-
cipitacién media anual es de 1345 mm con lluvias
bien distribuidas durante el afio, y se caracterizan
por ser eventos frecuentes y de baja intensidad (Pa-
drén, Crespo y Célleri, 2015). La evapotranspiracién
anual (ETa) es de 622 mm (Ochoa-Sanchez y col.,
2019). La vegetacion estd compuesta principalmen-
te por pastos de tussock (72% de la cuenca) y plan-
tas de cojin (24 %); las especies forestales como Poly-
lepis y Pinos cubren el resto de la cuenca (Correa
y col., 2017; Carrillo-Rojas y col., 2019).

~ LEGEND
-

Flow measurement

River network

Ecuador

Figura 1. Area del estudio: Observatorio ecohidrolégico de Zhurucay. M9: vertedero rectangular. M1 a M8: vertederos compues-
tos.
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2.2 Vertederos

El monitoreo de caudales en Zhurucay sigue un
enfoque anidado, utilizando 9 vertederos situados
aguas arriba o abajo de las confluencias. Estos ver-
tederos son o bien vertederos compuestos de mues-
ca en V y cresta afilada (que consisten en una parte
de muesca en V (seccién triangular) y una parte rec-
tangular, y se denominan M1 a M8) o un vertedero
rectangular de cresta afilada (M9). Existe descarga
libre aguas abajo de los vertederos (es decir, aire ba-
jo la ldmina de descarga sobre el vertedero), lo cual

es un requisito para utilizar la ecuacién del verte-
dero (Figura 2). Cada vertedero tiene un sensor de
nivel de agua con una precisién de 1 mm, y regis-
tra datos cada 5 minutos. En los arroyos maés pe-
quefios (de 0,2 a 3,28 km?) se colocaron vertederos
de muesca en V compuesta, ya que permiten me-
dir con precisién descargas muy bajas (Célleri, De
Biévre y Ochoa, 2012). La construccién y las especi-
ficaciones de los vertederos se pueden encontrar en
Bergmann (1963) y United States Bureau of Recla-
mation (2001).

Figura 2. Ejemplos de un vertedero rectangular (izquierda) y de un vertedero compuesto (muesca en V - rectangular) (derecha)
en la zona de estudio.

Existen ecuaciones especificas para los vertede-
ros en V y rectangulares. Para los vertederos de
muesca en V, cuando la descarga se produce den-
tro de la seccién triangular, se utiliza la ecuacién
de Kindsvater (Ecuacién 1) ofrecida por el United
States Bureau of Reclamation (2001). Para los ver-
tederos rectangulares suprimidos de cresta aguda,
Kindsvater y Carter (1959) desarrollaron la ecua-
cién (Ecuacidén 2). Los mismos autores crearon una
ecuacion para estimar la descarga que pasa por un
vertedero compuesto, que consiste en una parte con
muesca en V (con un dngulo de muesca de 90 gra-
dos) y una parte rectangular (Ecuacién 3).

0=137xh/? (1)

0=1,77+Lxh*? )

Q= 137+(° —(h—H)"?)+ 1,77+ B(h—H)*” (3)
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Para las ecuaciones 1 a 3: Q es el caudal (m*/s);
h es la altura del agua desde el vértice de la muesca
en V (m), medida en un punto situado a una dis-
tancia horizontal de 4H aguas arriba del vertedero;
H es la altura de la muesca en V (m); B es la an-
chura combinada (m) de las partes rectangulares del
vertedero; L es la anchura (m) del vertedero rectan-
gular; y 1,37 y 1,77 son los coeficientes teéricos de
descarga para la muesca en V (DCvn) y la seccién
rectangular (DCr), respectivamente. La H de todos
los vertederos de Zhurucay es de 30 cm. Para es-
te estudio se han considerado descargas bajas hasta
5,51/s (h<11 cm); descargas medias entre 5,5 y 67,5
1/s (11 <h < 30 cm), y valores superiores a 67,51/s
(h > 30 cm) para descargas altas.

3 Meétodos

Se cuestionaron y recalcularon los coeficientes de
descarga de las ecuaciones 1 a 3. En primer lugar,
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se midi6 el nivel del agua y la descarga en el cam-
po en varias campafias de monitoreo, asegurdndose
de que se registraban todo el rango de caudales (de
bajo a muy alto) (Seccién 3.1). Las mediciones para
caudales medios y altos (8 a 10 mediciones de des-
carga) se realizaron entre febrero a mayo (periodo
de lluvias), y para caudales bajos (5 a 7 mediciones)
entre agosto y septiembre (periodo seco). A conti-
nuacién, se calcularon los coeficientes de descarga
efectiva y se analiz6 el impacto del uso de los te6ri-
cos para la estimacién de la descarga (Seccién 3.2).

3.1 Métodos de medicion de la descarga

Se utilizaron tres métodos de medicién de caudales
para estimar las curvas altura-descarga: volumétri-
co (volumen-tiempo), velocidad-drea (medidor de
corriente o correntémetro) y método de dilucion. En
esta seccidn, se detalla cada método. El método de
dilucién se describe con mds detalle por ser el me-
nos comun.

3.1.1 Meétodo volumétrico

Se utiliz6 un ecipiente o balde de 20 litros para reco-
ger el agua que flufa por los vertederos con muescas
en V. El tiempo de llenado del recipiente se midi6
con un cronémetro. La descarga se estimé como la
divisién del volumen del recipiente entre el tiem-
po necesario para llenarlo (Hydromatch, 2014). Este
método se utiliz6 para medir las descargas con un
nivel de agua por encima del fondo del vertedero
hasta 15,5 cm. Se realizaron varias mediciones para
una mayor precisién de los resultados.

3.1.2 Meétodo de velocidad-area (Medidor de la co-
rriente)

La descarga se determiné a partir de la medicién
del area de la seccién transversal del arroyo y de
la velocidad media del flujo. Este método se detalla
en la Guia de Practicas Hidrologicas de la Organi-
zacién Meteorolégica Mundial (WMO, 1994). Estas
mediciones se realizaron aguas arriba o aguas abajo
del vertedero (distancia de 5 m aproximadamente),
donde las condiciones del flujo de agua eran esta-
bles. La velocidad del flujo se midi6 utilizando una
hélice de correntometro que giraba alrededor de un
eje horizontal. Cada revolucion de la hélice genera
un impulso eléctrico que es registrado por un regis-
trador de datos. La velocidad de las revoluciones es
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proporcional a la velocidad del flujo (WMO, 1994).
Antes de realizar las mediciones sobre el terreno, el
equipo fue calibrado en el laboratorio segtin los ma-
nuales de fabrica. Este método se utiliz6 para medir
las descargas medias y altas, cuando la altura del
agua por encima del vertedero era superior a 15 cm.
El método no se utilizé para las descargas bajas por-
que el bajo nivel de agua indicaba que la hélice no
estaba totalmente sumergida.

3.1.3 Método quimico (Dilucion salina)

Este método se basa en la capacidad de la corriente
para diluir uniformemente el trazador en el agua
(Rantz, 1982). Los rios y arroyos de montafia tienen
en promedio pendientes superiores al 35% (Mos-
quera y col., 2015) y flujo turbulento. Estas caracte-
risticas permiten la aplicacién del método de dilu-
cién salina en la zona de estudio. Ademads, segtn
Kite (1993), esta técnica debe aplicarse cuando la
descarga es inferior a 15 m?®/s. En la zona de estu-
dio, el caudal méximo medido es de 6 m*/s en la
salida (M9). Por lo tanto, el método se aplicé para
medir la descarga baja, media y alta.

El método especifico utilizado fue la inyeccién
instantdnea (Rantz, 1982). Frederick y Cobb (1985),
Kite (1993) y Bronge y Openshaw (1996) descri-
ben el procedimiento detallado para la medicién en
campo, y se puede resumir en cuatro pasos: 1) di-
luir una cantidad de sal conocida en un recipiente
de agua, 2) inyectar la solucién aguas arriba en un
punto en el que el flujo es turbulento, 3) medir la
Conductividad Eléctrica (CE) inicial en el drea de
medicién y luego en cada paso de tiempo (el paso
de tiempo para el presente estudio fue de 1 segun-
do), 4) realizar medidas continuas hasta que la CE
alcance el valor inicial (+2uS/cm). Las mediciones
de descarga son muy precisas cuando las relaciones
inicial-méxima de las conductividades eléctricas es-
tdn entre 2,5 y 3 (Bronge y Openshaw, 1996, Comina
y col., 2013).

Para calcular la descarga, hay que construir la
curva tiempo-CE. El 4rea bajo la curva correspon-
de al aumento de la CE debido a la sal inyectada.
El equivalente de sal que atraviesa la seccién en ca-
da paso de tiempo se obtiene entonces mediante el
factor de conversion (K). En este caso, K = 2,0832
(I/mg + uS/cm). El drea bajo la curva se determina
mediante la Ecuacién 4, y la descarga mediante la
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Ecuacién 5. Donde A es el area bajo la curva de me-
diciéon (uS/cm xs); EC(t) es la conductividad eléctri-
ca en el tiempo t (uS/cm); ECbg es la conductividad
eléctrica inicial del rio (uS/cm); M es la cantidad de
sal que se inyecta (mg); K es el factor de conversién;
y Q es la descarga estimada (/).

A= / (EC(t) — ECpg(t))dt = Y (EC(t) — ECpg(1)) At
4

&)

Para asegurarse de que la solucién salina que se
inyecta al rio se mezcla correctamente, es necesario
considerar una distancia adecuada entre el punto
de inyeccion y el area de medicion. Aunque exis-
ten varias ecuaciones para calcular esta longitud
de mezcla (Kite, 1993; Comina y col., 2013; Comina
y col., 2014), es mejor determinarla en campo para
cada sitio (Tazioli, 2011). Como regla general, esta
longitud debe estar entre 20 y 70 metros, depen-
diendo de la descarga y las condiciones del flujo
en el drea de medicién (Sappa, Ferranti y Pecchia,
2015). Ademas, el tramo entre el punto de inyeccién
y el drea de medicién debe ser recta y sin enchar-
camientos para que la sal no se separe del flujo
principal (Hudson y Fraser, 2002). Debido a que ca-
da corriente de las 9 microcuencas tiene diferentes
propiedades fluviomorfolégicas, se utilizaron dife-
rentes relaciones de cantidad de sal-descarga para
la medicién del flujo. La Tabla 1 muestra una guia
para la medicién de caudales en el ecosistema de
paramo con el método de dilucién de sal, basado en
la relacién de CE inicial y méxima (umax/to) que de-
be estar entre 2,5 y 3 para una adecuada medicién
de caudales (Comina y col., 2013).

La longitud determinada para las diferentes co-
rrientes del drea de estudio se encuentran entre 13 y
50 m. Salvo en las condiciones de bajo caudal, las
longitudes se encontraban en el rango de 20 - 70
m, tal y como sugieren (Sappa, Ferranti y Pecchia,
2015). Aunque los valores mostrados en la Tabla 1
pueden servir de referencia para calibrar caudales
en cuencas con condiciones similares, hay que tener
en cuenta que la cantidad de sal a diluir y la longi-
tud de mezcla dependen de la velocidad y turbulen-
cia del flujo, de la CE inicial y de las condiciones de
pendiente y encharcamiento del agua en el arroyo.
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Tabla 1. Relacién entre la cantidad de sal, la longitud de mez-
clay la descarga para la medicién de caudales por el método de
dilucién salina en la cuenca estudiada.

Cantidad

ol L e gt
) Ho
k
gr m I/s m—‘i -
10 13 2,19 456 3,17
10 13 3,17 315 2,98
14 13 5,31 2,63 3,26
16 15 8,51 1,88 2,68
35 18 14,34 244 273
36 15 18,89 19 327
65 18 42,16 1,54 294
85 20 51,17 1,66 2,78
148 20 81,75 1,81 31
177 25 138,46 127 2,29
360 25 384,22 093 2,74
420 30 621,65 0,67 26
2500 50 1420 1,76 2,8

Hmax: max. conductividad.
to: conductividad inicial.

Para el total de ensayos realizados de medicién
del caudal, la relacién media fue de 2,01 kg de sal
por m3, con un minimo de 0,67kg/m? y un maximo
de 4,56kg/m>. Estas relaciones coinciden con Valdes
(2007), quién recomendé valores entre 2 a 5 kg/m3.
Por otro lado, (Hudson y Fraser, 2002) demostra-
ron que la cantidad de sal no es significativa para la
aplicacién del método de dilucién de sal, y conclu-
yeron que, si se aumenta la cantidad de sal, el 4rea
bajo la curva de CE aumentaria proporcionalmente
y tendria un impacto minimo en las estimaciones de
descarga. No obstante, sugieren utilizar concentra-
ciones de 2kg/m>.

3.2 Calibracion del coeficiente de descarga

Para calcular la curva de descarga de cada verte-
dero, se determiné el mejor método de calibracién
para las diferentes condiciones de campo. Para los
caudales bajos, se considerd como referencia el mé-
todo volumétrico por la alta precision que tiene
para estas condiciones. Para los caudales medios
y altos, se consideré como referencia el método de
dilucién salina porque es muy preciso en rios de
montafia (Kite, 1993) y su precisién es superior al
95% en condiciones de mezcla completa (Moore,
2004). Para asegurarse de que los resultados del
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presente estudio son significativos y para calcular
las diferencias relativas entre los tres métodos des-
critos, se midi6 la descarga utilizando todos ellos
simultdneamente.

Una vez calculadas las curvas de descarga, se
pueden determinar los Coeficientes de Descarga
(CD) para cada vertedero. Los CD se calcularon me-
diante el método de ajuste de minimos cuadrados
(World Bank y Government of the Netherlands fun-
ded, 1999), utilizando la relacién altura de agua-
descarga para cada vertedero y manteniendo cons-
tantes los exponentes de las ecuaciones (Ecuaciones
1 a 3). Para obtener la curva de descarga mejor ajus-
tada a los puntos de calibracién, se utiliz6 el Por-
centaje de Sesgo Absoluto (PAB) (Ecuacién 6) como
indice estadistico para evaluar la diferencia entre las
observaciones (medicién) y la curva de descarga ca-
librada. Donde X son los datos ajustados; ¥ son los
datos observados; y (X,Y) es la mitad de la media
de la suma X +7Y. Los criterios para categorizar los
resultados se adoptaron de Tokay, Bashor y McDo-
well (2010), que se muestran en la Tabla 2.

(1/nm) Xy [1X: = Yi|

PAB=
(X,7)

(6)

Tabla 2. Criterios para el indice de sesgo absoluto porcentual

(PAB).
PAB Ajuste
<5 Excelente
5—10 Muy bueno
10—15 Bueno
15—20 Razonable
>20 Bajo

4 Resultados y Discusion

4.1 Comparacion entre los métodos de me-
dicion de caudales

En condiciones de bajo caudal, el método de dilu-
cién salina sobrestima ligeramente los valores en
comparacién con el método volumétrico (0,14 1/s)
(la Figura 3 y la Tabla 3 muestran las diferencias en-
tre los tres métodos de medicion para 9 microcuen-
cas). Esta sobreestimacion podria deberse al hecho
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de que para condiciones de baja descarga la solu-
cién salina no se mezcla completamente en la co-
rriente, siendo la principal condicién para una me-
dicién eficiente, causando asi este error. A medida
que aumentan los valores de caudal, también au-
menta la turbulencia y la diferencia entre los mé-
todos de dilucién salina y volumétrico disminuye
hasta un punto en el que el método volumétrico
arroja valores més altos para condiciones de caudal
medio. Esto se debe a que la precisiéon del método
volumétrico disminuye para una mayor descarga,
es decir, el envase se llena de agua mucho més rapi-
do y el tiempo de registro es mas corto (< 2 segun-
dos), lo que impide medir con precisién y generan
errores de medicién.

90
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Figura 3. Relacién etapa-descarga utilizando los tres métodos
de medicién, promedio de 9 cuencas.

El método de velocidad-adrea sobreestima la des-
carga un 40 % en promedio con respecto al método
de dilucién salina (Figura 3 y Tabla 3). Esto podria
deberse al hecho de que lo cauces aforados no cum-
plen las condiciones recomendadas por la Organi-
zacién Meteorologica Mundial (WMO, 1994), en es-
pecial debido a que las lineas de flujo deben ser pa-
ralelas a lo largo de la seccién del arroyo y que la
altura de agua minima por encima del vertedero de-
be ser de 15 cm. Estos resultados son similares a los
presentados por Gees (1990) y Tazioli (2011); quie-
nes encontraron diferencias de hasta 38% y 50%
respectivamente para condiciones de baja y media
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descarga. Por otro lado, Sappa, Ferranti y Pecchia
(2015) concluyeron que los métodos de dilucién sa-
lina y de velocidad-drea son similares, con peque-
fias diferencias entre el 1% y el 8%. Sin embargo,

las diferencias con la presente investigacion radican
en que en ese estudio se utilizaron canales con flujo
laminar para la medicion del correntimetro.

Tabla 3. Diferencias entre los tres métodos de medicion de caudales.

Métodos de medicion del caudal

Altura de agua Volumétrico Velocidad-Area Dilucién de sal
cm I/s  Diferencia* (%) I/s Diferencia™ ( %) I/s Diferencia* ( %)
5 0,73 0,9 23,28
5,2 0,8 0,9 12,5
54 0,86 0,95 10,46
Baja 6,8 1,52 1,7 11,84
descarga 7,5 1,96 2 2,04
7.9 2,16 2,05 -5,09
9,5 4,34 4,5 3,68
10 5.2 4,73 -9,03
10,5 5,62 5,31 -5,51
11 6,81 -0,88 6,87
11,5 7,37 5,44 6,99
12,5 9,64 8,43 15,62 75,77 8,89
13,1 10,8 10,2 17,09 74,45 9,8
Descarga 14,5 13 7,43 18,27 51,06 12,1
media 15,5 15,9 6 22,76 51,79 15
17,2 24,93 38,5 18
18 26,55 32,1 20,1
24,8 54,64 26,5 432
25,6 57,4 21,1 474
29,8 88,63 15,4 76,81

*Para las descargas bajas, la diferencia es respecto al método volumétrico. Mientras que para las descargas medias y altas la diferencia es
respecto al método de dilucién de sal.

A partir de estos resultados, se construy6 la cur-
va de descarga para los diferentes vertederos, con-
siderando los datos del método volumétrico para
condiciones de baja descarga (Q < 5,51/s) y del mé-
todo de dilucién salina para condiciones de media
(5,5<0<67,51/s) y alta descarga (Q > 67,51/s).

4.2 Calibracion de los coeficientes de des-
carga

La Tabla 4 muestra los coeficientes de descarga ca-
librados para los 9 vertederos; hubo 5 DCr que no
se calibraron porque no habia suficientes datos de
medicién de caudales sobre la descarga alta en es-
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tos vertederos. El error de ajuste de los valores de
descarga aforados comparado con la curva de des-
carga calibrada son bajos (PAB < 5% en la Tabla 4).
Por otro lado, los DCvn varfan entre 1,19 y 1,56 para
la seccién triangular (DCvn tedrico= 1,37), y entre
1,53 y 3,00 para la seccién rectangular (DCr te6ri-
co=1,77). Estas diferencias representan un error re-
lativo de hasta el 15% para vertederos con seccién
en V (DCvn) y de hasta el 41,0% para la seccién de
vertedero rectangular (DCr) en comparacién con los
valores tedricos (Tabla 4). Las diferencias entre los
coeficientes teéricos y los calibrados se deben a las
caracteristicas especificas de cada rio y caudal, co-
mo la construccion de la estructura, la pendiente del
cauce del rio y la seccién transversal.
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Tabla 4. Coeficientes de descarga calibrados para las ecuaciones de descarga y su efecto en los coeficientes de escorrentia (RC)
de cada microcuenca.

Coeficientes de descarga Inicial RC. El:l‘Ol’
corregida Relativo RC
Vertedero
DCvn DCr
Error Error mm/mm - mm/mm %
Valor  PAB Relativo DCvn Valor  PAB Relativo DCr

M1 1,235 39 10,90 % 0,625 0,564 10,82
M2 1,19 3,8 15,10% 0,648 0,564 14,89
M3 1,557 1,95 -12,00% 0,564 0,64 -11,88
M4 1,45 5,18 -5,50% 2,39 5.4 -25,90 % 0,623 0,666 -6,46
M5 1,56 3 -12,20% 0,56 0,63 -11,11
M6 1,521 8 -9,90% 0,446 0,491 9,16
M7 1.3 6,9 5,40 % 1,825 2.8 -3,00 % 0,873 0,855 2,11
M8 1417 47 -3,30% 3 43 -41,00 % 0,731 0,776 -5,8
M9 1,533 52 15,50 % 0,782 0,677 15,51

DCvn = Coeficiente de descarga para la seccion triangular (Muesca en V). DCr = Coeficiente de descarga para la seccion rectangular.
RC = Coeficiente de escorrentia.

Con las curvas de descarga calibradas se obtu-
vo un hidrograma mds preciso. Esto permite de-
terminar el error en el rendimiento hidrico de ca-
da microcuenca cuando se utilizan las ecuaciones
tedricas con los coeficientes no calibrados. El coefi-
ciente de escorrentia (CR = precipitacion de entra-
da/escorrentia de salida) representa el rendimiento
hidrico de una cuenca. El error relativo en el CR se
sitdia entre el 2,11% y el 15,51 % con un sesgo tanto
negativo como positivo encontrado entre este gru-
po de vertederos, 6,56 % en promedio para todas las
microcuencas (Tabla 4). Como se observa, cuando
los vertederos no estan calibrados, el cdlculo del ba-
lance hidrico de las microcuencas se ve afectado.

Se realiz6 un anélisis de sensibilidad de los co-
eficientes de descarga en el hidrograma. En primer
lugar, se determind la descarga anual acumulada
cambiando s6lo el DCvn ajustado en la Ecuacién 3;
luego, se hizo la misma estimacién utilizando so6-
lo el DCr calibrado (DCvn= coeficiente tedrico). Se-
gun estos andlisis, para un afio hidrolégico, la DCvn
afecta 4 veces mads las descargas bajas y medias que
la DCr a las altas. La estimacién del caudal es més
sensible a DCvn porque en la mayor parte del tiem-
po (95% del total de registros) el caudal es inferior a
65,51/s (h < 30 cm en este estudio); es decir, el cau-
dal pasa s6lo por la seccién triangular de los verte-
deros. Ademas, la ecuacién tedrica para la seccién
triangular sélo es véalida para un caudal superior a
1,41 1/s (h = 6,4 cm) (United States Bureau of Re-
clamation, 2001), que es mayor a los caudales bajos
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observados para la zona de estudio (0,70 1/s; h =5
cm), especialmente en condiciones secas.
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Figura 4. Calibracion de la curva de descarga para el vertedero
compuesto M4.

5 Conclusiones

Este estudio se centr6 en determinar los coeficientes
de descarga de los vertederos instalados en cam-
po y su importancia para el cdlculo del caudal.
Con respecto a los diferentes métodos de medi-
cién de caudales, se puede concluir que el método
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de velocidad-area no es aplicable en todas las con-
diciones debido a las numerosas suposiciones que
plantea y que no suelen cumplirse para los rios de
montafia, lo que provocé una sobreestimacién de
la descarga del 40% en promedio. El método de
dilucién salina es el mejor para las condiciones de
descarga media y alta, pero para la descarga baja,
subestima un 10% en comparacién con el método
volumétrico, que es mds preciso para estas con-
diciones. El uso de este método es especialmente
conveniente porque es de bajo coste, facil de apli-
car, tiene un bajo impacto y una alta precision.

Por otra parte, aunque la geometria era la mis-
ma para los vertederos compuestos, los coeficientes
calibrados variaban entre 1,190 y 1,557 para DCvn
y entre 1,53 y 3,00 para DCr, debido a las diferentes
caracteristicas especificas del lugar. Cuando se uti-
lizan los coeficientes de descarga tedricos, el error
en el rendimiento hidrico de las microcuencas varia
entre el 2,11% y el 15,51% para los diferentes ver-
tederos en un afio hidrolégico. Estos errores afectan
directamente al cierre del balance hidrolégico de
las microcuencas. Por lo tanto, concluimos que ca-
da vertedero necesita tener una una calibracién in
situ del coeficiente de descarga como requisito para
obtener estimaciones confiables de caudal.

La metodologia y los resultados del presente es-
tudio serdn dtiles para diferentes proyectos de mo-
nitoreo del agua en los ecosistemas andinos. Los va-
lores de descarga se pueden evaluar y corregir pa-
ra minimizar el error en los estudios hidrolégicos y
proyectos de desarrollo de recursos hidricos.
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Resumen

La transmision bacteriana al ser humano puede vehiculizarse por el agua y ocasionar enfermedades entéricas, por lo
que el objetivo de la presente investigacion es evaluar la efectividad del uso de diatomeas en la filtracién de bacterias
hidrotransmisibles. El estudio fue realizado en la Universidad Nacional de Chimborazo, Ecuador, desde octubre de
2019 a marzo de 2020, combinando técnicas de cultivo en agar sangre y agar MacConkey; cuantificacién de colonias
y filtracién frente a tiempo y longitud de filtro. Se utilizaron 120 muestras de diluciones de cepas comerciales de Es-
cherichia coli y Staphylococcus aureus para contaminar el agua de tal forma que se pudiera evidenciar la eficacia de la
filtracién en diatomeas de distinta procedencia. Los resultados fueron contrastados con los rangos establecidos por la
Organizacién Mundial de la Salud y se realizaron controles positivos y negativos de los medios de cultivo y agua. Las
diatomeas de Guayaquil fueron las que indujeron a una mejor filtracién del agua frente a las diatomeas de Palmira. Al
aplicar el lecho filtrante de 10 cm de diatomeas, se obtuvo un crecimiento de 86 UFC/100ml en 24 horas, mientras que
al aumentarse la cantidad del filtro a 20 cm se observé un descenso de la carga bacteriana del agua en 21 UFC/100ml
en 10 horas. De acuerdo al rango establecido por la OMS el crecimiento bacteriano disminuy®6, lo que indica que los
filtros de diatomeas tienen la capacidad de retener bacterias. Por esto, se presume que, al combinarlas con materiales
adicionales como carbén activado, su potencial filtrante se incrementaria.

Palabras clave: Diatomeas, filtro, cultivo, lecho filtrante.

Abstract

Bacterial transmission to humans can be carried by water and cause enteric diseases, so the objective of this paper is
to evaluate the effectiveness of the use of diatoms in the filtration of waterborne bacteria. The study was carried out
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at Universidad Nacional de Chimborazo, Ecuador; from October 2019 to March 2020, combining culture techniques
on blood agar and MacConkey agar, colony quantification and filtration versus filter time and length. 120 dilutions
samples of commercial strains of Escherichia coli and Staphylococcus aureus were used to contaminate the water in such
a way that the efficiency of filtration in diatoms of different origins could be observed. The results were contrasted
with the ranges established by the World Health Organization and positive and negative controls were carried out
on the culture media and water. The diatoms of Guayaquil were the ones that induced a better filtration of the water
compared to the diatoms of Palmira. When applying the filter bed of 10 cm of diatoms, a growth of 86 CFU/100ml
was obtained in 24 hours, while when the amount of the filter was increased to 20 cm, a decrease in the bacterial load
of the water was observed by 21 CFU/100ml in 10 hours. According to the range established by the WHO, bacterial
growth decreased, which indicates that diatom filters have the ability to retain bacteria. For this reason, it is presumed
that, when combined with additional materials such as activated carbon, their filtering potential would increase.

Keywords: Diatoms, filter, culture, filter bed.
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1 Introduccion

Alrededor del mundo se han documentado diver-
sos brotes microbianos de origen hidrico, debido
a diferentes factores como la contaminacién fecal
de este recurso, por el que son perfectamente vehi-
culizados hasta encontrar un hospedero (Araujo
y col., 1997; Rodriguez Miranda, Garcfa-Ubaque
y Garcia-Ubaque, 2016). Ejemplos de ello se pueden
evidenciar incluso en paises industrializados como
Estados Unidos, en donde han existido diferentes
casos (Rodriguez Gutiérrez, Guzman Osorio y Ver-
jan Garcia, 2015; Losch y Merino, 2016; Centros para
el Control y la Prevencién de Enfermedades, 2020;
OMS, 2020) de brotes bacterianos de Escherichia coli,
Campylobacter jejuni y Legionella. spp., segtn lo pu-
blicado por la revista Quimica Viva (Cérdoba, Del
Coco y Basualdo, 2010). Sin embargo, el brote mi-
crobiano de origen hidrico de mayor significancia
ocurrié en Milwaukee, Estados Unidos, donde el
coccidio Cryptosporidium parvum infect6 alrededor
de 403 000 personas, de entre las cuales causo serias
complicaciones a pacientes inmunocomprometidos
(Arora y Arora, 2009; Del Coco, Cérdoba y Basual-
do, 2009).

Segtin la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), al menos 2 000 millones de personas a nivel
mundial se abastecen de agua potable que esta con-
taminada por heces, otros 159 millones dependen
de aguas superficiales que tienen una gran probabi-
lidad de estar contaminadas. Ademads, se indica que
el agua contaminada transmite enfermedades como
diarrea (Godoy y col., 2011; Cabezas Sanchez, 2018),
colera (Gonzélez, Casanova y Pérez, 2011; Zelada-
Valdés, Led6n-Pérez y Fando-Calzada, 2015), disen-
terfa (Gonzélez-Ramirez y col., 2020), fiebre tifoidea
(Peranovich, 2019) y poliomielitis (Cué Brugueras,
2000), provocando mas de 502 000 muertes por dia-
rrea al ano (OMS, 2019).

Estas infecciones suelen ocurrir debido a que
las bacterias pueden usar el agua como vehiculo
hasta llegar a un hospedero nuevo (Ferrari y To-
rres, 1998; Rodriguez y col., 2015; Herndndez y col.,
2017; Palomino-Camargo y col., 2018), ademds de
que estos microorganismos pueden mantenerse in-
tegros y sobrevivir durante semanas y meses en el
agua (Marin y col., 2020). Factores como instalacio-
nes defectuosas de tuberias, grifos en mal estado,
reparaciones sin las medidas de seguridad necesa-
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rias, contenedores en malas condiciones o con ma-
los cuidados higiénico-sanitarios y falta del debido
mantenimiento de estas instalaciones, son motivos
potenciales por los cuales el agua potable de consu-
mo humano puede contaminarse (Duran y Torres,
2006), predisponiendo al ingreso y multiplicacién
de microorganismos, llegando a ocasionar patolo-
gias variadas en la persona que lo consuma (Grupo
de Tratamiento de Aguas Residuales Universidad
de Sevilla, 2020).

En Ecuador, en un estudio realizado por Palacios
(2013), en el que se analiz6 la condicién del agua de
consumo humano en una regién de Cotopaxi se ob-
serv6 que la contaminacién por coliformes fecales
alcanzaba una prevalencia del 35%, lo que repre-
senta un importante problema de salud ptblica,
siendo asi un foco de transmisiéon de infecciones
para las personas que dispongan de estas fuentes
de agua.

Asi también, en varias zonas de la provincia de
Chimborazo se han realizado varios estudios que
han demostrado la contaminacién hidrica de aguas
tanto de riego agrario como de consumo humano.
Ademas, se evidenci6 que las comunidades rurales
de la region son las mds afectadas debido a la au-
sencia de abastecimiento de agua de calidad, ya que
se disponen de agua directamente de tuberias sin el
previo tratamiento correspondiente (Lara y Mar-
tinez, 2019; Tipan y Martinez, 2019). Las bacterias
encuentran en el agua un medio propicio para su
proliferacion y transporte, siendo asi movilizadas
de un punto geografico a otro, suponiendo riesgo
de contaminacién a todo ser vivo que se vea invo-
lucrado en este ciclo.

Teniendo en cuenta que es posible eliminar la
mayoria de microorganismos presentes en el agua
potable mediante el uso de filtros de diferentes ma-
teriales (Chulluncuy, 2011; OMS, 2012; Rios-Tobén,
Agudelo-Cadavid y Gutiérrez-Builes, 2017), se es-
pera que su aplicaciéon reduzca considerablemente
la carga bacteriana de este recurso, gracias a la ac-
cién de retencion tanto de impurezas como de mi-
croorganismos que se encuentren en ella. Esta agua
post filtraciéon tiene que presentar una carga bacte-
riana baja o nula (segiin el rango de la OMS) para
considerarse como consumible por el ser humano.
La disminucién de bacterias en el agua evidencia la
efectividad de los filtros. Sin embargo, al requerirse
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de varios materiales para la elaboraciéon de filtros
comerciales, se ha magnificado la investigacién so-
bre materiales econémicos y faciles de encontrar
para darles uso en la fabricacién de filtros y por en-
de poder obtener agua potable de manera eficiente
y a un bajo costo (Leal, 2014). En consideracién a
esto, varios autores han considerado el estudio de
la accién de varios materiales que funcionen como
lechos filtrantes, ya sea arena (Gil, Khan y Hernan-
dez, 2002; Blacio y Palacios, 2011), carbén (Silu-
pa y col., 2017; Marin Velasquez, Heredia-Jiménez
y Alcarraz-Curi, 2019), diatomeas (Valencia, 2014),
etc., y que, ademds de eso, sean de alta efectividad
y de costo reducido.

El objetivo de este trabajo es verificar las bacte-
rias de transmision hidrica después de la utilizacién
de lechos filtrantes con diatomeas procedentes de la
region costera de Guayaquil y de la regién andina
de Palmira, ubicadas en el Ecuador, con la finalidad
de comparar y demostrar la capacidad de filtracién
y purificacién del agua frente a bacterias que pue-
dan ser vehiculizadas en ella.

2 Materiales y Métodos

La presente investigacién tiene un enfoque cuan-
titativo, de cohorte transversal, con un nivel
exploratorio-descriptivo y un disefio experimental.
La poblacién considerada para el estudio se cons-
tituy6 por las bacterias que se encontraban en las
aguas analizadas en diferentes intervalos, en base a
los rangos de riesgo de contaminacién establecidos
por la OMS (OMS, 2006), lo cual se realiz6 con el
rango de riesgo intermedio. La muestra se deter-
mindé en base a la relacién entre la altura del lecho
filtrante (centimetros) y el tiempo de filtracién del
agua (horas).

Se incluyeron los datos pertenecientes al con-
trol positivo del agua, asi como control positivo
del filtro y los resultados realizados por triplicado
que tuvieron una aproximacion entre si, excluyendo
aquellos datos cuyos controles denotaban contami-
nacién, especialmente el control negativo del agua
y control negativo del filtro. El estudio no requirié
de un permiso de bioética por no tratarse de una
investigacién humana.

Debido al disefio de tipo experimental de la in-
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vestigacion, se prob6 gradualmente los filtros con
diatomeas (Bacillariophyceae sensu lato) de diferente
origen geografico (diatomeas comerciales de pro-
cedencia de Guayaquil y Palmira), contra bacterias
de diferente tamafio, Escherichia coli (ATCC 25922) y
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) de cultivos co-
merciales, bacterias de amplia distribucién hidrica
(Robert Pullés, 2014), y se evaluaron posterior a la
filtracién en medios de cultivo bacteriolégico; Agar
Triptona Soja (TSA) como medio de enriquecimien-
to y medios especificos (agar sangre de carnero 5 %)
y diferenciales (agar MacConkey). Los medios de
cultivo se prepararon de acuerdo a las especifica-
ciones indicadas por la casa comercial HIMEDIA®.
Se comprobd que los filtros no tuviesen contami-
nantes que pudieran alterar los resultados.

Para contaminar el agua, se realizaron dilucio-
nes 1/10 hasta obtener la dilucién de rango inter-
medio de contaminacién deseado, dilucién 101!
para S. aureus, mientras que para E. coli la dilucién
que le correspondi6 fue 1013, a lo cual se afiadieron
9 ml de solucién fisiolégica estéril y 1 ml de caldo
en el que se encontraba la bacteria contaminante.

Una vez obtenidas las diluciones de agua conta-
minada con bacterias a una concentracién conocida,
se procedi6 a usar las diatomeas en los filtros. Se uti-
lizaron dos ensamblajes, la primera con diatomeas
de Guayaquil y la segunda con diatomeas de Palmi-
ra. La cantidad de diatomeas utilizadas como lecho
filtrante fue de 10 cm, 15 cm y 20 cm para cada pro-
cedencia respectivamente; mientras que en ambos
casos los intervalos de tiempo de filtracién fueron
de 30 minutos, 3 horas, 10 horas y 24 horas. En cada
tiempo establecido se realiz6 el cultivo para la veri-
ficacién de la carga bacteriana.

Para la elaboracién del filtro se utiliz6 un sopor-
te de vidrio (Figura 1) en el cual se introdujeron las
diatomeas por separado segtn su procedencia y al-
tura del filtro (10 cm, 15 cm, y 20 cm). Los bordes
fueron cubiertos con malla metélica y su base fijada
a un grifo para controlar la filtracién realizada. En el
otro extremo del filtro, se dispuso un bidén el cual
contenia el agua contaminada para ser filtrada, mis-
ma que desembocé en un matraz estéril en el que
se recolectaba el material filtrado para su posterior
cultivo y cuantificacién bacteriana.
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3 Resultados dos con diatomeas de procedencia de Guayaquil de-

mostraron tener una mayor capacidad filtrante fren-
De las 120 muestras analizadas, se pudo compro- te a aquellas diatomeas de Palmira. Obsérvese en la
bar que la diferencia es minima entre las dos cla- Tabla 1 que se utilizaron 2 filtros, siendo el filtro 1
ses de diatomeas. Sin embargo, los filtros elabora- de Guayaquil y el filtro 2 de Palmira.

Figura 1. Las diatomeas se colocaron en un soporte de vidrio el cual, a su vez, se conectaba a un grifo en un extremo, y a un
bidén al otro.

Figura 2. Al usar el filtro 2 (Palmira) de 10 cm, A) el crecimiento fue de 95 UFC/100ml con respecto a E. coli, en un periodo de

30 minutos (filtracion escasa). B) se puede evidenciar el crecimiento de S. aureus, 74 UFC/100ml a las 3 horas. Al usar el filtro

2 de 15 cm, C) el crecimiento de E. coli fue de 74 UFC/100ml en O horas. D) crecimiento de S. aureus fue de 108 UFC/100ml

a los 30 minutos. El uso del filtro 2 con 20 cm de longitud, arrojé los siguientes resultados: E) crecimiento de S. aureus de 24

UFC/100ml a las 0 horas. F) crecimiento de E. coli, 125 UFC/100ml a las 0 horas. G, H, I) se observa el patrén de diluciones

consecutivas para E. coli hasta alcanzar una dilucién de 10713, J, K, L) diluciones consecutivas de S. aureus hasta obtener una
concentracién de 10711,
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En cuanto al filtro 1, el uso de 10 cm de diato-
meas tiene una filtracién minima dando un creci-
miento de 86 UFC/100ml a las 10 horas de espe-
ra mientras que al utilizar una distancia de diato-
mea de 15 y 20 cm se obtuvo un crecimiento de 77
UFC/100ml a las 3 horas y 80 UFC/100ml a las 24
horas de espera, respectivamente en referencia a la
cepa de S. aureus. Con respecto a la cepa de E. coli,
al usar 10 cm de diatomea se obtuvo un crecimiento
de 88 UFC/100ml a los 30 minutos de espera mien-
tras que al usar 15 cm de diatomea se obtuvo un
crecimiento de 53 UFC/100ml a las 3 horas y 21
UFC/100ml a las 10 horas con 20 cm de diatomeas.

En cuanto al filtro 2 (Palmira) el uso de 10 cm
de diatomeas tiene una filtracion minima dando
un crecimiento de 92 UFC/100ml a las 10 horas de
espera, mientras que al utilizar una distancia de dia-
tomea de 15 y 20 cm se obtuvo un crecimiento de 94
UFC/100ml a las 3 horas y 65 UFC/100ml a las 24
horas de espera respecto a la cepa de S. aureus. En
cuanto a E. coli, al usar 10 cm de diatomea se obtuvo
un crecimiento de 95 UFC/100ml a los 30 minutos
de espera mientras que al usar 15 cm de diatomea
se obtuvo un crecimiento de 96 UFC/100ml a las 3
horas y 65 UFC/100ml a las 10 horas al usar 20 cm
de diatomeas.

La Tabla 2 refleja los resultados de la filtracién
del agua con utilizacién de diatomeas de Guaya-
quil como lecho filtrante. Se puede notar que el

crecimiento varia a diferente medida de la diato-
mea. Al usar 10 cm de diatomeas el crecimiento
fue de 94 UFC/100ml a los 30 minutos, mientras
que ese crecimiento disminuyé a las 10 horas con
86 UFC/100ml y a las 24 horas hubo un crecimien-
to de 99 UFC/100ml. Con 15 cm de diatomeas el
crecimiento fue similar, siendo 80 UFC/100ml a los
30 minutos, 77 UFC/100ml a las 3 horas y llegan-
do a reducir el crecimiento a las 24 horas con 27
UFC/100ml. Por otra parte, con 20 cm de diato-
meas se pudo tener un crecimiento de cifras me-
nores, siendo 49 UFC/100ml a los 30 minutos, 21
UFC/100ml a las 10 horas y 37 UFC/100ml a las 24
horas.

La Tabla 3 muestra los resultados de la filtracion
del agua con utilizacién de diatomeas de Palmira
como lecho filtrante. Al usar 10 cm de diatomeas
el crecimiento fue de 95 UFC/100ml a los 30 mi-
nutos mientras que ese crecimiento se redujo a las
10 horas con 85 UFC/100ml y a las 24 horas hu-
bo un crecimiento de 87 UFC/100ml. Con 15 cm
de diatomeas el crecimiento fue de 88 UFC/100ml
a los 30 minutos, 96 UFC/100ml a las 3 horas y lle-
gando a disminuir el crecimiento a las 24 horas con
85 UFC/100ml. Por otra parte, con 20 cm de dia-
tomeas se pudo tener un crecimiento de cifras me-
nores, siendo 32 UFC/100ml a los 30 minutos, 59
UFC/100ml a las 10 horas y 53 UFC/100ml a las 24
horas.

Tabla 1. Comparacion entre los filtros de diatomeas de Guayaquil y Palmira

. 0 horas 30 minutos 3 horas 10 horas 24 horas
Mel‘i‘c‘:; del UFC/100ml
S. E. S. E. S. E. S. E. S. E.

filtrante . . . . .

aureus coli aureus coli aureus coli aureus coli aureus coli
Filtro 1 10 cm 15 24 94 88 49 57 86 80 84 99 67,6
Filtro 2 65 82 95 95 74 40 92 85 65 87 78,0
Filtro 1 15 em 77 82 80 90 77 53 27 44 27 40 59,7
Filtro 2 80 74 88 92 94 96 67 71 85 89 83,6
Filtro 1 20 em 85 54 58 49 99 43 74 21 80 37 60,0
Filtro 2 24 86 32 81 83 96 59 61 65 83 67,0

UFC/100ml: unidades formadoras de colonias presentes en 100 mililitros de solucién. Pm: promedio de crecimiento por filtro y
medida. Filtro 1: Procedencia de Guayaquil. Filtro 2: Procedencia de Palmira.
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Tabla 2. Filtracion del agua con lecho filtrante, diatomeas de Guayaquil

0 horas 30 minutos 3 horas 10 horas 24 horas
UFC/100ml
FILTRO 1 S. E. S. E. S. E. S. E. S. E.
aureus coli aureus coli aureus coli aureus coli aureus coli
10 cm 15 24 94 88 49 57 86 80 84 99
15cm 77 82 80 90 77 53 27 44 27 40
20 cm 85 54 58 49 99 43 74 21 80 37
UFC/100ml: unidades formadoras de colonias presentes en 100 mililitros de solucion.
Tabla 3. Filtracion del agua con lecho filtrante, diatomeas de Palmira
0 horas 30 minutos 3 horas 10 horas 24 horas
UFC/100ml
FILTRO 2 S. E. S. E. S. E. S. E. S. E.
aureus coli aureus coli aureus coli aureus coli aureus coli
10 cm 65 82 95 95 74 40 92 85 65 87
15cm 80 74 88 92 94 96 67 71 85 89
20 cm 24 86 32 81 83 96 59 61 65 83

UFC/100ml: unidades formadoras de colonias presentes en 100 mililitros de solucion.

Vizquez, C., Moreno Salazar, B. y Cadena Samaniego, D.

4 Discusion

Los filtros tienen la funcién de reducir la contamina-
cién presente en el agua, ya sean estos contaminan-
tes elementos macroscépicos o microorganismos
como las bacterias (Apella y Araujo, 2000). Los ma-
teriales que han sido de gran uso en las industrias
para su elaboracién han ido variando conforme sur-
gen nuevas técnicas e investigaciones que favorecen
la purificacién del agua con mayor efectividad, co-
mo el polvo, carbén, entre otros. Debido a esto, en
los tiltimos afios se ha observado el incremento en la
utilizacién de diatomeas para multiples propésitos
relacionados a la filtracién del agua (Colin-Garcia
y col., 2013). En una investigacién realizada por Va-
lencia (2014), se menciona que las diatomeas tienen
una amplia gama de utilidades, de entre las cuales
el autor comprueba su validez para la filtraciéon de
agua de mar y eliminacién de la carga salina. Es
por ello que se considera que seglin se vaya avan-
zando e innovando el conocimiento con respecto a
filtracién por diatomeas, se aproveche su capacidad
purificadora al momento de crear filtros de agua
que faciliten la retencién de contaminantes como
polvo y, en el mejor de los casos, reducir la presen-
cia de bacterias y parasitos.

Las diatomeas poseen miltiples utilidades al
momento de innovar e investigar. Colin-Garcia
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y col. (2013), mencionan la utilidad de las diato-
meas como fuente de silice (5i0,) mismo que tiene
muchas aplicaciones tecnolégicas como son “la libe-
racion de farmacos, las células fotovoltaicas y mate-
riales ceramicos de alto rendimiento”. De la misma
manera, Néjera-Arce y col. (2018), hace referencia
a la actividad antimicrobiana de las diatomeas, de
tal forma que los extractos obtenidos de las espe-
cies pertenecientes a la clase Bacillariophyceae s.1.,
tienen cualidades bactericidas frente a Enterobacte-
rias comunes como E. coli, S. aureus, Pseudomona. sp,
entre otras; por lo tanto, la aplicacién de diatomeas
a la filtracién de agua de consumo humano permite
una accion tanto filtrante como antimicrobiana.

Al totalizar los resultados y contrastar las dia-
tomeas de las regiones de Guayaquil y Palmira, se
pudo evidenciar que los resultados obtenidos por
filtracién con las diatomeas de Guayaquil presen-
taron una mayor capacidad filtrante (en promedio
77.03 UFC/100ml) a diferencia de las diatomeas de
Palmira (en promedio de 114.7 UFC/100ml) tanto
en la cepa de S. aureus como en E. coli. La efectivi-
dad de filtracion y retencién de bacterias aumenté
conforme se increment6 la cantidad de diatomeas
utilizadas en el lecho filtrante, siendo mayor la pu-
rificacién al utilizar una longitud de 20 centimetros
de diatomeas, seguido de la cantidad de 15 centime-
tros y finalmente con la menor capacidad filtrante
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al usar 10 centimetros de diatomeas.

Estos resultados difieren de los obtenidos por
Caballero y Zuni (2017), quienes, en su investi-
gacién sobre la efectividad de filtros de agua con
utilizacién de diatomeas y quitosano, tuvieron efec-
tividad con el manejo de diatomeas de una region
andina ubicada a aproximadamente 3000 msnm.
Mediante el filtro que elaboraron en su investiga-
cién, se pudo reducir la carga bacteriana de una
cepa de E. coli de 48 a 5 UFC/100ml mientras que
en el estudio presente se logré una considerable
mejorfa en la filtracién mediante el uso de diato-
meas de la regién costera (baja altitud geografica),
llegando a reducir la presencia de la cepa utilizada
de 100 UFC/100ml a 77.03 UFC/100ml. Los datos
obtenidos reflejan que las diatomeas por si solas tie-
nen la capacidad de retener bacterias y disminuir la
carga bacteriana presente en el agua contaminada
(Caballero y Zuni, 2017). De acuerdo al estudio rea-
lizado por Pereira y col. (2017), el carbén activado
obtenido de las cdscaras de arroz actda satisfacto-
riamente en la purificacién del agua. Sin embargo,
no se garantiza la eliminacién de microorganismos
presentes en ella. Por eso, se cree necesario el es-
tudio de la combinacién de diatomeas con carbén
activado en el mismo filtro con la finalidad de eva-
luar el comportamiento de estos dos.

Pérez-Vidal y col. (2016), menciona que el uso de
filtros comerciales cuya composicién es mejor y més
compleja, tienen una mayor efectividad en cuanto a
la filtracién del agua. Esto se debe a que los dife-
rentes materiales dispuestos a lo largo del lecho fil-
trante cumplen con un porcentaje de la filtracién del
agua, por lo que, si se afiadiese una capa de diato-
meas, la filtracién bacteriana se aumentaria y se ob-
tendria un resultado mas favorable (Calizaya-Anco,
Avendarnio-Céceres y Delgado-Vargas, 2013).

5 Conclusiones

Al comparar las tierras de diatomea como lechos
filtrantes tanto de Guayaquil como de Palmira se
puede comprobar que la tierra de diatomea de Gua-
yaquil es la que arrojé mejores datos.

Se utiliza S. aureus para obtener las concentra-
ciones variadas para contaminar el agua y pasarla
por el filtro para verificar el lecho filtrante. Hay un
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crecimiento no menos de 15 UFC/100ml a la hora
0 en el filtro 1 con 10 cm de tierra de diatomea de
Guayaquil.

Se realiza la contaminacién de agua con baci-
los E. coli para obtener las concentraciones variadas
para contaminar el agua y pasarla por el filtro y
verificar el lecho filtrante. Hay un crecimiento no
menos de 21 UFC/100ml a las 10 horas en el filtro 1
con 20 cm de tierra de diatomea de Guayaquil.

El tiempo de filtraciéon no es de gran influencia
en la purificacién del agua debido a que atin con la
variacion de tiempo, la contaminacién seguia sien-
do la misma.
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Resumen

Uno de los principales factores de contaminacién del aire dentro de las zonas urbanas es la quema de gasolina por
parte de autos, camiones ligeros y motocicletas. La quema de gasolina libera gases contaminantes como el diéxido de
nitrégeno, el di6xido de azufre, el monéxido de carbono y el benceno, entre otros. Entre ellos, el di6xido de nitrégeno
(NOy) es el que destaca por la concienciaciéon de la gente sobre dicha contaminacion. En esta investigacion se utiliz6
el Método de los Precios Hedénicos (MPH) para determinar la percepcién de la gente sobre la calidad del aire como
indicador y estimar el efecto de los gases en el mercado inmobiliario. Se seleccionaron dos zonas del Distrito Metropo-
litano de Quito para evaluar los efectos de la contaminacién en los inmuebles. Una con mayor concentracién de gases
ubicada dentro del casco histérico de Quito, y la otra con mejor calidad de aire conocida como el sector Bellavista. Los
resultados de los tres modelos diferentes indicaron que una reduccién de 1 (ug/m?) de NOy aumentaria un promedio
de 4,54 % el valor del mercado inmobiliario, lo que representa un valor de USD 2.032.326,24 para las propiedades de
la muestra. Una disminucién de 5 (ug/ m?3) aumentaria en un 22,7 % el valor de las propiedades.

Palabras clave: Gases de efecto invernadero, precio hedénico, valor de la vivienda, contaminacién del aire, Quito.

Abstract

One of the main factors of air contamination within urban areas is burning gasoline by cars, light trucks and motorcy-
cles. Gasoline burning liberates pollution gases such as Nitrogen dioxide, Sulfur dioxide, Carbon monoxide, benzene,
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besides others. Among these, Nitrogen dioxide (NOy) is the one that stands out for the people’s awareness of such
contamination. We used the Hedonic Price Method (HPM) in order to determine people’s perception of air quality as
a proxy and estimate the effect of gases on the housing market. We selected two areas of Quito Metropolitan District
in order to evaluate contamination effects on properties. One with a higher concentration of gases located within the
historic district of Quito. The other with better air quality called the Bellavista district. The results of three different
models indicated that a reduction of 1 (ug/m?) of NO, would increase an average of 4.54% of the housing market
value, which it represents 2,032,326.24 USD in value for sample properties. A decrease of 5 ug/ m?3 will increase in
22.7% of properties value.

Keywords: Greenhouse gases, hedonic price, housing value, air contamination, Quito.
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Cornejo-Vdsconez, D., Rodriguez-Espinosa, F., Guasumba, A., y Toulkeridis, T.

1 Introduccion

El aire limpio se considera uno de los requisitos bé-
sicos para la salud y el bienestar de los seres huma-
nos (World Health Organization, 2016). La pureza o
contaminacién del aire puede determinar diferentes
problemas sociales y econémicos (Panayotou, 2016;
Gulia y col., 2015; Victor, 2017). Es posible estimar
los dafios fisicos por medio de los andlisis de los
impactos de visibilidad, los impactos de lluvia aci-
da, los dafios a los cultivos y a la vegetacion, los
impactos del valor de los inmuebles, los impactos
de corrosién y suciedad, los efectos de recreacién y
los efectos sobre la salud. De igual forma, la mala
calidad del aire se asocia con la incidencia de en-
fermedades a corto y largo plazo, en especial del
sistema respiratorio y neurolégico, como han sefia-
lado varios autores como Zivin y Shrader (2016),
Calderén-Garciduenas y col. (2016) y Perera (2017).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) es-
tim6 que, en 2014, el 82% de la poblacién de los
paises en desarrollo podria estar sujeta a niveles
que tienden a superar las normas minimas de cali-
dad estipuladas en sus directrices sobre la calidad
del aire (World Health Organization, 2006; World
Health Organization, 2016). Este problema es maés
significativo en las grandes ciudades de todos los
continentes (Smith y Huang, 1993; Bayer, Keohane
y Timmins, 2009; Kennedy, Cuddihy y Engel-Yan,
2007). Sin embargo, es dificil evaluar el impacto de
la contaminacién atmosférica en la salud. Varios es-
tudios han utilizado el valor de una vida estadistica
(VVE) como método para estimar la reduccién mar-
ginal en el riesgo de muerte prematura (Sanchez
Martinez y col., 2018; World Bank, 2016; Franchi-
ni y Mannucci, 2015; World Health Organization,
2016). Sin embargo, estos estudios requirieron da-
tos completos de muertes prematuras para estimar
el coste potencial. El presente estudio no ha tomado
en cuenta los efectos de la contaminacién sobre la
salud debido a la falta de acceso de la informacién
sobre muertes prematuras, ya que dicha informa-
cién se limita a los centros de salud y a las oficinas
gubernamentales de salud que no la facilitan.

En cambio, en la investigacion se estimé el im-
pacto de los dafios fisicos en el valor de los inmue-
bles. Diferentes investigaciones han demostrado
que este impacto también afecta el precio de los ho-
gares, menoscabando el valor del patrimonio pri-
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vado de los ciudadanos (Bajari, Fruehwirth y Tim-
mins, 2012; Cebula, 2009; Neupane y Gustavson,
2008; Egert y Mihaljek, 2007; Chau y col., 2006; Kiel,
2006; Jackson, 2001; Harrison Jr. y Rubinfeld, 1978;
Rodriguez y col., 2017). Estas investigaciones se
han basado en el estudio cldsico de Rosen (1974),
quien desarroll6 la base tedrica del modelo hedéni-
co, y los estudios de Freeman III (1974), asi como de
Harrison Jr. y Rubinfeld (1978), quienes realizaron
estudios empiricos de la teoria. Estas investigacio-
nes determinaron la demanda y los beneficios del
aire limpio en las zonas urbanas. La contaminacién
atmosférica es un problema que se origina por las
actividades antropogénicas y ha estado directamen-
te relacionada con las diferentes actividades indivi-
duales y econémicas de los ciudadanos (Toulkeridis
y col., 2020). Esta preocupacién surge dentro de los
espacios urbanos abiertos segtn la intensidad de la
quema de combustibles fésiles ya sea por la acti-
vidad industrial o por el uso de vehiculos (World
Health Organization, 2016). Por lo tanto, la reduc-
cién de la contaminacién permite a los ciudadanos
de cualquier ciudad respirar un aire menos conta-
minado (World Bank, 2016; World Health Organi-
zation, 2016) o mejorar el valor de una propiedad.
Esto se convierte en un servicio medioambiental,
cuya valoracién monetaria se mejora como parte
de las medidas de politica adecuadas que protegen
la salud y la situacién econémica a nivel del patri-
monio. Adicionalmente, la calidad relativa del aire
afecta la (des-) valorizacién de los bienes raices de-
bido a los niveles de contaminacién de su ubicacién
(Del Giudice y col., 2017; Saaty y De Paola, 2017).

En este sentido, la contaminacién representa un
elemento negativo y el método hedénico de fijacién
de precios se adapta como una técnica que permi-
te la valoraciéon econémica de la calidad del aire
como servicio ambiental. En consecuencia, se bus-
ca inferir sobre la voluntad de pagar para recibir
una mejor calidad del aire y su impacto en el mer-
cado inmobiliario. El supuesto persigue que los in-
dividuos pagardn un precio mds alto por una ca-
sa, apartamento u oficina, que puede estar ubica-
da en un drea con menos contaminacién ambiental,
en comparacién con una propiedad con caracteris-
ticas similares en un drea con mayor contaminacién
(Harrison Jr. y Rubinfeld, 1978; Echegaray-Aveiga
y col., 2020; Robayo, Llorca y Toulkeridis, 2020; Po-
ma y col., 2021). Usando la metodologia menciona-
da, el presente estudio puede estimar el valor eco-
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némico de la calidad del aire en la ciudad de Qui-
to, en el centro de Ecuador, contrastando los efec-
tos de la contaminacién del aire en dos dreas cono-
cidas, tales como Bellavista y el Distrito Histérico.
Este proposito se basarad en su ubicacién geografi-
ca, contenido geomorfolégico, acceso a vehiculos y
distribucién de viviendas, lo que puede indicar di-
ferentes niveles promedio de contaminacién (Toul-
keridis y col., 2016; Nugra y col., 2016; Guanochan-
ga y col., 2018; Guanochanga y col., 2019; Fuertes
y col., 2019; Borja-Urbano y col., 2021).

1.1 El estudio de caso de la ciudad de Quito

El Distrito Metropolitano de Quito (DMQ) es una
gran ciudad con una altura considerable, donde
aun no se ha llevado a cabo una evaluacién de la
situacién de la calidad del aire (Figura 1). Hoy en
dia, la ciudad de Quito cuenta aproximadamente
con tres millones de habitantes, siendo la mas po-
blada del pais. A pesar de ello, es la ciudad con
mayor actividad industrial general del pais, con un
Valor Agregado Bruto (VAB) de USD 23,7 billones,
segln las Cuentas Regionales del Banco Central del
Ecuador (BCE, 2015). Simultdneamente, la flota de
vehiculos ha crecido un 57 % desde 2012, situando

la ciudad por encima de la media nacional (INEC,
2016), aumentando la contaminacién del aire en el
DMQ.

Segtin el Informe de Calidad del Aire de la Se-
cretaria de Medio Ambiente de Quito (SAQ) en el
DMQ (SAQ, 2017), la principal fuente de contami-
nacién del aire del DMQ es el transporte que uti-
liza combustible diésel y gasolina, agravado por la
congestién vehicular causada por vehiculos priva-
dos. Ademads, hay un impacto importante del uso
de combustible pesado por plantas termoeléctricas
y otras industrias en dreas especificas del DMQ. Ta-
les actividades son responsables de la concentra-
cién de particulas contaminantes en el aire tales co-
mo 6xidos de nitrégeno (NOy), monoéxido de car-
bono (CO), diéxido de azufre (SO,) materia parti-
culada (PM¢), PM; 5, amoniaco (NH3) o benceno,
entre otras, basadas en la Norma Ecuatoriana de Ca-
lidad del Aire (NECA). Segtin Baca (2014), la prin-
cipal fuente de contaminacién son las fuentes movi-
les, como los vehiculos privados y el transporte pu-
blico, la segunda fuente de contaminacién atmosfé-
rica en el DMQ son las fuentes de contaminacién de
area, como las instalaciones de eliminacién de resi-
duos, y en menor grado las fuentes estacionarias.

Pichincha

Ecuador

e

Colombia

Figura 1. Area de estudio.
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La calidad del aire es considerada como un ser-
vicio ambiental de acuerdo a la Iniciativa de Eco-
nomia de los Ecosistemas y la Biodiversidad (The
Economics of Ecosystems and Biodiversity, 2013), y
sus resultados de valoracién econémica o moneta-
ria son esenciales para orientar a los politicos con
el fin de mejorar la salud de los ciudadanos. Adi-
cionalmente, el impacto de la calidad del aire en el
valor de la propiedad inmobiliaria o la devaluacién
de una propiedad debido a los niveles de conta-
minacién del aire como elemento negativo puede
demostrar el valor econémico de la calidad del ai-
re. El método hedénico de precios permitié valorar
el impacto de esta externalidad, estimando la vo-
luntad de los compradores de pagar por una mejor
calidad del aire a través del mercado de la vivien-
da. Se supone que los compradores pagarian un
valor adicional por propiedades ubicadas en areas
con menos contaminacién (Harrison Jr. y Rubinfeld,
1978).

El presente estudio busca estimar el valor eco-
némico de la calidad del aire en Quito contrastando
el impacto de la contaminacién en dos areas, Be-
llavista y el Centro Histérico, que representan dos
niveles diferentes de contaminacién. La eleccién
de estos dos sectores busca captar el efecto de la
purificacién del aire por los ecosistemas forestales
cercanos. El barrio de Bellavista limita con el Parque
Metropolitano de Quito, que es un parque recrea-
tivo arbolado, donde los grados de contaminacién
son relativamente bajos. El Centro Histérico de Qui-
to representa algunas caracteristicas espaciales tales
como calles estrechas, flujo constante de trafico y
atascos de trafico, flujo de transporte ptblico cerca
de éreas de establecimientos industriales ademas
de otros contaminantes del aire, que permiten en-
tender que los valores de contaminacién ambiental
exceden el promedio de la ciudad para esta area.

Gracias a la Red Metropolitana de Monitoreo At-
mosférico de Quito (REMMAQ) que determina la
calidad del aire de la ciudad, hemos podido cuan-
tificar la calidad del aire de ambas areas. La REN-
MAQ ha evaluado la calidad del aire desde 2003 con
unas 39 estaciones en toda la zona urbana, los va-
lles circundantes y a nivel regional y de calle (SAQ,
2017), y se espera que permita la transparencia so-
bre las tarifas asumidas por los ciudadanos de Qui-
to en relacién al precio de sus hogares. Por lo tan-
to, consideramos que los resultados del presente es-
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tudio pueden servir para presentar los beneficios
que pueden representar para la ciudad y, especifi-
camente, para el patrimonio de quitefios. Ademas,
la adopcién de medidas puede mejorar la calidad
del aire y proteger el ecosistema que apoya su puri-
ficacion.

La purificacién del aire es un servicio ambien-
tal ofrecido por los ecosistemas. Dentro de la clasi-
ficacién de la Iniciativa de Economia de los Ecosis-
temas y Biodiversidad TEEB, que divide los bienes
y servicios ambientales por categorias (suministro,
regulacién, apoyo vital y cultura), la calidad del ai-
re se ha concebido como una regla de los servicios
de regulacién de los ecosistemas (The Economics of
Ecosystems and Biodiversity, 2013). Mientras tanto,
en Ecuador, la NECA define el aire contaminado co-
mo la presencia de sustancias en la atmdsfera, resul-
tantes de actividades humanas o procesos natura-
les presentes a una gran concentracién, durante un
tiempo extendido y en circunstancias que interfie-
ren con el confort, la salud o el bienestar de los seres
humanos o del medio ambiente (Ministerio del Am-
biente del Ecuador, 2011). Para la NECA y el SAQ,
las sustancias mds representativas en la atmoésfera
son principalmente SO,, CO, NO,, O3 y benceno y
en menor cantidad Mjg, PM, 5, cadmio y mercurio
inorgdnico. La revisioén de los estudios preliminares
sobre la evaluacion de la calidad del aire indica un
interés sobre la variable NO, como indicador para
la contaminacién (Smith y Huang, 1993), mientras
que otros sugieren que las variables de contamina-
cién estdn fuertemente correlacionadas. Si este es el
caso, entonces se recomienda utilizar NO; como in-
dicador, ya que esta vinculado a la mayor contami-
nacién visual, tal como los procesos de combustién
(Harrison Jr. y Rubinfeld, 1978).

1.2 Meétodo hedoénico de fijacion de precios

El método de precios hedénico (MPH) identifica el
flujo de servicios ambientales como caracteristicas
que describen de una manera particular un bien
del mercado, normalmente de bienes raices (Hanley
y Barbier, 2009). La validez tedrica del método se ha
basado en la teoria del valor del enfoque propuesto
(Rosen, 1974; Lancaster, 1979), que indica que una
unidad de bien o servicio (h;) dentro del grupo de
bienes y servicios del mismo mercado se ha descrito
por un vector de sus caracteristicas, conocida como
Z (Hanley y Barbier, 2009). En este sentido, el pre-
cio de esta unidad de bien o servicio (p(h;)) se pue-

LA GRANIA: Revista de Ciencias de la Vida 36(2) 2022:98-112.

©2022, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.



Efectos contrastivos de la evaluacion de la contaminacion ambiental en dos zonas del Distrito Metropolitano

de Quito, Ecuador

de entender como una funcién de las caracteristicas.
Formalmente, la relacién se define de la siguiente
manera:

plh) =£(Z) ()

Sobre la base de la definicién propuesta del
MPH, la préctica ha establecido que el valor de una
casa perteneciente al conjunto de casas del universo
de interés, depende de dos condiciones. La primera
es un vector de caracteristicas (ntimero de habita-
ciones, metros cuadrado, barrio, criminalidad, etc.),
mientras que la segunda es un vector de variables
ambientales como la proximidad a los parques. Al
diferenciar el precio por la cantidad de cualquier
caracteristica, el precio implicito se obtiene en tér-
minos relativos. El precio implicito documenta la
disposicién de pago de una persona debido a cier-
ta cantidad o calidad de una de sus caracteristicas
(Hanley y Barbier, 2009).

Si se trata de identificar adecuadamente la mag-
nitud del efecto del inmueble y el servicio ambiental
en el precio de mercado de los bienes raices, la teo-
ria permite desglosar las caracteristicas y mantener
constantes todas aquellas, excepto la variable am-
biental; es decir, cuando se aplica la condicién de
ceteris paribus (Schiffer, 1991; Boumans y Morgan,
2001). La légica subyacente al concepto de precio
implicito establece que los agentes buscan maximi-
zar su utilidad, de modo que adapten sus compras
a la condicién de racionalidad y a la percepcién de
buena calidad, lo que lleva al punto en que la tasa
marginal de sustitucion (TMS) es igual al precio im-
plicito de una determinada caracteristica (Hanley
y Barbier, 2009).

Este argumento resulta de gran importancia ya
que valida dos supuestos fundamentales de la in-
vestigacion: 1) Los agentes estan en la capacidad de
reflejar y considerar factores como la contaminacién
del aire y otras caracteristicas de una casa al mo-
mento de elegir; 2) Se establece el principio de que
los agentes hacen una oferta «al margen». Esto im-
plica que el dinero que estdn dispuestos a pagar es
igual al beneficio generado por el conjunto de carac-
teristicas de la casa. De hecho, esta condicién es ne-
cesaria para que exista el intercambio. En este con-
texto, es normal pensar que el precio de una casa re-
fleja, en parte, la voluntad de pagar a un comprador
por una mejor calidad del aire como una caracteris-
tica deseable.
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1.3 Funcion de precio hedénico para el ca-
so de la calidad del aire

La intencién es definir la funcién teérica entre el
precio de la propiedad inmobiliaria y la variable
ambiental de interés, especificamente la calidad del
aire. Ademds, se proponen las variables explicativas
pertinentes. Se puede estimar una funcién hedénica
de precios estableciendo las relaciones entre el pre-
cio de la propiedad y sus caracteristicas particula-
res:

pi=f(CS;,CN;, CE; +&;) )

Donde, siguiendo la categorizacién de Egert
y Mihaljek (2007) y Hanley y Barbier (2009) se tiene:
pi = precio de la propiedad i.

CS; = caracteristicas del sitio (ntimero de habitacio-
nes, sin bafios, superficie, sin garajes, antigtiedad y
zonas verdes).

CN; = caracteristicas del vecindario (criminalidad y
distancia al parque mds cercano).

CE; = caracteristicas ambientales (en este caso re-
sulta de interés la contaminacion en la zona).

g; = término de error.

La funcién de precio hedénico permite obtener el
precio implicito. Por lo tanto, se puede obtener el
cambio marginal en el precio de la propiedad aso-
ciado al cambio marginal de cualquiera de las ca-
racteristicas propuestas. En cuanto a la relacién de
interés entre el precio p; y la contaminacién ambien-
tal, se espera que no siga un patrén lineal. Siguien-
do el argumento de Rosen (1974), lo que se desea es
la calidad del aire ya que esta directamente relacio-
nada con el precio de la vivienda, pero a un ritmo

decreciente. Por lo tanto, se espera que w0, pe-

JCE;
Pp;
JCE;?
su precio implicito, caiga mientras aumenta el ni-
vel de calidad del aire. Cuando hay bajos niveles de
contaminacién, se espera que las personas valoren
mucho menos dicho atributo en comparacién con
un drea con graves problemas de contaminacién.

ro

< 0: el coste marginal de la calidad del aire,

2 Metodologia

El presente estudio considera dos zonas cuyos ni-
veles de contaminacién difieren significativamente.
Primero esta la zona del Centro Histérico de Quito
(HDQ) (Figura 2) y segundo la zona de Bellavista en
el centro norte de la ciudad. Es importante conside-
rar que un criterio para elegir la zona de Bellavista
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es su ubicacién, puesto que aborda el extremo sur-
oeste del Parque Metropolitano de Quito (Figura 3),
que permite procesos continuos de purificacién del
aire. El siguiente mapa geografico se ha construido
de acuerdo con la informacién del Gobierno Abier-
to de Quito (GAQ), sobre la base de los limites de la
Figura 2. Resulta interesante comparar el mapa geo-
grafico del HDQ (Figura 3) con el que se present6

con la zona Bellavista (Figura 2). En el Centro His-
toérico no hay mayor presencia de dreas verdes tales
como parques. Ademds, hay un mayor nimero de
construccion de viviendas. Sobre la base de estos re-
sultados segiin una divisién geogréfica de las zonas
elegidas, se puede definir la siguiente matriz de in-
formacién de la muestra segtn la informacién de la
cantidad (N) de viviendas (Tabla 1).

A

Metropolitan

Figura 2. Mapa geogrifico de la zona de Bellavista.

Tabla 1. Matriz del nimero de viviendas para la muestra

No. de

Zona Propiedades Nivel de Rango de  Tamafio de la
I()N—) Confianza (%) Error (%) muestra
Bellavista 3.056 95 % 5% 342
Centro Historico 15.456 95% 5% 375

Los resultados del tamarfio de la muestra se ob-
tienen en base al siguiente método de calculo:

3)

Donde,

e = rango de error (= 5%)

7 = puntuacién z (a un nivel de significancia de
95 %)

N = tamafio de la poblacién

En el presente estudio se ha tomado una mues-
tra focal debido a la disponibilidad de la informa-
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cién. La muestra tiene un total de n = 149 observa-
ciones, de las cuales 80 corresponden al Centro His-
torico y 69 al drea de Bellavista. La muestra incluye
informacién sobre el valor de los bienes raices y la
contaminacion del aire en la zona donde se encuen-
tra. Ademads, recopila datos sobre otros determinan-
tes del precio de la propiedad que han sido conside-
rados significativos como variables de control. En la
Tabla 2 se presentan y definen las variables relacio-
nadas con los niveles de contaminacién en el HDQ
o Bellavista, y aquellas con caracteristicas de control
adicionales que puedan afectar al precio. Ademds,
se muestra el origen de informacién de cada varia-
ble.
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LEGEND

Lots

Buildings or housing

Figura 3. Mapa geografico del HDQ.

Tabla 2. Matriz de variables del modelo hedénico. Fuentes: (a) Plusvalia.com, (b) Vivel.com, (¢) OLX.com, (d) Secretaria de
Ambiente del DMQ, (e) Fiscalia General del Estado

Concepto Variable Definicion Unidades  Fuente
Precio Precio de mercado Precio de mercado de los bienes raices (a la fecha de estudio) USD a, b, c
Precio m? Precio m? Precio de mercado de los bienes raices (a la fecha de estudio) USD/m? a, b, c
Contaminacién S0, Concentracién annual promedio (= ailo 2016) de diéxido de azufre zonado um/m3 d
Contaminacién co Concentracion annual promedio (= aio 2016) de diéxido de monéxido de carbono mg/m?3 d
Contaminacién NOy Concentracién annual promedio (= afio 2016) de diéxido de nitrégeno zonado pm/m? d
Contaminacién 03 Concentracién annual promedio (= afio 2016) de diéxido de ozonozonado pm/m? d
Contaminacién Benzeno Concentracion annual promedio (= afio 2016) de diéxido de benceno zonado ;1m/m3 d
Cuartos No. de cuartos Niumero de habitaciones disponibles cuartos a, b, c
Baiios No. of bafios Nimero de bafios disponibles bafos a, b, c
Superficie Superficie Extensién de superficie m? a,b,c
Parqueaderos No. de garages Nimero de garajes propios disponibles parqueos a,b,c
Antiguedad Afios de antigiiedad Niumero de afios desde la construccion de la propiedad afios a, b, c
Areas verdes Areas verdes Disponibilidad de dreas verdes como jardines, terrazas verdes, etc. 0=no l=yes a, b, c
Inseguridad Criminalidad Suma zonificada de denuncias de delitos contra las personas y la denuncias R

propiedad privada afio 2016

2.1 El método de precios heddonico
2.1.1 Modelo de los precios hedonicos (MPH)

Se presentan dos MPH basicos: I y II, considerando
las reflexiones tedricas presentadas en las secciones
anteriores. E1 MPH I demuestra un cambio lineal
entre la evolucién de las variables ambientales y
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el precio de la vivienda. La diferencia entre el mo-
delo Il y el I es la aplicacién de la hipétesis de la
relacién con la disminucién de las tasas entre el pre-
cio de una propiedad y la calidad ambiental en el
mercado inmobiliario. En este sentido, se aplica un
factor de correccién exponencial. De igual forma se
consideran las variables: transformacién de las ha-
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bitaciones, superficie y antigiiedad, elevandolas al
cuadrado en ambas zonas para el modelo general
II. Los modelos se obtienen con o sin la aplicacién
del logaritmo natural en la variable dependiente.
En este sentido, se obtienen modelos Log-Log (elas-
ticidades) y Semi-Log (semi-elasticidad), que tam-
bién proporcionan informacién de interés en este
estudio. En general, los modelos se definen de la
siguiente manera:

Definicién del MPH I:

In(p;) =Bo+B; Z In (contaminacién‘{) +
=1

Bx Z In (caracterl’sticasf) +g
k=5

4)

Definicion del MPH II:

In(pi) =PBo+B; ) In (contaminacio’n{ ) +
=1

Bk Z In (caracterl’sticasﬁC ) +
k=5

. L] 0.5 2
B, Z In (contammaczéni) + Biocuartos; +¢€;

=13
)
Donde,

In (p;) = precio de la propiedad i
In conmminacio’n{ =logaritmo natural de la varia-

ble j =1..5, del conjunto de variables de contami-
nacién: { SO,,CO,,NO,,03 y Benceno }

ln(contarm‘nacio’nf)0’5 = logaritmo natural de
la variable / = 6..10, del conjunto de varia-
bles de la raiz cuadrada de la contaminacién:
{5097,C0O%° NOJ?,09” y Benceno® }

In (caracterz’sticasf) = logaritmo natural de la va-

riable k = 11...18, del conjunto de variables carac-
teristicas de la propiedad: {cuartos, bafios, garaje,
antigiiedad, dreas verdes y criminalidad}

cuartos? = ntimero de habitaciones por metro cua-
drado y &; = término de error
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3 Resultados y discusion

La contaminacion atmosférica entre el Centro His-
térico de Quito y Bellavista difiere al considerar las
variables de contaminacion resultantes de las activi-
dades antropogénicas. A continuacién se muestran
los resultados de las mediciones de la concentracion
de SO,, CO, NO,, O3 y Benceno (Figura 4).

Los resultados indican que para todos los con-
taminantes, el HDQ mantiene niveles mas bajos de
calidad del aire en comparacién con Bellavista. Es-
to corrobora la afirmacién acerca de la existencia
de niveles més altos de contaminacién relaciona-
dos con los procesos de combustién (CO, NO,, SO,
y Benceno), e, indirectamente, se refleja en niveles
mas altos de O3 entre ambas zonas. En relacion a los
precios de la vivienda y el precio por metro cuadra-
do, se obtiene la siguiente informacién.

Los resultados de otras caracteristicas del in-
mueble fueron los previstos. Las variables como
superficie de construccién, tamafio de la parcela,
numero de dormitorios, niimero de bafios, antigiie-
dad de la casa, y la presencia de jardin fue significa-
tiva en 99 %. Entre las caracteristicas del vecindario,
s6lo el garaje fue significativo en 95%, mientras
que las dreas verdes fueron insignificantes. Se se-
leccionaron todas las variables significativas con las
variables ambientales y se realiz6 de nuevo el mo-
delo de regresion final.

El precio medio de la zona de Bellavista supera
el del Distrito Histérico en USD 47.267 (Figura 5).
En promedio, los precios de inmuebles en el Cen-
tro Histérico son menores aunque en esta zona la
propiedad mads cara de la muestra se ofrece con un
precio de USD 17480.000, siendo casi USD 900.000
més alto que la propiedad mds cara de Bellavista. Al
comparar esta informacién con respecto a los pre-
cios minimos obtenidos, se concluye que hay ma-
yor variabilidad de precios en la muestra del Centro
Histérico en comparacién con Bellavista. Otra for-
ma de tener una comprensién mds precisa del mer-
cado inmobiliario en ambos sectores es evaluando
su precio por metro cuadrado.
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Figura 5. Comparativa de precios de mercado de la vivienda segtin zona de estudio. Adaptado de sitios web de bienes raices.

La Figura 6 muestra que el mercado inmobiliario
en el drea de Bellavista es mds caro comparado con
el Centro Historico. Por lo tanto, el metro cuadrado
promedio es casi tres veces mayor. Esto ocurre in-
cluso considerando el precio maximo o minimo por
metro cuadrado. En general, la zona de Bellavista es
mads atractiva desde el punto de vista de la valora-
cién de los inmuebles que alli se ofrecen. Esto es un
resultado positivo basado en los objetivos del estu-
dio actual, ya que existen claras diferencias entre el
Centro Histérico y Bellavista en cuanto al precio de
la vivienda por metro cuadrado.

Para obtener los resultados de los modelos em-
piricos de la funcién del precio hedénico, se ha te-
nido en cuenta la concentracién media anual de

LA GRANIJA: Revista de Ciencias de la Vida 36(2) 2022:98-112.

©2022, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.

miligramos por metro ctbico de NO,, ya que las
variables de contaminacién estin muy correlacio-
nadas, evitando problemas de multicolinealidad.
Posiblemente esto se deba a la estrecha relacién en-
tre las fuentes de contaminacién, como los procesos
de combustién de CO, NO», SO, y Benceno. Una po-
sible solucién podria verse en la extension a otras
areas de estudio, reflejando una mayor variabilidad
a las medidas de contaminacién. Sin embargo, nos
encontramos con la forma funcional méas 6ptima
que permite la bondad del ajuste y mayor signi-
ficado posible para las diferentes propuestas del
modelo.

En este sentido, los resultados de los modelos
de la versién semi-log se ajustan mejor a estas es-
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pecificaciones. Los modelos que consideraron la
relacién a tasas decrecientes entre NO; y los precios
de la vivienda indicaron una falta de mejora en la
especificacién del modelo. La estimacién del valor
exponencial adecuado es méds apropiada cuando se
estudia un mayor niimero de zonas. Por lo tanto, es-
to puede explicar brevemente el modelo a pesar de
tener una validacién tedrica. Los modelos se corri-
gen por heteroscedasticidad. En particular, algunas
variables tales como el precio por metro cuadrado
(m?) o la antigiiedad de la vivienda mostraron este
problema. A continuacién se presentan los resulta-
dos de la elaboracién de modelos que figuran en la
Tabla 3.

Se obtuvieron altos niveles de los valores de R> =
91%), que son similares a los obtenidos por Cebula
(2009) de R? = 87%, Chau y col. (2006) R*> = 87%, y
Jackson (2001) con R? = 81 %, indicando que las va-
riables en la ecuacién explican en gran medida la
variacién del precio de la vivienda en la muestra.
La variable NO2 tiene un signo negativo y resulta
ser muy significativa, incluso con un nivel de con-
fianza del 99 % en los tres modelos propuestos. Adi-
cionalmente, el Modelo III disminuye en 1 ugm = en
la concentracion media anual de NO,, aumentando
con el precio promedio de los hogares en un 4,54 %.
Con estos datos, se ha podido evaluar la calidad del
aire tal como se muestra en la Tabla 4, al tiempo que
se consideran los resultados del Modelo III.

Tabla 3. Resultados de los Modelos I, II y III. Las estadisticas t estdn entre paréntesis. *Supera el nivel de confianza del 95 %
(£1,96); **Supera el nivel de confianza del 99 % (£2,58)

Variable Modelol ModeloII  Modelo IIT
Dependiente Log (pm) Log(pm) Log (pm)
Constante 8,99 6,30 1,217
9,72) (12,02) (0,44)
Log (Precio (m?))  0,5288 0,8389 2,44
(5.81)**  (1526)%%  (2,84)%*
Log (Precio (3))? -0,1227
(-1,87)
Habitacién 0,0852 0,0694 0,0677
(3,86)**  (4,05)%* (4,00)%*
Habitacién? -0,0029 -0,0022 -0,00213
(-5,17)%%  (-4,64)%%  (-4,54)%*
Bafios 0,0530 -0,0106 -0,011
(3,28)%* (-0,88) (-0,96)
Garaje 0,0394 0,0106 0,008
(2,25)* (0,85) 0,67)
Superficie 0,0012 0,0039 0,0039
(7,70%%  (11,87)%*  (11,86)**
Superficie? -1,35E-06  -1,32E-06
(-6,05)%*%  (-6,04)**
Antigiiedad 0,0045 0,0076 0,0063
(2,76)%*%  (3,45)%* (2,87)%*
Antiguedad? -0,00005  -0,00004
(-2,58)%*  (-2,38)*
Areas 0,9188 0,0338 0,0336
verdes
(1,40) (0,71) (0,44)
NO, -0,0546 -0,0430 -0,0454
(-3,79)%%  (-4,99)%%  (-5,08)%*
R? 0,77 0,9 0,91
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Las estimaciones demostraron que una disminu-
cién en el promedio anual de un miligramo por me-
tro ctibico de NO> aumenta el precio de la vivien-
da en un 4,5%. Asimismo, una disminucién de cin-
co miligramos por metro ctibico de NO, aumenta
en un 22,7% el precio de los hogares de la mues-
tra. En el primer caso, hay un aumento en el ca-
pital de USD 2'032.326,24 considerando las 148 vi-
viendas en el drea de estudio. En el segundo caso,
la renta variable aumenta, en términos agregados,
en USD 10"161.632,22. El precio promedio de las 148
viviendas aumenta entre USD 13.731,93 y 68.659,67,

2500

ya que la contaminacién del aire disminuye entre
uno y cinco miligramos por metro ctibico de NO;.
Obviamente, una disminucién de mas de 5 ugm 3
de NO, resultaria en mayores beneficios econémi-
cos. Asi, de acuerdo con la reduccién en los niveles
anuales promedio de miligramos por metro ctibico
de NO», los propietarios se beneficiaran de un mejor
valor de sus propiedades, y por lo tanto, sus activos.
En dltima instancia, su situacién econémica mejora
debido a la calidad relativa del aire en la zona don-
de se encuentra el inmueble.
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Figura 6. Comparativa de precios m? de viviendas segtin zona de estudio. Fuente: Sitios web de bienes raices.

Tabla 4. Evaluacion de la calidad del aire.

Variaciones Muestra Focal

A~ At Precio Cantidad A Patrimonio A Precio g;feizgii;:
(NOy) (Precio) medio de hogares (USD) medio mi dios
(um/m3) (%) (USD) (n) (USD) (USD)

1 4,5% 302 465,51 148 2’032 326,24 316 197,44 13731,93

2 9,1% 302465,51 148 4’064 652,49  329929,38 27 463,87

3 13,6% 302 465,51 148 6’096 978,73 343 661,31 41 195,80

4 182% 302 465,51 148 8’129 304,98  357393,24 54 927,74

5 227% 302 465,51 148 10’161 631,22 371 125,18 68 659,67

4 Conclusiones

Las dos zonas estudiadas de la ciudad de Quito es-
tan directamente afectadas (entendido como un ele-
mento negativo) por diferentes actividades econé-
micas que generan contaminacién. Nuestros resul-
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tados demuestran que NO, (32 ugm ) tiene el valor
mas alto entre los contaminantes urbanos. Hay una
diferencia significativa entre el Centro Historico y
Bellavista, siendo 32 ugm=3, y 23 ugm=3, respecti-
vamente. Estos niveles de contaminacién tienen un
efecto directo sobre el precio de los inmuebles, tal
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como se ha indicado. Las diferencias en los precios
de la vivienda se deben en parte a los distintos ni-
veles de contaminacién en ambas zonas.

Los modelos econométricos indicaron que una
disminucién en el promedio anual de un miligramo
por m* de NO, aumenta el precio de la vivienda en
un 4,5%, lo que significa un aumento en el capital
social de USD 27032.326,24. El precio promedio de
las 148 viviendas aumenta aproximadamente USD
13.731,93 si la contaminacién del aire disminuye
en un miligramo por metro ctbico de NO,. Obvia-
mente, una mayor reduccién de los contaminantes
resultard en mayores beneficios econémicos.

Estos resultados pueden ayudar a establecer po-
liticas que tengan la intenciéon de mejorar la calidad
del aire. Las politicas tales como la promocién de
areas verdes en zonas con altos niveles de contami-
nacién pueden mejorar las injustas sanciones en los
inmuebles de los propietarios. Ademads, los resulta-
dos obtenidos indican la importancia de mantener
areas boscosas pues juegan un papel importante en
la purificacién del aire, permitiendo a la gente be-
neficiarse directamente del aire.

El estudio actual considera una muestra focal y
esto conduce a limitaciones al inferir los resultados
a nivel de la poblacién. Sin embargo, el R? (0,91) es
muy alto, permitiendo generalizar nuestros resulta-
dos y justificar una investigacién més extensa en el
DMQ con respecto a la contaminacién del aire y sus
efectos en el inmueble. Ademas, el estudio se con-
centré sélo en el contaminante NO?, por lo que re-
sulta muy importante medir los otros 3 contaminan-
tes.
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Resumen

La alpaca es el camélido sudamericano doméstico de mayor importancia para el Perd, pais que a nivel regional cuenta
con el 87 % de estos animales. Ya que las formas tradicionales de reproduccion no garantizan su calidad genética, la
reproduccion in vitro es una alternativa para su mejoramiento. Este estudio evalu6 la influencia de los factores em-
briotréficos de desarrollo epidérmico (EGF) y de crecimiento insulinico (IGF-1) y tensiones de oxigeno en el desarrollo
in vitro de ovocitos de alpaca hasta la etapa de blastocistos. A partir de ovarios de animales sacrificados, se obtuvieron
ovocitos que se colocaron en medio TCM-199, suplementado con piruvato de sodio, glutamina, estradiol (E2), hor-
mona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH), factor embriotréfico (EGF o IGF-1), 5% de suero fetal
bovino y gentamicina (10uL/mL) durante 32 horas, a 38,5 °C, con 5% de CO;, y humedad relativa mayor de 95%, con
tensiones O, entre 6 y 20 %. Posteriormente, los ovocitos fueron fecundados con semen fresco y cultivados en medio
KSOMaa durante 48 horas. Los cultivos fueron diferenciados por factores de crecimiento (EGF e IGF-1) y tensiones de
O3 (6% y 20%), mas el grupo control sin suplementar con EGF o IGF-I, para valorar las tasas de divisién de ovocitos y
blastocistos a partir de ovocitos. Mediante analisis de conglomerados, se establecieron diferencias significativas entre
los tratamientos con o = 0,05 para cada variable de respuesta, observandose la mayor tasa de divisiones de ovocitos
(24,8 %) con EGF a 6% de O, y la mayor produccién de blastocistos/ovocito (18,4 %) con IGF-1 a 6% de O, . Se con-
cluye que la adicién de factores embriotréficos y una baja tension de O, son favorables para el desarrollo embrionario
in vitro en alpacas.

Palabras clave: Alpaca, camélidos, clivaje, fertilizacién, ovocitos, reproduccién.
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Abstract

The alpaca is the most important South American domestic camelid for Peru, a country that regionally has 87% of
these animals. Since traditional forms of reproduction do not guarantee its genetic quality, in vitro reproduction is an
alternative for its improvement. This study evaluated the influence of embryotrophic factors of epidermal develop-
ment (EGF) and insulin-like growth factor (IGF-1) and oxygen tension on the in vitro development of alpaca oocytes
up to the blastocyst stage. From ovaries of sacrificed animals, oocytes were obtained and placed in TCM-199 medium,
supplemented with sodium pyruvate, glutamine, estradiol (E2), follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hor-
mone (LH), embryotrophic factor (EGF or IGF-1), 5% fetal bovine serum and gentamicin (10uL/mL) for 32 hours, at
38.5 °C, with 5% CO; and relative humidity greater than 95 %, with O, tensions between 6 and 20 %. Subsequently,
the oocytes were fertilized with fresh semen and cultured in KSOMaa medium for 48 hours. Cultures were diffe-
rentiated by growth factors (EGF and IGF-1) and O, tensions (6% and 20 %), plus the control group without EGF or
IGF-I supplementation, to assess oocyte and blastocyst division rates from oocytes. By cluster analysis, significant
differences were established between treatments with a = 0.05 for each response variable, with the highest rate of
oocyte divisions (24.8 %) with EGF at 6% O, and the highest blastocyst/oocyte production (18.4 %) with IGF-1 at 6%
O;. It is concluded that the addition of embryotrophic factors and low O, tension are favorable for in vitro embryo
development in alpacas.
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1 Introduccion

En Suramérica, la cria de camélidos domésticos co-
mo llamas (Lama glama) y alpacas (Vicugna pacos)
forma parte de una cultura ancestral, sobre todo en
Perti y Bolivia, paises que cuentan con el 98,89 % de
la poblacioén total de alpacas (87,9% Perta y 10,9 %
Bolivia) y el 93,4 % del total de llamas (60,8 % Bolivia
y 32,5 % Pert1), segtin cifras reportadas por el Minis-
terio de Agricultura y Riego del Perad (MINAGRI)
(MINAGRI, 2015). En el caso del Pert, se reporta
una poblacién de 3 685 516 alpacas y de 1 257 000
llamas, por lo que los estudios genéticos y repro-
ductivos de estas especies son de suma importancia
para el pais, debido a su gran potencial producti-
vo y comercial, sobre todo de la alpaca, basado en
la produccién de fibra, carne, piel y estiércol como
abono orgénico, ademds de su uso como animal pa-
ra recreacion y produccién de sueros terapéuticos
(MINAGRI, 2019). Segtin el ultimo censo agrope-
cuario del Perti realizado en el afio 2012 por el Ins-
tituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI),
las regiones con mayor densidad de alpacas son
Puno con 39,6 %, Cusco con 14,8% y Arequipa con
12,7 %; la variedad Huacaya representa el 80,4 % de
la poblacién total (INEI, 2013).

A pesar de la importancia de las alpacas para
el Perd, su reproduccién se realiza principalmente
por monta natural, sin considerar la variabilidad
genética y el mejoramiento de la especie con fines
comerciales, lo que ha llevado a una disminucién
de la calidad genética (Huanca, 2012). Asi, la repro-
duccién in vitro se muestra como una alternativa
viable para el mejoramiento genético y el aumen-
to de la productividad de la alpaca, ya que esta
técnica estd altamente desarrollada en bufalinos,
bovinos, ovinos y porcinos (Liang y col., 2020; Jav-
vaji y col., 2020; Dubeibe y col., 2019; Gonella Diaza
y col., 2013; Rodrigues y col., 2013). Asimismo, se
ha reportado la factibilidad de la reproduccién de
camélidos por inseminacién artificial, transferencia
de embriones y fertilizacién in vitro (Ruiz, 2018; Pé-
rez, Zevallos y Perez, 2017; Pacheco, Vélez y Pezo,
2016), siendo necesario el estudio de las condiciones
que permitan el desarrollo exitoso de la reproduc-
cién de alpacas mediante técnicas in vitro, de suma
importancia para la regién andina, ya que no exis-
ten protocolos especificos para ello.

Puesto que la produccioén in vitro de embriones
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es limitada, debido a la reducida sobrevivencia tan-
to embrionaria como fetal y la elevada frecuencia de
anormalidades fetales, placentarias o neonatales, se
buscan alternativas que mejoren la produccién de
embriones con esta técnica, dirigiendo la atencién
a los factores de crecimiento que, en condiciones
in vivo, regulan los procesos de mitogénesis, dife-
renciacién y apoptosis celular (Block, 2007; Kane,
Morgan y Coonan, 1997).

Los factores de crecimiento o factores embrio-
tréficos mas empleados en estudios experimentales
para aumentar la eficacia de maduracién de los
ovocitos y la produccién in vitro de embriones son
el factor de crecimiento insulinico (Insulin growth
factor, IGF), por sus efectos en el crecimiento, desa-
rrollo y maduracién folicular inducida por las go-
nadotrofinas (Lenz, Benavides y Uribe-Veldsquez,
2007) y contribucién a la pre-implantacién y desa-
rrollo del embrién en bovinos (Lima y col., 2006;
Stefanello y col., 2006; Block, 2007), el factor de
crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor,
EGF), que estimula la proliferacién y diferencia-
cién celular (Adams, 1999), y que le relaciona con
la maduracién ovocitaria (Harper y Brackett, 1993),
el factor de crecimiento transformador (Transfor-
ming growth factor, TGF) y el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (Platelet-derived growth
factor, PDGF) (Block, 2007).

Por otra parte, los mejores rendimientos de cul-
tivos embrionarios se obtienen con concentraciones
de O, mds bajas que la atmosférica, debido al menos
parcialmente, a la reduccién de la generacién de ra-
dicales libres de O,, reduciendo su efecto deletéreo
(Legge y Sellens, 1991; Noda y col., 1991; Umaoka
y col.,, 1992). Ademads, la reducida tensién de O, in-
trauterina, reportada en estudios in vivo, implicarfa
una proteccién a la pre-implantacién del blastocisto
(Clark y col., 2006). Asi, se ha reportado un mejor
desarrollo de ovocitos bovinos madurados en 5%
de O, (Hashimoto y col., 2000; Van Blerkom, Ant-
czak y Schrader, 1997).

Con estos antecedentes, se buscd establecer las
condiciones idéneas para el desarrollo embrionario
de alpacas al evaluar la influencia de los factores
embriotréficos EGF e IGF-1 y la tension de oxigeno
al 6% y 20% sobre la tasa de divisién de ovocitos
post primer cultivo embrionario de 48 h en medio
KSOMaa, y la tasa blastocistos a partir de ovocitos
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post siete dias de segundo cultivo embrionario en
SOFaa.

2 Materiales y Métodos

2.1 Lugar del estudio

La investigacion se realiz6 en el Centro de Investi-
gaciones y Produccién (CIP) Quimsachata, de la es-
tacion experimental agraria ILLPA — Puno, del Ins-
tituto Nacional de Innovacién Agraria-INIA — Pe-
14, ubicada entre los distritos de Santa Lucia y Ca-
banillas de las provincias de Lampa y San Romén
en la region Puno, 15° 44’ 00” Latitud Sur y 70° 41’
00” Longitud Oeste, en la zona agroecoldgica de-
nominada puna seca, con una altitud promedio de
4300 msnm, y una temperatura que flucttia entre 2
°C (mayo a julio) y 15 °C (septiembre a diciembre)
(Diaz, 2013).

2.2 Coleccion de las muestras de ovarios

La recoleccién de ovarios se realizé a partir de ani-
males beneficiados en el camal del distrito de Nu-
fioa, con un muestreo aleatorio que no consideré el
estado reproductivo de las alpacas. Los ovarios co-
lectados se colocaron y transportaron en un termo,
entre 35 y 37 °C, sumergidos en solucién salina al
0,9% y suplementada con gentamicina (10uL/mL).

2.3 Procesamiento de los ovocitos

Utilizando el método Slicing modificado (Lorenzo
y col., 2015) se colectaron 1051 ovocitos, seleccio-
nados en las categorias I y II. Para su maduracion,
los ovocitos se colocaron en medio TCM-199, suple-
mentado con piruvato de sodio, glutamina, estra-
diol (E2), hormona foliculo estimulante (FSH), hor-
mona luteinizante (LH), factor embriotréfico (EGF o
IGF-1) en concentraciones entre 10 y 50 ng/ml, 5%
de suero fetal bovino y gentamicina (10uL/mL) du-
rante 32 horas, a 38,5 °C, con 5% de CO; y hume-
dad relativa mayor de 95 %, con tensiones O, de 6 %
0 20%. En la tabla 1 se observa la distribucién de
los ovocitos en funcion de la inclusién de factores
embriotroéficos y la tension de O;.
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Tabla 1. Distribucién de ovocitos de alpacas

Factor Tension de N° de
Embriotréfico  oxigeno%  Ovocitos
EGF SN
IGEL 260 5(1)8
Control 260 i }

Posterior a la maduracién, los ovocitos fueron
trasladados a un medio de fecundacién (FER-TALP
suplementado con 0.25 mM de piruvato sodio,
6mg/ml de BSA y 50ug/mL de gentamicina), en
el que fueron lavados tres veces. Paralelamente se
realizaba la capacitacion espermética, mediante la-
vados en Sperm-TALP suplementado con 1,0 mM
piruvato de sodio, 3 mg/ml de BSA fracciéon V y
50ug/mL de gentamicina con 4 uL de heparina y 30
uL de PHE/ (penicilamina, hipotaurina y epinefri-
na) y centrifugado a 1500 rpm/10 min. El pellet asi
formado fue resuspendido en 1mL del medio FERT
- TALP.

La fecundacién in vitro se realizé con espermato-
zoides provenientes de un macho de probada ferti-
lidad, que luego de capacitados fueron transferidos
a gota de 80 ul del medio de fecundacién y se colo-
caron en incubadora durante 10 horas.

2.4 Desarrollo del embrion

Al finalizar el periodo de fecundacién, los posibles
cigotos fueron retirados de las gotas de fecundacién
e introducidos a placas multipocillos con 500 ul de
medio de cultivo KSOM-AA, donde se adicionaron
EGF o IGF-1 (10-50 10 y 50 ng/ml) a 38,5 °C, ma-
xima humedad relativa >95 %, tensién de CO, del
5% y 6 0 20% de tensién de O,. La tasa de divi-
sién de cigotos fue evaluada 48 horas después de
la fecundacién y luego fueron trasladados al medio
de cultivo SOFaa, adicionando EGF o IGF-1 bajo las
condiciones ya mencionadas. Al dia siete posterior
a la fecundacion, se observaron los estadios de blas-
tocisto.

2.5 Tratamiento estadistico de los datos

El experimento combiné los factores embriotréficos
EGF IGF-1 y un grupo control con dos niveles de
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tension de O, (6 y 20%). Para establecer las diferen-
cias y similitudes de la aplicacién conjunta de los
tratamientos sobre las tasas de divisiones de ovo-
citos y de blastocistos obtenidos a partir de ovoci-
tos (blastocistos /ovocitos), se utilizé el anélisis de
conglomerados por distancia Euclidiana para veci-
nos mds cercanos con un nivel de confianza de 95 %.
Esta técnica permite la agrupacion de las variables
de acuerdo a sus distancias, en clisteres entre los
que no existe diferencia significativa de acuerdo a
lo establecido en el andlisis, ya que son excluyentes
respecto a los factores que no pertenecen al grupo,
no estableciéndose jerarquias, sino grupos diferen-

ciados estadisticamente (Cuadras, 2020). Se utiliz6
el paquete estadistico InfoStat version 2018 para to-
dos los anélisis estadisticos.

3 Resultados y Discusion

3.1 Tasa de division de ovocitos

Una vez desarrollado el experimento, se observd
que la menor tensién de O, (6 %) produjo la mayor
tasa de divisiéon de ovocitos y formacién de blas-
tocistos por ovocito, en comparacién con el grupo
control y 20% de O,. (Tabla 2)

Tabla 2. Tasas de divisién de ovocitos y blastocistos por ovocito tras la aplicacién de EGF e IGF-I con dos tensiones de O;.

., Divisiones  Blastocistos/
Factor Tensién de ) .
Embriotréfico 0(%) Ovocitos Ovocitos
2 (%) (%)
6 51(24,9) 29(14,1)
EGF 20 13 (5.) 12 5.5)
6 42(20.,4) 38(18,4)
IGF-I 20 24(11,4) 14(6,7)
6 33(15,6) 6 (2.8)
Control 20 33(15.6) 6(2.9)

Del mismo modo, el porcentaje de divisiones de
ovocitos (24,9%) fue mayor con el factor embrio-
tréfico EGF con 6% de O,, menor al reportado por
Benavides, Huanca y Quintanilla (2015), quienes,
al analizar la influencia de la tensién de oxigeno
sobre el desarrollo embrionario bovino, obtuvieron
el 69,7% de divisiones de ovocitos con 5% de O;.
Sin embargo, estos autores no evaldan el efecto de
EGF; en tanto Ahumada (2011), con adicién de EGF,
obtuvo el 74,15 % de clivaje en ovocitos bovinos cul-
tivados a 5% de O,.

En la figura 1, el dendrograma correspondiente
a divisiones de ovocitos presenta tres cltsteres co-
mo grupos que difieren significativamente cuando
se toma el corte de acuerdo al resultado de la distan-
cia cofenética calculada en 0,72. Se destaca un cltas-
ter con los tratamientos de EGF e IGF-1 con 6% de
O;, que al encontrarse separados del grupo control
con diferentes tensiones de O,, indicarfa que EGF
e IGF-I aumentan significativamente la divisién de
ovocitos, aunque entre los factores embriotréficos
no hubo diferencias con dicha tension de O,. Por

LA GRANIJA: Revista de Ciencias de la Vida 36(2) 2022:113-121.

©2022, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.

otra parte, que el IGF-I con 20% de tensién de O,
forme un clister con el grupo control, con ambas
tensiones de O, sugeriria que IGF-I, bajo estas con-
diciones, no afecta la division de ovocitos, mientras
que el tratamiento EGF con 20% de O, ejerceria un
efecto inhibitorio sobre esta variable.

Estos resultados coinciden con lo reportado por
Delgado (2018), que con 2% de O, observé mayor
divisién de ovocitos y mejora en la calidad de em-
briones bovinos que con el 5% y 20% de O; en la
atmosfera de cultivo. Del mismo modo, Arias y col.
(2007) reporta resultados similares a la investiga-
cién actual, aplicado a embriones de bovinos; bajo
condiciones de alta (20%) y baja (7%) tensién de
O;,. Al respecto, estudios en ovinos y porcinos han
concluido que la ausencia de O, promueve la capa-
cidad de activarse y mejora la partenogénesis de los
ovocitos en cultivos in vitro (Iwamoto y col., 2005;
Loren y col., 2016; Yao y col., 2019).

En contraste, He y col. (2020) reportaron que la
tasa de escisién de ovocitos de yak fue significativa-
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mente menor (P <0,05) con una concentraciéon de O,
al 5% que con concentraciones de 10 % y 20 %, mejo-
rando la maduracién y la competencia del desarro-
llo de los ovocitos. Por otra parte, Rodrigues y col.
(2013) no observaron que la divisién de ovocitos ca-

ninos sea afectada por tensiones de O, de 5% 0 20 %.
Las diferencias entre estos resultados probablemen-
te se expliquen, al menos parcialmente, por las ca-
racteristicas propias del desarrollo embrionario de
estas especies.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euciidea)

EGF:20

IGF-I:6

EGF:6

IGF1:20

Control:20 |

Control:6 |

Relacion Factor EmbrictréficoTension de 02

0.70

0.93
Distancia

1.16

Figura 1. Dendrograma de conglomerados para la variable respuesta nimero de divisiones de ovocitos

3.2 Tasa de blastocistos a partir de ovocitos

La figura 2 muestra el dendograma del andlisis de
conglomerados con cuatro clisteres bien definidos
con el corte de acuerdo a la distancia cofenética de
0,48, indicando que existen diferencias significati-
vas entre los tratamientos experimentales y el gru-
po control con ambas tensiones de O,, es decir que

el empleo de EGF e IGF-1 con 6 y 20% de O incre-
menta la formacién de blastocistos. Por otra parte, el
porcentaje de blastocistos/ovocito obtenido, es su-
perior al 14,0% reportado por Soto-Martinez y col.
(2019), también con embriones bovinos evaluados
en medio liquido oviductal sintético secuencial, evi-
tando la acumulacién de sustancias embriot6xicas a
tensién maxima de 5% de O,.

Promedio (Average linkage)
Distancia: {Euclidea}

IGF-1:6

EGF:6

IGF-i:20

EGF:20

Control:20 |

Relacién Factor Embriotréfico/Tension de 02

Control:6 |

0.00 024 0.48 0.72

0.96 120 1.68 1.92

Distancia

Figura 2. Dendrograma de conglomerados para la variable respuesta nimero de blastocistos por ovocitos
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Ahora bien, el ntimero de blastocistos por ovo-
citos no fue modificado por EGF e IGF-I al utilizar
una tensién de O; de 20 % por lo que se ubicaron en
el mismo cldster, mientras que el factor embriotré-
fico IGF-1 al 6% de tensién de O, registr6 el mayor
numero de blastocistos por ovocitos (18,4%); es-
te resultado es similar al reportado por Sirisathien
y Brackett (2003), quienes obtuvieron en bovinos,
un mayor nimero de blastocistos por ovocitos con
IGF-1 que con EGF; es decir, proporciones simila-
res de ovocitos activados partenogenéticamente se
convirtieron en blastocistos que en los ovocitos in-
seminados (28,8 %). Asimismo, Yong y col. (2017),
destacaron la importancia del tratamiento con fac-
tores de crecimiento para la maduracién in vitro de
ovocitos de porcinos, lo que es consistente con los
resultados del presente estudio.

En cuanto al efecto del IGF-1, Javvaji y col. (2020)
informan que la adicién de este factor mejoré sig-
nificativamente la maduracién de ovocitos ovinos
en comparacién con ovocitos no tratados, al regu-
lar la expresion de PI3K/Akt y la sefializacién de
apoptosis, los cuales estan relacionados con la ac-
tivacion de los ovocitos en ovinos. Finalmente, la
adicién del factor de crecimiento epidérmico (EGF)
al medio de maduracién estimula la maduracién de
los ovocitos; pero sélo la complementacién con EGF
incrementa el desarrollo embrionario y de blastocis-
to; esta evidencia estd en concordancia con Richani
y Gilchrist (2018), quienes determinaron que la red
EGF también domina la traduccién de las trans-
cripciones maternas en el ovocito inactivo, una fase
que es integral para la competencia del ovocito.
Ademas, hay analogia con el estudio de Salgado,
Simanca y Vergara (2013), demostrando que hubo
diferencia significativa (p<0,05) de la EGF sobre
la proporcién de ovocitos, explicando la mayor pro-
porcién de ovocitos bajo tratamiento con 50 ng/mL.

4 Conclusiones

La tasa de divisién in vitro de los ovocitos de alpa-
cas cultivados en medio KSOM-AA y de formacién
de blastocistos en medio SOFaa, ambos con adicion
de factores embriotréficos (EGF e IGF-1), se vieron
favorecidos por baja tensién de oxigeno (6 %), con
resultados significativos respecto a los grupos con-
trol, observandose mayor porcentaje de divisiones
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de ovocitos con el tratamiento EGF y en blastocistos
por ovocito con el tratamiento IGF-1.

Si bien el uso de los factores embriotréficos EGF
e IGF-1 y las bajas tensiones de O, generé un au-
mento en el nimero de divisiones y ntimero de blas-
tocistos por ovocitos, indicando que bajo las condi-
ciones de este estudio pueden emplearse para una
mejora en el desarrollo embrionario in vitro en alpa-
cas, es necesario disponer de informacién adicional
que permita dilucidar los mecanismos de accién de
los factores embriotréficos, con el fin de optimizar
el procedimiento y lograr una reproduccién de al-
pacas in vitro viable que lleve al mejoramiento ge-
nético de la especie.
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Resumen

La leche es un alimento completo y equilibrado que, junto a sus derivados, son componentes importantes de una dieta
saludable en amplios sectores de la poblacién, pues suministran proteinas, lipidos, hidratos de carbono, vitaminas,
minerales y compuestos bioactivos. Sin embargo, estos alimentos son susceptibles de contaminacién a partir de una
amplia variedad de productos quimicos, cuya presencia mas alla de ciertos limites legalmente establecidos, determina
una ingesta crénica de pequefias dosis de estos compuestos. Al acumularse en el organismo, y en funcién de su toxici-
dad, tienen el potencial de ocasionar severas afecciones en diversos 6rganos y sistemas, constituyendo un importante
problema de salud ptublica. Esta revision busca describir el ingreso de contaminantes quimicos (aflatoxinas, residuos
de farmacos veterinarios, dioxinas, bifenilos policlorados, andlogos a las dioxinas, desinfectantes y detergentes) a la
cadena alimenticia, asf como los potenciales efectos sobre la salud del consumidor, los Limites Méximos de Residuos
de estos contaminantes establecidos para la leche bovina y los métodos mas frecuentes utilizados para su deteccién.
En base a esto, se plantean medidas tendentes a evitar este tipo de contaminacién en productos lacteos, cuya calidad
estd estrechamente relacionada con las condiciones del medio circundante, que a su vez se asocia con actividades
antropogénicas, practicas agricolas, de produccién animal y condiciones de procesamiento.

Palabras clave: Alimentos, Bovino, Leche, Inocuidad, Toxicidad

Abstract

Milk is a complete and balanced food that, along with its derivatives, represent important components of a healthy
diet for the population, since they provide proteins, lipids, carbohydrates, vitamins, minerals and bioactive com-
pounds. However, these foods are susceptible to contamination by a wide variety of chemical products, whose pre-
sence beyond certain established legal limits determines a chronic intake of small doses of these compounds. By ac-
cumulating in the body, and depending on their toxicity, they have the potential to cause serious affections in various
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organs and systems, constituting a major public health problem. This review seeks to describe the entry of chemical
contaminants (aflatoxins, veterinary drug residues, dioxins, polychlorinated biphenyls, dioxin analogues, disinfec-
tants and detergents) into the food chain, as well as the potential effects on consumer health, the Maximum Residue
Limits of these contaminants established for bovine milk and the most frequent methods used for their detection.
Based on this, measures are proposed to avoid this type of contamination in dairy products, whose quality is closely
related to the conditions of the surrounding environment, associated with anthropogenic activities, agricultural prac-
tices, animal production and processing conditions.
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1 Introduccion

La leche es un liquido blanco que segregan las ma-
mas de las hembras de los mamiferos para alimento
de sus crias (RAE, 2019). Con una produccién esti-
mada de 522 millones de toneladas métricas en el
afio 2019, la leche bovina es la mds consumida por
la poblacién (85 %), aunque en algunas regiones se
registra un significativo consumo de leche de bu-
falo (11%) y de otros rumiantes (3,9 %) (Kalyankar
y col., 2016; STATISTA, 2020). En todas las latitudes
los lacteos son susceptibles a contaminacién quimi-
ca (OMS, 2018; Dimitrieska y col., 2016), que ocurre
a través de los suelos, practicas agricolas, practicas
de produccién lechera y durante su procesamien-
to (Nguyen y Flint, 2020; Priyanka, Sheoran y Gan-
guly, 2017), constituyendo un problema importan-
te para la salud publica puesto que 1) varios de los
agentes quimicos son altamente estables, por lo que
se incorporan a la cadena alimenticia incluso cuan-
do su uso esté prohibido desde hace décadas, 2) no
son susceptibles de disminuir tras la aplicacién de
tratamientos fisicos, quimicos o biolégicos de la le-
che, contaminando por extensiéon a los derivados
lacteos, 3) la naturaleza lipofilica de varios conta-
minantes determina un efecto acumulativo en el or-
ganismo animal y su presencia en la grasa de los
lacteos 4) la exposicion crénica a estos contaminan-
tes tiene el potencial de deteriorar severamente la
salud de la poblacion (Akhtar y Ahad, 2017; Ismail
y col., 2019). Por ello se revisara el conjunto de con-
taminantes de la leche y sus derivados en relacién
a sus caracteristicas estructurales, en aspectos como
su ingreso al organismo animal, a los mecanismos
por los que ejercen efectos deletéreos sobre la salud,
tras el consumo crénico de lacteos con concentra-
ciones de agentes quimicos en niveles superiores a
los limites méximos de residuos (LMR) permitidos
en leche bovina, y que se describen en la presente
revisién. Finalmente, se sefialan los principales mé-
todos utilizados para su deteccién y se proponen es-
trategias para prevenir y controlar la contaminacién
quimica de los lacteos.

2 Contaminantes quimicos

2.1 Aflatoxinas

Las aflatoxinas (AF) son micotoxinas ampliamente
distribuidas que, tras contaminar los cultivos e in-
gresar en la cadena alimenticia, afectan la salud y
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productividad animal y la seguridad alimentaria de
la poblacién al presentar efectos téxicos, mutagéni-
cos, teratogénicos, carcindgenos e inmunosupreso-
res (OMS, 2018; Dimitrieska y col., 2016; Ayar, Sert
y Con, 2007).

Aunque se han reportado més de veinte tipos
de AF (Nguyen y Flint, 2020), AFB1, AFB2, AFGl y
AFG2 son las principales micotoxinas relacionadas
con la contaminacion de los lacteos. AFB1 y AFG1
difieren estructuralmente de AFB2 y AFG2 al dis-
poner de un enlace doble adicional. Por otra parte,
las AFG presentan un anillo de furano, mientras
las AFB disponen de un anillo de lactona. En fun-
cién de su grado de toxicidad y carcinogenicidad,
resulta el siguiente orden: AFB1 > AFG1 > AFB2 >
AFG2, cuyas estructuras se observan en la Figura 1
(AECOSAN, 2015).

La aflatoxina Bl (AFB1) es producida por hon-
gos, particularmente Aspergillus flavus y Aspergi-
llus parasiticus (Fels-Kler y Camenzuli, 2016; Duarte
y col., 2013). A. flavus coloniza principalmente las
partes aéreas de las plantas, encontrdndose en ali-
mentos almacenados como cacahuete, maiz, semi-
llas de algodén y piensos. A. parasiticus se encuentra
principalmente en el suelo y tiene una distribucién
similar a A. flavus, pero raramente se observa en el
maiz (Van Asselt y col., 2016; IARC, 2002). Aunque
la temperatura y la humedad son los principales
factores que inciden sobre la presencia de AF en los
alimentos, el transporte internacional de productos
agricolas determina que ninguna region del planeta
estd libre de ella (IARC, 2002).

En el tejido hepatico de los rumiantes la AFB1
es metabolizada a aflatoxina M1 (AFM1), que es
secretada en la orina, heces y leche, principalmen-
te durante las 48 horas posteriores al consumo de
alimentos contaminados, reduciéndose a niveles
indetectables 96 horas después (Marchese y col.,
2018; Nguyen y Flint, 2020). Las tasas de traspa-
so de AFB1 a AFM1 en leche se han estimado entre
0,3% a 6,2% (Vaz y col., 2020), siendo el maiz y otros
alimentos concentrados contaminados las principa-
les fuentes de AFMI1 en la leche cruda (Fink, 2008),
que a su vez es el principal introductor de esta afla-
toxina en la dieta humana (Dimitrieska y col., 2016;
Duarte y col., 2013; Vaz y col., 2020). AFM1 ape-
nas es afectada por la pasteurizacién (Neagu y col.,
2009), encontrandose en la leche pasteurizada (Van
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Asselt y col., 2016), ultra pasteurizada (UHT) (Duar-
te y col., 2013), quesos (Urban y col., 2009) y yogur
(Rahimirad y col., 2014).

Aunque no se ha especificado una Ingesta Diaria
Tolerable (IDT) para las AFM1, la Unién Europea ha
establecido su LMR en 0,05 ug/L para leche cruda,
leche pasteurizada y leche utilizada en la elabora-

cién de productos lacteos, y en 0,025 ug/L para for-
mulas y alimentos dietéticos para infantes; mientras
que en Estados Unidos, China y Brasil el LMR para
AFM1 en leche es 0,5 ug/L. A pesar de que los ni-
veles maximos de AF estdn regulados en més de 80
paises, no existe armonizacién internacional al res-
pecto (Nguyen y Flint, 2020; Akbar y col., 2019; Vaz
y col., 2020; Rahimirad y col., 2014).

AF B2

AF G2

Figura 1. Estructura molecular de las aflatoxinas B y G (AECOSAN, 2015)

Debido a la estabilidad, toxicidad y los LMR
permitidos para las AF, y en particular AFM1, su
cuantificacién es extremadamente importante. En
este sentido, el ensayo por inmunoabsorcién ligado
a enzimas (ELISA) se utiliza comtnmente con fines
de cribado, mientras que la cromatografia liqui-
da de alto rendimiento (HPLC) con deteccién por
fluorescencia o espectroscopia de masas se emplea
frecuentemente para la identificacién y cuantifica-
cién de AF en alimentos y piensos (Vaz y col., 2020;
Rahimirad y col., 2014).

Para reducir la contaminacién ftingica y la pro-
duccién de AF en los alimentos se ha planteado la
rotacién de cultivos, la prevencién de infestaciones
y el deterioro de granos, el uso de variedades de se-
millas resistentes, cosechas con bajos niveles de hu-
medad, la promocién de la deshidratacién, el alma-
cenamiento y el transporte adecuado de granos y el
monitoreo de AF en los piensos (Van Asselt y col.,
2016; IARC, 2002). Aunque es imposible prevenir
completamente la contaminacién de la leche (Ayar,
Sert y Con, 2007), limitar el acceso del ganado leche-
ro a alimentos con altas concentraciones de AFB1
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contribuye a evitar la contaminacién lactea (Dimi-
trieska y col., 2016; Ayar, Sert y Con, 2007). Por otra
parte, la aplicaciéon de métodos fisicos, quimicos y
biolégicos como alternativas para reducir el conte-
nido de AFM1 en leche es cuestionable y represen-
ta un riesgo adicional para la seguridad alimentaria
(Nguyen y Flint, 2020; Rahimirad y col., 2014).

2.2 Residuos de farmacos veterinarios
Antibiéticos

Los antibi6ticos son utilizados desde el siglo an-
terior como promotores de crecimiento animal y en
la prevencién y tratamientos de enfermedades (Al-
bright, Tuckey y Woods, 1961; Sachi y col., 2019). El
incumplimiento de los tiempos de retiro de la leche,
el uso de antibidticos fuera de las prescripciones,
su empleo como aditivos alimentarios y un limita-
do o inexistente sistema de monitoreo, entre otros
factores, determinan LMR de residuos de antibi6ti-
cos (RA) superiores a los legalmente establecidos,
lo que representa una seria amenaza para la salud
publica, especialmente de grupos etarios vulnera-
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bles, y contribuye a la aparicién de la resistencia
microbiana (Priyanka, Sheoran y Ganguly, 2017; Al-
bright, Tuckey y Woods, 1961; Kurjogi y col., 2019;
Sachi y col., 2019). Para la deteccién de RA en leche
se utilizan métodos de tamizaje y confirmatorios;
los primeros incluyen ensayos de inhibicién de cre-
cimiento bacteriano, ensayos enzimaéticos de unién
a receptores e inmunoensayos (Navratilova, 2008;
Padol y col., 2015), mientras que las pruebas croma-
togréficas tienen cardcter confirmatorio, ofreciendo
mayor sensibilidad, especificidad y cuantificacién
del analito (Priyanka, Sheoran y Ganguly, 2017; Sa-
chi y col., 2019).

Como medidas para reducir la concentracién
de RA en los lacteos se ha propuesto la educacién
del productor lechero, el cumplimiento estricto del
tiempo de retiro (Albright, Tuckey y Woods, 1961),
el uso de técnicas adecuadas para la detecciéon de
RA en lacteos (Priyanka, Sheoran y Ganguly, 2017;
Sachi y col., 2019), la supresién de antibiéticos como
promotores de crecimiento, la adopcién de practicas
de manejo e higiene durante el ordefio y procesa-
do de la leche y la reduccién al minimo del uso de
antibidticos o su sustituciéon por probiéticos, inmu-
nomoduladores, acidos orgdnicos y suplementos
alimenticios (Priyanka, Sheoran y Ganguly, 2017;
Sachi y col., 2019; Padol y col., 2015; Yang y col.,
2019).

Antihelminticos

Los antihelminticos se utilizan para tratar pa-
rasitosis de gusanos planos (tenias y tremdtodos)
y gusanos redondos (nemétodos). En funcién de
su estructura quimica y modo de accién, se clasifi-
can principalmente en benzimidazoles (albendazol,
fenbendazol, flubendazol, mebendazol, oxfendazol,
tiabendazol, triclabendazol), tetrahidropirimidinas
(levamisol, pirantel, morantel), imidazoles (tetra-
misol, levamisol) y lactonas macrociclicas (abamec-
tina, doramectina, ivermectina, selamectina, moxi-
dectina) (Romero-Gonzalez, Frenich y Vidal, 2014).

El uso incorrecto de antihelminticos contribuye
a su ingreso en la cadena alimenticia, observandose
sus residuos en la leche (Romero-Gonzalez, Frenich
y Vidal, 2014; Cerqueira y col., 2014). En este ali-
mento, la concentracién de benzimidazoles no es
afectada por la coccién, el almacenamiento a bajas
temperaturas (—18 °C), el horneado o la accién de
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microondas (Tsiboukis y col., 2013), mientras que
los residuos de levamisol son estables durante los
procesos de fermentacién y el tratamiento térmico
del suero, persistiendo en quesos (Whelan y col.,
2010). Frente al tratamiento térmico, las lactonas
macrociclicas presentes en la leche son parcialmen-
te degradadas, lo que no sucede cuando estin pre-
sentes en la crema de leche (Avc y Filazi, 2020).

En varias especies, los benzimidazoles se han
asociado con efectos carcinogénicos, genotdxicos,
embriotdxicos y teratogénicos (Romero-Gonzalez,
Frenich y Vidal, 2014; Tsiboukis y col., 2013; Santos
y col., 2019), mientras que la ivermectina presen-
ta efectos mutagénicos y teratogénicos en varios
mamiferos, ademds de un efecto ecotdxico (San-
tos y col., 2019; Pérez-Cogollo y col., 2018). Asi, los
residuos de antihelminticos en los alimentos impli-
can un riesgo para la salud publica (Padol y col.,
2015; Romero-Gonzélez, Frenich y Vidal, 2014; Aval
y Filazi, 2020). En la Tabla 1 se aprecian los LMRs
permitidos de varios antihelminticos y antibiéticos
en leche bovina. Por otra parte, el seguimiento de
las prescripciones veterinarias, la observancia de
periodos de retiro en la produccién lactea tras la
aplicacion de los antihelminticos y el control y mo-
nitoreo de residuos de antiparasitarios contribuyen
a prevenir su contaminacién. Los métodos croma-
tograficos son los mds utilizados para identificar y
confirmar la presencia de antihelminticos en la le-
che (Cerqueira y col., 2014; Santos y col., 2019).

Pesticidas organoclorados y organofosforados

Los pesticidas son “compuestos quimicos desti-
nados a prevenir, destruir, atraer, repeler o controlar
cualquier plaga, incluidas las especies no deseadas
de plantas o animales durante la produccién, alma-
cenamiento, transporte y procesamiento de alimen-
tos, productos agricolas o alimentos para animales
0 que pueden ser administrados a animales para el
control de ectoparésitos” (FAO/OMS, 2013).

En funcién de su capacidad de incorporarse a la
cadena alimenticia, de bioacumulacién y toxicidad,
los pesticidas organoclorados (POC) y organofosfo-
rados (POF) destacan como contaminantes de la le-
che y sus derivados, que, a pesar de su progresiva
prohibicién, atin constituyen un riesgo para la salud
publica.
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Tabla 1. Limite Maximo de Residuos (LMRs) para antimicrobianos y antihelminticos en leche bovina (FAO/OMS, 2008).

Antimicrobianos LMRs (ug/l)
Amoxicilina 4
Bencilpenicilina 4
Ceftiofur 100
Clortetraciclina/

oxitetraciclina/ 100
tetraciclina
Dihidroestreptomicina/ 200
estreptomicina

Espiramicina 200
Gentamicina 200
Monensina 2
Neomicina 1500
Pirlimicina 100
Sulfadimidina 25
Tilosina 100
Antihelminticos LMRs (ug/l)
Albendazol 100
Doramectina 15
Eprinomectina 20
Febantel/Fenbendazole/ 100
Oxfendazole

Ivermectina 10
Tiabendazol 100

Los POC o hidrocarburos clorados son com-
puestos quimicos sintéticos de amplio espectro que
incluyen a los derivados de los etanos, como el di-
clorodifeniltricloroetano (DDT), ciclodienos, entre
ellos clordano, aldrin, dieldrin heptacloro, endrin y
toxafeno, y los hexaclorociclohexanos (HCH) como
el lindano (Zaragoza-Bastida y col., 2016).

Las principales rutas de contaminaciéon por POC
incluyen inadecuadas practicas de manejo, como el
almacenaje de pesticidas junto a alimentos, la fumi-
gacion de cosechas en dreas adyacentes a las granjas
lecheras, provocando la deposicién de pesticidas en
el agua y alimentos (Bedi y col., 2018), la trans-
misién transcutdnea, la fertilizacién del suelo con
lodos residuales y la utilizacién de alimento ani-
mal procedente de paises en los que atin se utiliza
lindano y DDT (Rusu y col., 2016; Fischer y col.,
2016). La elevada estabilidad en el ambiente y lipo-
solubilidad determinan la deposiciéon de los POC
en tejidos animales particularmente ricos en grasas
y en la leche (Zaragoza-Bastida y col., 2016; Rusu
y col., 2016), siendo considerados como un conta-
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minante organico persistente (COP) (OMS, 2020).
La movilizacién del tejido adiposo para mantener
la secrecion lactea, particularmente en ganaderia
basada en el pastoreo o en caso de desnutricién del
ganado, implica que la leche de estos animales re-
gistre un incremento en la concentracién de estos
pesticidas (Fischer y col., 2016).

A pesar de reportarse concentraciones decre-
cientes de POC y sus derivados en relacién a es-
tudios precedentes, debido probablemente a que
estos compuestos fueron prohibidos décadas atrés,
aun se informa en distintas regiones del mundo de
contaminacién por POC, ocasionalmente superan-
do los LMR establecidos en leche cruda, leche pas-
teurizada, crema agria, queso y mantequilla. Asi,
los humanos estdn expuestos a estos contaminan-
tes principalmente a través de alimentos de origen
animal (Akhtar y Ahad, 2017; Ishaq y Nawaz, 2018;
Rusu y col., 2016), constituyendo una amenaza pa-
ra la salud publica debido a sus efectos mutagéni-
cos, teratogénicos y deletéreos sobre los sistemas
endocrino, cardiovascular y respiratorio. Adicio-
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nalmente, varios pesticidas organoclorados como
DDT, HCH y hexaclorobenceno (HCB) son posibles
cancerigenos para el ser humano (Rusu y col., 2016).

Por otra parte, al presentar menor estabilidad y
persistencia, los pesticidas organofosforados (POF)
como diclorvos, diazinén, dimetoato, clorpirifos,
malatién y metilparatiéon han reemplazado a los
POC. Asi, ingresan al organismo animal a través de
alimentos y aguas contaminadas, bien por inhala-
cién, por el uso de insecticidas en pasturas, establos
y factorias lecheras, o a través de la piel intacta
tras la aplicacion de ectoparasiticidas y posterior
violacién del periodo de retiro establecido (Bedi
y col., 2018; Fischer y col., 2016; Ferndndez, Manci-
pe y Ferndndez, 2010). La naturaleza lipofilica y su
capacidad para unirse covalentemente a las protei-
nas determinan la presencia de POF en la leche y
su posterior incorporacién a la cadena alimenticia,
detectdndose en leche pasteurizada, leche cruda y
quesos (Salas y col., 2003; Al-Julaifi y col., 2015; Pa-
gliuca y col., 2006). Los POF tienen potenciales efec-
tos sobre la salud humana y animal, ocasionando
la estimulacién excesiva de los receptores de ace-

tilcolina y con ello debilidad o parélisis muscular,
excesiva actividad secretora y cambios en el estado
de conciencia (Bedi y col., 2018; Ferndndez, Manci-
pe y Fernandez, 2010). En la Tabla 2 se exponen los
LMR en leche para varios pesticidas organoclora-
dos y organofosforados.

Se ha planteado que el control de la polucién
ambiental en las explotaciones lecheras (Bedi y col.,
2018), el mejoramiento de las condiciones de alma-
cenamiento de los alimentos destinados al ganado
lechero, los programas de educacién a granjeros,
el control de ventas de pesticidas, la aplicacion de
agricultura orgénica, la implementacién de méto-
dos de manejo integrados de pastos (Rusu y col.,
2016), la identificacién de fuentes de contamina-
cién, el monitoreo de residuos de pesticidas en el
alimento animal y en ldcteos mediante cromatogra-
fia de gases (GC), cromatografia liquida/ espectro-
metria de masas (LC/MS) y cromatografia liqui-
da acoplada a espectrometros de masas en tdndem
(LC/MS/MS) (Akhtar y Ahad, 2017) pueden con-
tribuir a reducir la presencia de estos pesticidas en
la leche y sus derivados.

Tabla 2. LMRs para varios organoclorados y organofosforados (Ishaq y Nawaz, 2018; Pagliuca y col., 2006).

Organoclorados LMR ug/kg
DDT 40

DDE 40

Dieldrin 6

v-HCH 1

o- endosulfan 100
B-endosulfan 100

Sulfato de

endosulfan 100
Organofosforados | LMR ug/kg
Acefato 20
Clorpirifos 10
Clorpirifos- metil 10
Diazinén 10
Metamidofos 10
Metidation 20

Forato 20
Pirimifos-metil 50
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2.3 Metales pesados

Son elementos metélicos y metaloides, con una den-
sidad mayor en comparacién a otros elementos me-
talicos (5 g/cm? o un peso atémico entre 63,5-200,6
g/mol), se encuentran ampliamente distribuidos en
el ambiente e inducen a toxicidad sistémica incluso
en bajos niveles de exposicién (Ismail y col., 2019;
Mahmoudi y col., 2017; Jan y col., 2015). Aunque en
este grupo se han considerado al hierro (Fe), zinc
(Zn), niquel (Ni) y cobre (Cu) cuando se encuentran
en productos alimenticios mas alld de ciertos limi-
tes, los metales pesados mads téxicos hallados en los
alimentos generalmente son mercurio (Hg), arsé-
nico (As), cadmio (Cd) y plomo (Pb). Acorde a las
ediciones de la Comisién del Cédex Alimentarius
de 2011 y 1999, se ha establecido el nivel maximo
permitido de Pb y Cd en leche en 0,02 ug/ml y 0,01
ug/ml, respectivamente. La Unién Europea ha es-
tablecido en 0,1 ug/ml el nivel méximo permitido
para As, en tanto que la legislacién hindu estipula
en 1,0 ug/ml como los limites méximos permisibles
de mercurio en la leche y productos lacteos (Ismail
y col., 2019).

Actividades antropogénicas como la urbaniza-
cién, la industrializacién, el riego con agua conta-
minada, la aplicacién de fertilizantes que contie-
nen metales pesados y condiciones no higiénicas
en el procesamiento y distribucién de la leche de-
terminan su ingreso al organismo, reportdndose en
muestras de leche cruda, pasteurizada y en pol-
vo (Ismail y col., 2019; Mahmoudi y col., 2017; Jan
y col., 2015). La contaminacién de la leche y sus
derivados con metales pesados es importante para
la salud publica, porque ocasionan lesiones y en-
fermedades especialmente en infantes y ancianos,
quienes son los principales consumidores de lacteos
(Ismail y col., 2019; Mahmoudi y col., 2017). Asi, una
de las principales causas del saturnismo o plumbo-
sis es justamente el consumo de leche contaminada
con plomo, cuya tasa de absorcién en nifios es 40 %
mayor que en los adultos (Ismail y col., 2019; Harlia,
Rahmah y Suryanto, 2018). Desde el punto de vista
fisiopatoldgico, los metales estimulan la generacién
de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, ge-
nerando estrés oxidativo y deteriorando el sistema
antioxidante celular (Jan y col., 2015).

Entre los métodos utilizados para detectar me-
tales pesados en lacteos se menciona la electrofo-
resis capilar, voltamperometria de pulso y métodos
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espectrométricos. Para prevenir el ingreso de estos
elementos en la cadena alimenticia se ha propues-
to reducir sus concentraciones en el agua destinada
a vacas lecheras, utilizando agentes adsorbentes co-
mo esmectita, paligorskita y zeolita, asi como el mo-
nitoreo del alimento, el uso de materiales inocuos
para el procesamiento y envasado de lacteos, el and-
lisis periédico de estos productos y el monitoreo del
agua utilizada en el procesamiento de la leche y pro-
ductos lacteos (Mahmoudi y col., 2017). Adicional-
mente, el suministro de comino (Cuminum cyminum
L.), ctircuma blanca (Curcuma zedoaria Rosc.) y cur-
cuma amada (Curcuma mangga Val.) en el alimento
de vacas lecheras reduce la concentracién de plomo
en la leche y la incrementa en las heces, probable-
mente al modular el microbiota ruminal (Nurdin,
Putra y Amelia, 2013). Asi mismo, se ha observa-
do una menor concentracién de metales pesados en
el yogur en comparacién con la leche cruda, efecto
atribuido a procesos de fermentacién, como conse-
cuencia de la actividad bacteriana (Enb y col., 2009).

2.4 Dioxinas y bifenilos policlorados analo-
gos a las dioxinas (PCB-AD)

Son un grupo de compuestos policlorados, ca-
si aromdticos planares con estructuras fisicas y
quimicas similares, constituidos por 75 congéne-
res de policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDD) y 135
policlorodibenzofuranos (PCDEF). De las dioxinas
(PCDD/Fs), 17 presentan propiedades toxicoldgi-
cas y 12 de los 209 bifenilos policlorados (PCB); al
adoptar una estructura planar anéloga a las dioxi-
nas presentan propiedades toxicolégicas similares a
éstas (andlogos a las dioxinas, PCB-AD) (DO, 2011;
AECOSAN, 2018).

Estos compuestos se caracterizan por ser alta-
mente estables en el medio por su ubicuidad, por
su toxicidad y su capacidad de ingresar al organis-
mo a través del aire, suelo o sedimentos, mediante
inhalacién, absorcién cutdnea y especialmente por
la ingesta de alimentos contaminados (AECOSAN,
2018; Gallego y col., 2005). En rumiantes, la inges-
ta de PCDD/Fs y PCB-AD ocurre principalmente
durante el pastoreo, por el consumo de pasto con-
taminado y particulas de suelo, asi como por el
consumo de ensilados y forrajes sometidos a proce-
sos de secado (Bogdal y col., 2017).

Una vez acumulados en el organismo, princi-
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palmente en el tejido adiposo animal, la gestacién y
lactancia significardn la movilizacién de estos com-
puestos, incrementando su concentracién en la le-
che que, junto a sus derivados, se convierte en una
potencial fuente de dioxinas y PCB-AD para el con-
sumidor (Gallego y col., 2005; Schulz y col., 2005;
Piskorska-Pliszczynska y col., 2017). Se han detec-
tado dioxinas en mas del 90% de las muestras de
férmulas infantiles, de mantequillas y otros produc-
tos lacteos (yogur, postres lacteos congelados, pro-
ductos horneados que contienen lacteos) y diversos
tipos de quesos (CFIA, 2019), planteando una se-
ria amenaza para la salud ptblica. Las PCDD/Fs y
PBC-AD presentan efectos cancerigenos, teratogé-
nicos, y mutagénicos, y se asocian con alteraciones
dérmicas y hemaéticas que acttian como un disrup-
tor endocrino causante de alteraciones reproducti-
vas, inmunolégicas y neurolégicas (Gallego y col.,
2005).

Para prevenir que los alimentos destinados a
animales productores de leche sean contaminados
por dioxinas y PCB-AD, se ha planteado la identifi-
cacion de zonas agricolas con importante presencia
de estos compuestos, la identificacion y seguimien-
to de piensos e ingredientes de piensos originarios
de estas zonas, el monitoreo de la concentracion de
dioxinas y PCB-AD en fangos cloacales y compost
utilizados en agricultura, y la identificacién y con-
trol de procesos criticos de fabricaciéon de piensos
(por el ejemplo el secado artificial mediante calen-
tamiento directo) (FAO/OMS, 2018). También se
puede prevenir la ingesta de particulas del suelo

COPs en aire, suelo y pasturas

N

Actividades antropogénicas y
liberacién de COPs.

)

COPs en consumidores, efectos sobre la salud

contaminado por dioxinas y PCB al reducir la den-
sidad animal durante el pastoreo y al incrementar la
disponibilidad de pasturas. Debido a que las dioxi-
nas permanecen en el organismo animal durante 30
a 60 dias antes de ser excretadas a través de la leche,
se ha propuesto la transferencia de animales a sue-
los no contaminados por un periodo de tres meses,
a fin de reducir su contenido en la leche. Puesto que
se ha reportado contaminacién lactea con PCB-AD
tras la ingesta de restos de pinturas en establos y el
pastoreo en zonas cercanas a centros industriales,
estas deben considerarse como potenciales fuen-
tes de contaminacién (Gallego y col., 2005; Bogdal
y col., 2017; Schulz y col., 2005).

Los PCDD/Fs y los PCB-AD, junto con los pes-
ticidas organoclorados, son los contaminantes or-
génicos persistentes (COPs) mas frecuentes (OMS,
2020), que son liberados en el ambiente como con-
secuencia de diversas actividades antropogénicas e
ingresan a la cadena alimentaria debido a su capaci-
dad de transporte, toxicidad y persistencia (Figura
2).

La deteccién de las PCDD/Fs y PCB-AD se ba-
sa en la cromatografia de gases junto con la espec-
trometria de masas de alta resolucién (GC-HMRS).
También se utilizan métodos basados en la cromato-
grafia de gases junto con la espectrometria de masas
en tindem (GC-MS/MS). Alternativamente se han
desarrollado técnicas de bioensayo como métodos
de cribado de alto rendimiento (FAO/OMS, 2018).

Tejido adiposo

Incorporacién de COPs en el
organismao animal {tejido adiposo)

Movilizacién de COPs desde el tejido
adiposo

Presencia de COPs en leche y derivados licteos

Figura 2. Ingreso de Contaminantes Organicos Persistentes (COPs) en la cadena alimentaria
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2.5 Desinfectantes y detergentes

La limpieza y desinfeccién son pasos criticos en la
produccién primaria y en el procesamiento poste-
rior de l4cteos, permitiendo eliminar restos de leche
y minimizando el nivel de contaminacién bacte-
riana en las instalaciones de ordefio. Para ello se
emplean detergentes que incluyen tensioactivos en
su composicién y de desinfectantes, disponiendo
de una amplia gama de productos que contienen
biocidas como cloro, yodo, amonio cuaternarios y
diéxido de cloro (Van Asselt y col., 2016; Fischer
y col., 2016; Kirsanov y col., 2020). Si los procedi-
mientos de lavado y desinfeccién en las vacas leche-
ras, asi como el lavado y enjuague de los equipos
de ordefio y almacenamiento de la leche se realizan
incorrectamente, los residuos de detergentes y de-
sinfectantes contaminan esa leche y sus derivados
(Fischer y col., 2016; Merin y col., 1985; Salomskiene
y col., 2013; Siobhan y col., 2012). Asi, los equipos
y utensilios utilizados en el procesamiento de la le-
che deben limpiarse, desinfectarse y enjuagarse con
agua potable (a menos que las instrucciones del fa-
bricante indiquen lo contrario) para posteriormente
escurrirse y secarse (FAO, 2004).

Aunque los residuos de cloro en la leche se de-
gradan rdpidamente sin representar un riesgo para
la salud (Fischer y col., 2016; Salomskiene y col.,
2013), el contacto del cloro con materia orgénica
da lugar a que la leche presente residuos de con-
taminantes no afiadidos intencionalmente, como el
triclorometano (TCM) o cloroformo (Siobhan y col.,
2012). Otros desinfectantes como diéxido de cloro
generan subproductos cuya ingesta inhibe la absor-
cién de yodo (Van Asselt y col., 2016), mientras que
los amonios cuaternarios son estables en la leche,
afectando negativamente la salud de los consumi-
dores e inhibiendo los procesos de fermentacién
lactea y de elaboracién de quesos (Siobhan y col.,
2012). E1 LMR de desinfectantes y detergentes en le-
che y otros alimentos se ha estimado en 0,1 mg/kg
(DO, 2014). Por otra parte, la elevada ingesta de
yodo a partir de sus residuos en la leche puede
conducir a desérdenes en la funcién de la glandu-
la tiroides, principalmente en nifios (Fischer y col.,
2016).

Debido a la amplia variedad de productos desin-
fectantes, se han descrito varias técnicas analiticas
para su deteccién en alimentos, incluyendo pruebas
colorimétricas simples, potenciémetro con electro-
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dos selectivos de iones, cromatografia de capa fina
y cromatografia liquida y gaseosa. Para la cuantifi-
cacién y deteccion de cloratos, percloratos y amonio
cuaternarios en leche y productos lacteos se emplea
la cromatografia - espectrometria de masas en tan-
dem (Fischer y col., 2016).

3 Conclusiones

La leche es una fuente de nutrientes para un amplio
sector de la poblacién. Sin embargo, las actividades
antropogénicas tendentes a mejorar la productivi-
dad animal y el procesamiento de lacteos ocasionan
un riesgo de contaminacién quimica de estos pro-
ductos. Debido a la ubicuidad de estos contaminan-
tes y sus efectos deletéreos tras su ingesta crénica a
través de la leche y derivados lacteos, se han esta-
blecido Limites Méximos Residuales para la mayo-
ria de estos compuestos, siendo necesario prevenir,
o al menos minimizar, y monitorear la concentra-
cién de contaminantes quimicos de lacteos, utilizan-
do técnicas adecuadas de deteccién, contribuyendo
a la seguridad alimentaria de la poblacién.
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tem).

Todos los articulos son publicados para poder
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acceder a su contenido de manera abierta sin res-
tricciones econdmicas, tanto en las fases de envio,
revisién, publicacién y traduccién integrada de los
manuscritos.

2 Alcance y politica
2.1 Tematica
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cias de la Vida, Ambientales y sus lineas transdisci-
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tuales y selectivas de alrededor de unas 40 obras.
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«La Revista de Ciencias de la Vida, La Granja»
tiene periodicidad semestral (20 articulos por afio),
publicada en los meses de marzo y septiembre.

2.3 Politica econ6mica abierta

«La Revista de Ciencias de la Vida, La Granja»,
es una revista abierta, donde todos los articulos son
publicados para poder acceder a su contenido de
manera abierta sin restricciones de contenido o eco-
némicas, tanto en el proceso de revisiéon como de
publicacién y traduccién integra de los manuscri-
tos. La revista es publicada por el Editorial Abya-
Yala, en Quito, Ecuador.

2.4 Copyright

Las obras que se publican en «La Revista de
Ciencias de la Vida, La Granja» estdn sujetas a los
siguientes términos:

1. La Universidad Politécnica Salesiana (RUC:
0190151530001) conserva los derechos patri-
moniales (copyright) de las obras publica-
das, y favorece y permite la reutilizacién de
las mismas bajo la licencia Creative Commons
Reconocimiento-No-Comercial-Sin Obra De-
rivada 3.0 Ecuador, por lo cual se pueden co-
piar, usar, difundir, transmitir y exponer pu-
blicamente, siempre que:

* Se cite la autoria y fuente original de
su publicacién (revista, editorial, URL y
DOI de la obra).

¢ No se usen para fines comerciales u one-
rosos.

¢ Se mencione la existencia y especificacio-
nes de esta licencia de uso.

2. La publicacién otorgard a cada articulo un
Digital Object Identifier (DOI). Ejemplo: Na-
varrete, Bernardo, Oswaldo Valarezo, Ernes-
to Cafarte y Ramoén Solérzano. 2017. Efec-
to del nim (Azadirachta indica Juss.) sobre Be-
misia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodi-
dae) y controladores biolégicos en el cultivo
del melén Cucumis melo L. La Granja: Re-
vista de Ciencias de la Vida. Vol. 25(1):33-4.
https:/ /doi.org/10.17163 /ret.n12.2016.05
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3 Presentacidn, estructura y envio
de los manuscritos

Todos los autores han registrarse con sus crédi-
tos, filiaciones institucionales, pafs e identificador
ORCID en la plataforma O]JS; si bien sélo uno de
ellos sera el responsable de correspondencia. Nin-
gun autor podra enviar o tener en revisiéon dos ma-
nuscritos de forma simultdnea, estimandose una ca-
rencia de un ndmero consecutivo (1 afo).

Cuando presente el articulo, usted no debe in-
tentar disefiar el manuscrito, no justifique el docu-
mento, o centre los titulos, ni utilice el formato de
doble columna. El tnico formato requerido es que
los nombres en latin de los organismos deben estar
en italicas.

Los trabajos se presentaran en tipo de letra Arial
ntmero 10, interlineado doble (excepto para los ti-
tulos de tablas y figuras), justificado completo y sin
tabuladores ni espacios en blanco entre pérrafos. To-
das las lineas deberan estar enumeradas de forma
automdtica (Word>Disefio de pagina>Numeros de
linea>continuo). Solo se separardn con un espacio
en blanco los grandes bloques (titulo, autores, re-
sumen, introduccién, materiales y métodos, resul-
tados, conclusiones y referencias). La pdgina debe
tener 2 centimetros en todos sus margenes (descar-
gar “manuscrito anonimizado”).

Los trabajos deben presentarse en documento de
Microsoft Word (.doc o .docx) o LateX (.tex) que in-
cluya las referencias en formato (.bib), siendo nece-
sario que el archivo esté anonimizado en Propieda-
des de Archivo, de forma que no aparezca la identi-
ficacién de autor/es.

Los manuscritos deben ser enviados tinica y ex-
clusivamente a través del OJS (Open Journal Sys-
tem), en el cual todos los autores deben darse de al-
ta previamente. No se aceptan originales enviados
a través de correo electrénico u otra interfaz.

Por motivos de mejoramiento de la visibilidad
e impacto de las publicaciones, todos los auto-
res deben tener un ntiimero ORCID <https://orcid.
org/>y se sugiere que al menos uno de los autores
tenga una cuenta en Research Gate <https://www.
researchgate.net/home>.
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3.1 Estructura del manuscrito

Para aquellos trabajos que se traten de investi-
gaciones cientificas, los manuscritos seguiran la es-
tructura IMRDC (Introduccién, Materiales y Méto-
dos, Resultados, Discusiéon y Conclusiones), cual-
quier uso de anexos se enviard como un documento
aparte en Word o Latex y sera catalogada como in-
formacién complementaria (descargar “manuscrito
anonimizado”).

Los trabajos que se traten de Revisiones Biblio-
gréficas, podran ser més flexibles en sus epigrafes,
especialmente en Materiales y Métodos, Resultados
y Discusién. En todas las tipologias de trabajos son
obligatorias las Referencias que en lo posible de-
beran incluir un link electronico de referencia. En
cualquier caso los documentos constardn de las si-
guientes secciones:

a. Titulo (espafiol) / Title (inglés):

Conciso pero informativo, en castellano en pri-
mera linea y en inglés en segunda. Se aceptan co-
mo méaximo 25 palabras con espacios incluidos. El
titulo no solo es responsabilidad de los autores, pu-
diéndose proponer cambios por parte del Consejo
Editorial.

Es necesario escribirlo en maytsculas y mintis-
culas, centrado; si contiene nombres cientificos de
taxa, destacarlos con cursivas, sin el autor del taxén.

b. Nombres y filiacién de los autores:

Nombre(s) y Apellido(s) de cada uno de los au-
tores, organizados por orden de prelacién. Junto a
los nombres ha de seguir centro de trabajo, direc-
cién, ciudad, pafs, correo electrénico de cada autor y
nimero de ORCID. Adicionalmente se debe incluir
qué autor serd el responsable del manuscrito o autor
por correspondencia, sefialdindolo con un asterisco
(*). Dicha informacién serd tinicamente presentada
en el archivo modelo denominado “presentacion-
portada” (descargar “presentacién-portada”)

c. Resumen (espafiol) / Abstract (inglés):

Tendrd como extensién mdaxima 250 palabras,
primero en espafiol y después en inglés. En el re-
sumen se describird de forma concisa implicita o
explicitamente y en este orden: Justificacién del te-
ma; Objetivos; Metodologia y muestra; Principales
resultados; Principales conclusiones. Ha de estar
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escrito de manera impersonal “El presente trabajo
analiza...”. En el caso del abstract no emplee tra-
ductores automaticos, tome el debido cuidado al
traducir su resumen, es la primera impresién que
tendr4 el revisor.

d. Palabras clave (espaifiol) / Keywords (inglés):

Se deben exponer de 4 a 6 descriptores por cada
version idiomadtica relacionados directamente con
el tema del trabajo. Trate de no repetir las mismas
palabras del titulo. Deben colocarse tanto en espa-
fiol, como en inglés.

e. Introduccién:

Se sugiere utilizar el sistema SPPR Situacion
(Estado del Arte), Problema, Pregunta (Hipoétesis
del Estudio) y Respuesta (Objetivo del Estudio). De
esta manera, se debe exponer de manera clara y
con suficientes referencias bibliograficas el estado
del arte actualizado de su estudio, el planteamien-
to del problema, el contexto de la problematica, la
justificacién, fundamentos y propdsito del estudio,
utilizando la literatura més significativa y actual del
tema.

f. Materiales y métodos:

Deben ser redactados de forma que el lector
pueda comprender con facilidad el desarrollo de la
investigacién. Describird cronolégicamente la me-
todologia, la muestra y la forma de muestreo, asi co-
mo se haréa referencia al tipo de analisis estadistico
empleado. Asegurando en todo momento la repli-
cabilidad de su experimento explicando el disefio
experimental, equipos de laboratorio utilizados y
programas computacionales, entre otros. En toda
metodologia utilizada, es necesario exponer las ra-
zones que han conducido a su empleo y describir
sus posibles limitaciones.

g. Resultados y Discusion:

Se procurard resaltar las observaciones méas im-
portantes. Debe incluir la informacién cuantitativa
o cualitativa que sustentard las conclusiones fina-
les. Aparecerdn en una secuencia légica en el texto
y las Tablas, Figuras y ecuaciones imprescindibles
evitando la duplicidad de datos. Toda tabla, figura
o ecuacion debera estar citada en el texto y enume-
rada secuencialmente.
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Para el caso de las ecuaciones, emplee el editor
de ecuaciones de Word o mediante programacion
en Latex, coloque de manera consecutiva las ecua-
ciones ordendndolas mediante un ntimero encerra-
do entre paréntesis (1), para mejor compresiéon vea
el documento “manuscrito anénimizado”.

Las fotos, ilustraciones y graficas inicamente se
presentan como figuras, y éstas, al igual que las ta-
blas, deben incluir una descripcién explicativa para
cada una, ver manuscrito anénimizado.

En el texto, toda tabla y figura deben ser nom-
bradas, analizadas y discutidas resaltando los ha-
llazgos més representativos y/o limitaciones del es-
tudio. Cite dentro del texto Figura 6 o Tabla 1, por
ejemplo. No abrevie la palabra figura o tabla.

Las figuras pueden ser dibujos lineales, mapas,
o fotografias de medios tonos en blanco y negro o a
color en resolucién de 300 dpi, es decir el tamafio de
la figura debe ser grande, apropiado para la publi-
cacién en formato de calidad. Cada figura debe ser
adjuntada con el envio en formato TIFF,PNG o JPG
enumeradas en el orden de aparicién. Los autores
deberadn tomar en cuenta que las leyendas y ejes de
las figuras deben ser perfectamente legibles tanto al
ampliar como reducir la figura.

Disefie las figuras para que se ajusten eventual-
mente al tamafio final de la revista 19,2 x 26,2 cm.
Asegtrese de que las inscripciones o detalles, asi
como las lineas, tengan tamafios y grosores adecua-
dos de tal manera que no queden ilegibles cuando
sean reducidos a su tamafio final (ntimeros, letras y
simbolos deben ser reducidos al menos a 2,5 mm de
altura después que las ilustraciones han sido redu-
cidas para ajustarse a la pagina impresa). Idealmen-
te, las ilustraciones lineales deben ser preparadas a
aproximadamente a un cuarto de su tamarfio final de
publicacién, ejemplo: 4,7 x 6,5 cm.

Diferentes elementos en la misma figura deben
ser deletreados a, b, ¢, d, etcétera. Las fotografias
deben gravarse con alto contraste y en alta resolu-
cién. Recuerde que las fotografias frecuentemente
pierden contraste en el proceso de impresion. Si las
figuras han sido previamente usadas, es de respon-
sabilidad tinica del autor el obtener el/los permisos
correspondientes. Evite problemas posteriores rela-
cionados con los derechos de autor.

h. Conclusiones y Discusién:
El apartado de Discusiones puede aparecer en

los Resultados o en las Conclusiones, a preferen-
cia del autor. Las Conclusiones resumiran los ha-

138

llazgos mds importantes, relacionando las propias
observaciones con estudios de interés, sefialando
aportaciones y limitaciones, sin redundar datos ya
comentados en otros apartados. Asimismo, el apar-
tado de discusién y conclusiones debe incluir las
implicaciones y lineas para futuras investigaciones.

i. Agradecimientos (opcionales):

El Council Science Editors recomienda a los au-
tor/es especificar la fuente de financiacién de la
investigacion. Se considerardn prioritarios los tra-
bajos con aval de proyectos competitivos nacionales
e internacionales. En todo caso, para la valoracién
cientifica del manuscrito, este debe ir anonimizado
con XXXX solo para su evaluacién inicial, a fin de
no identificar autores y equipos de investigacion,
que deben ser explicitados en la Carta de Presenta-
cién y posteriormente en el manuscrito final.

j- Referencias:

Las citas bibliograficas deben resefiarse en forma
de referencias al texto. Bajo ningtn caso deben in-
cluirse referencias no citadas en el texto, ni tampoco
deben ser incluidas citas solamente en el texto sin
contener su respectiva referencia. Su niimero debe
ser suficiente para contextualizar el marco tedrico
con criterios de actualidad e importancia. Se pre-
sentardn alfabéticamente por el primer apellido del
autor, siguiendo el estilo Harvard, que se describe
a continuacién y/o que se puede presentar con el
gestor de citas del procesador de texto utilizado.

3.2 Normas para las referencias
3.2.1 Como se cita en el texto

Harvard es un estilo de citaciéon que permite
colocar los dos apellidos del autor (muchas veces
éstos aparecen separados con un guién), si es que
los presenta. Caso contrario se utiliza un solo ape-
llido, como es usual en la tradicién anglosajona.

Un autor: Samaniego (2012); (Samaniego, 2012);
Valdés-Pérez (2016); (Valdés-Pérez, 2016); (Valdés
Pérez, 2016); Valdés Pérez (2016).

Hasta tres autores: Samaniego, Vasquez y Torres
(2010); (Samaniego, Vasquez y Torres, 2010).
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Mas de tres autores: Samaniego et al. (2010); (Sama-
niego et al., 2010)

3.2.2 Referencias

a. Articulo de revista (incluir siempre el DOI del
articulo o en lo posible la direccién electrénica
URL del articulo):

Arnold, M. y Osorio, E (1998) Introduccién
a los Conceptos Bésicos de la Teoria Gene-
ral del Sistemas. Revista Cinta de Moebio
[en linea], (3). Universidad de Chile. Disponible
en <https://goo.gl/FwjAqo>[consulta: 20 enero
2005].

Dhillon, B. (2004) Should Doctors Wear Ties?
Medical Monthly [en linea], 3 (1), 55-88. Dispo-
nible en <https://goo.gl/pHzUx]>[consulta: 20
abril 2006].

b. Libros completos:

Un Autor:
Holt, DH 1997, Management principles and practi-
ces, Prentice Hall, Sydney.

Dos Autores:
McCarthy, EJ, William, DP & Pascale, GQ 1997, Ba-
sic marketing, Irwin, Sydney.

Tres o més autores:
Bond, WR, Smith, JT, Brown, KL & George, M 1996,
Management of small firms, McGraw-Hill, Sydney.

c. Medios electrénicos:

Reed, S 2015, ‘Shift to lower-carbon energy is too
slow, report warns’, New York Times, 9 Novem-
ber. Available from: https://goo.gl/iczP53.
[10 November 2015].

Es prescriptivo que todas las citas que cuen-
ten con DOI (Digital Object Identifier System) es-
tén reflejadas en las Referencias (pueden obtenerse
en http://goo.gl/gfruhl). Todas las revistas y libros
que no tengan DOI deben aparecer con su link (en
su version online, en caso de que la tengan, acorta-
da, mediante Google Shortener: http://goo.gl

Los articulos de revistas deben ser expuestos en
idioma inglés, a excepcioén de aquellos que se en-
cuentren en su idioma de origen, caso en el que se
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expondrd en ambos idiomas utilizando corchetes.
Todas las direcciones web que se presenten tienen
que ser acortadas en el manuscrito, a excepcién
de los DOI que deben ir en el formato indicado
(https:/ /doi.org/XXX).

3.3 Epigrafes

Los epigrafes del cuerpo del articulo se numera-
ran en ardbigo. Irdn sin caja completa de maytscu-
las, ni subrayados, ni negritas. La numeracién ha de
ser como maximo de tres niveles: 1. / 1.1. / 1.1.1.

Al final de cada epigrafe numerado se estable-
cerd un espacio.

4 Proceso de envio

Deben remitirse a través del sistema OJS previo
registro en la direccién <http://revistas.ups.edu.
ec/index.php/granja/user/register>de la revista,
los siguientes archivos:

Archivo N°1: Cover Letter, Cesién de derechos y
declaracion de conflictos de interés:
Descargue el modelo “cover letter”.

Archivo N°2: Presentacién-portada:
Este archivo (Word o Latex), contendré tres aparta-
dos claramente identificables:

a) Titulo en espariol e inglés, nombres y apelli-
dos de los autores de forma estandarizada con
numero de ORCID, filiacién y grado académi-
co.

b) Resumen, abstract, palabras claves y key-
words.

¢) Una declaracién de que el manuscrito se tra-
ta de una aportacién original, no enviada ni
en proceso de evaluacién en otra revista, con-
firmacién de las autorfas firmantes, acepta-
cién (si procede) de cambios formales en el
manuscrito conforme a las normas y cesion
parcial de derechos a la editorial (descargar
“presentacién-portada”).

Archivo N°3: Manuscrito totalmente anonimizado,
conforme a las normas referidas en precedencia.

Archivo N°4: El autor de correspondencia debera
presentar una lista de 5 potenciales revisores del ar-
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ticulo que cumplan los siguientes criterios (descar- informacién:

gar modelo “evaluadores sugeridos”):
* Nombres y Apellidos
¢ No ser del mismo pais del autor de correspon-

dencia. Por ejemplo, si el autor de correspon-
dencia trabaja en Brasil, el revisor propuesto
NO puede estar vinculado a instituciones del
mismo pais del autor de correspondencia, es
decir, “Brasil”).

Filiacion

Grado académico

Correo electrénico

Cédigo Orcid correspondiente
El formato de este archivo podra realizarse en

cualquier procesador de texto Word / LateX y se de- Indicar brevemente la pertinencia de dicho revi-
beré aportar de cada potencial revisor la siguiente sor para la evaluaciéon del manuscrito

El no cumplimiento de algunas de los requisitos de la presente normativa
podra ser causal de rechazo AUTOMATICO del manuscrito.
Tome el debido tiempo para completar de manera correcta el proceso de envio.
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