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Azuero, Jaramillo, San Martin y
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estudio del efecto antimicrobiano
de doce plantas usadas
tradicionalmente en la medicina
popular de Ecuador, el cual es {
de gran utilidad desde el punto bl -
de vista farmacolbgico para ——
valorar su uso como agentes -
terapéuticos.
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Analisis multivariante, paso
Importante para buenos resultados

de Investigacion

1 momento de disefiar una investigacion, factor

clave a considerar es la metodologia que sigue

u desarrollo, en este caso, la técnica utilizada

en el tratamiento de los datos; para el efecto las técnicas

de analisis multivariante, son las que mejores opciones
ofrecen al momento de obtener los resultados.

Al momento de diseflar una investigacion,
factor clave a considerar es la metodologia que
sigue su desarrollo, en este caso, la técnica utilizada
en el tratamiento de los datos; para el efecto las
técnicas de analisis multivariante, son las que
mejores opciones ofrecen al momento de obtener
los resultados.

La familia de las técnicas multivariante,
denominadas asi por el ntmero de variables
involucradas en el estudio, son populares, porque
permiten crear conocimiento y con ello mejorar
la toma de decisiones; analizan simultaneamente
multiples medidas con distintos individuos u objetos
bajo una investigaciéon. Por lo tanto, cualquier
observacion simultanea de dos o mas variables
puede ser considerado como analisis multivariante
(Joseph F Hair, Black, Babin, & Anderson, 2010).

Para elegir la técnica multivariante el
investigador debe plantearse tres interrogantes
sobre el objetivo de la investigacion y la naturaleza
de los datos: 1) ¢Pueden las variables dividirse en
categorias independientes y dependientes en base a
algunateoria?; 2) Siesposiblelodel punto1,écuantas
variables se tratan como dependiente en un solo
analisis?; y, 3) ¢Como son medidas las variables,
tanto dependientes como independientes?

Al responder las interrogantes planteadas en el
parrafo anterior, el investigador tiene dos grandes

Richard Ramirez-Anormaliza
Director de Investigacion
Universidad Estatal de Milagro

gruposdetécnicasmultivarianteautilizar: el primero
lo constituye las técnicas con independencia:
modelo de ecuaciones estructurales, analisis de
correlacion canénica, andlisis multivariante de
variables, anilisis de correlacién candnica con
variables ficticias, regresion multiple, anélisis
conjunto y andlisis discriminante multiple; el
segundo grupo, las de interdependencia, que son:
analisis factorial, anélisis de conglomerados, analisis
multidimensional y analisis de correspondencias.

Una técnica de dependencia se puede definir
como una herramienta de andlisis en la que
una variable o conjunto de variables puede ser
identificada como la variable dependiente que se
predice o explica por otras variables conocidas
como variables independientes. Un ejemplo de una
técnica de dependencia es el analisis de regresion
multiple. Por el contrario, en una técnica de la
interdependencia ninguna variable individual o
grupo de variables se define como independiente
o dependiente. El procedimiento consiste en el
analisis simultineo de todas las variables en el
conjunto. El andlisis factorial es un ejemplo de una
técnica de interdependencia.

Por lo expuesto es muy importante que
las universidades de Ecuador capaciten a sus
profesores e investigadores en el uso de las técnicas
de analisis multivariante y sus herramientas. En
la Universidad Estatal de Milagro se desarrollan
cursos y seminarios para capacitar a su personal
académico. Es asi que varios de sus profesores,
principalmente los que cursan estudios doctorales
realizan sus investigaciones con la aplicacion de las
técnicas referidas.
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nemos el gusto de presentar ala comunidad

cientifica la Revista Ciencia UNEMI ntimero

20, a través de la cual compartimos la
excelente noticia de la inclusion en la base de datos
Emerging Sources Citation Index (ESCI), la cual
contiene aquellas revistas que estan en proceso
de evaluacion/consideracion para ser indexadas
en las bases de datos de la Coleccion de Web of
Science (WOS): “Science Citation Index”, “Social
Science Citation Index” o “Arts & Humanities
Citation Index”. Este logro se debe al esfuerzo del
equipo de gestién y edicion de la revista, al apoyo
de las autoridades y sobre todo al aporte de los
investigadores quienes han confiado a Ciencia
UNEMI la divulgacion de sus articulos cientificos.
El trabajo de mejorar e impulsar el ingreso a
nuevos indices contintia y requiere de importantes
esfuerzos de todos los que colaboramos en su
realizacion.

El presente ntimero de Ciencia UNEMI es un
Suplemento en Tecnologias Convergentes e incluye
catorce interesantes manuscritos relacionados
con las areas Ingenieria Ambiental, Ciencia e
Ingenieria de Alimentos y Biotecnologia Vegetal,
Ambiental y Salud Humana, los cuales se describen
a continuacién.

En el area Biotecnologia Vegetal, Ambiental
y Salud Humana, Azuero et al analizan el efecto
antimicrobiano de doce plantas medicinales de
uso ancestral en Ecuador, comtinmente conocidas
como: cedron, altamisa, diente de ledn, mastrante,
guaviduca, borraja, cilantro, toronjil, hierba luisa,
ajenjo, achochillay moringa. Guevara et al presentan
un estudio sobre la actividad biolbgica (toxicidad,
antibacteriana y antiftingica) de dos especies
de esponjas marinas que habitan en las costas
venezolanas. Echavarria et al evaltan la presencia de
metabolitos secundarios yla capacidad antioxidante
de dieciséis plantas de uso ancestral y medicinal
cultivadas en Ecuador. Jicome y Baquerizo dan
cuenta del desarrollo e implementacién de un
monitor cardiaco con Interfaz Bluetooth “CARDIO
UEES” con caracteristicas de portabilidad, facilidad
de uso y tiempo prolongado de operaciéon. Machuca
et al investigan la obtencién de queratina a partir
de la hidroélisis enzimatica de plumas de pollo,

Dra. Mayra D’Armas Regnault
Directora (E) Revista Ciencia UNEMI
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utilizando queratinasas producidas por Bacillus
subtilis. Coello et al estudian la presencia del virus
del Nilo Occidental en los caballos de los humedales
"Abras de Mantequilla", Los Rios, Ecuador, a través
de la deteccién de anticuerpos IgG e IgM en el suero
sanguineo de los caballos. Barcia y Sanchez evalian
si la prueba de tinta china es una eficiente prueba
de tamizaje para meningitis por Cryptococcus
spp. Dominguez et al estudian los indicadores
productivos de variedades cubanas y venezolanas
de frijol comun, cultivados en condiciones de
sequia.

En el area Ciencia e Ingenieria de Alimentos,
Vit et al caracterizan diez indicadores de calidad
fisicoquimica en cuatro mieles ecuatorianas
de Tetragonisca angustula (Latreille, 1811),
recolectadas en la provincia de Esmeraldas. Ayala
et al evaltian el efecto que produce la adicién de
4cido ascorbico en la reduccién de la concentracion
de nitritos y nitratos en la mortadela. Romero y
Héctor estudian el efecto de la nisina en el control de
microorganismos y las propiedades organolépticas
del helado tipo italiano, con vistas a su posible uso
como conservante de este alimento. Rivera et al
presentan los resultados de la elaboraciéon de una
bebida funcional a base de té verde, a la cual se
afnadi6 Super6xido Dismutasa y Vitamina C, con el
fin de determinar el efecto antioxidante.

En el area Ingenieria Ambiental, Baque et
al estudian los parametros fisicos, quimicos y
microbiolégicos del agua destinada al consumo
humano en el cantén Quevedo, provincia de Los
Rios, Ecuador. Hernandez et al realizan una revision
de las técnicas de analisis mas importantes para el
control de la contaminacién medioambiental en
funcién del tipo de muestra, organica o inorganica,
y del estado fisico en que se encuentra.

Esperamos que esta variada coleccion de
articulos sea de utilidad para los investigadores en
las areas presentadas. Reciban todos los autores
nuestro sincero agradecimiento por escoger Ciencia
UNEMI para la divulgacién, asi como también a los
evaluadores que participaron en la revision de los
articulos y a nuestros lectores la gratitud de siempre
por su solidaridad.
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Analisis del efecto antimicrobiano de doce
plantas medicinales de uso ancestral en Ecuador

Andrea, Azuero'; Carmita, Jaramillo-Jaramillo!; Diana, San Martin’;
Haydelba, D’Armas!**

Resumen

Los ejemplares de las especies vegetales Lippia citriodora K (cedrén), Ambrosia artemisifolia L (altamisa), Taraxacum officinale
Weber (diente de le6n), Ageratum conyzoides L (mastrante), Piper carpunya Ruiz & Pav (guaviduca), Borago officinalis L (borra-
ja), Coriandrum sativum L (cilantro), Melissa officinalis L (toronjil), Cymbopogon citratus S (hierba luisa), Artemisia absinthium
L (ajenjo), Momordica charantia L (achochilla) y Moringa oleifera Lam (moringa) se recolectaron al azar en las localidades de
Machala y Santa Rosa, Ecuador. Las hojas fueron lavadas, secadas, molidas y extraidas por maceracién con metanol; los filtra-
dos concentrados por evaporacion a presion reducida. Para determinar la actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos
obtenidos, se utiliz6 la técnica de difusién en agar, mediante la cual éstos se probaron frente a cepas de bacterias Gram positiva
(Staphyloccocus aureus) y Gram negativa (Escherichia coli y P. aeruginosa), y una cepa del hongo (Candida albicans). Todos los
extractos analizados, a excepcion de los de L. citriodora y A. conyzoides, exhibieron una accién bactericida contra todas las cepas
bacterianas ensayadas, lo cual refleja la importancia de estas especies en la produccion de fitofarmacos antibi6ticos. T. officinale
y P. carpunya presentaron un efecto antibacteriano alto contra E. coli; sin embargo, S. aureus no presento sensibilidad frente los
extractos de L. citriodora y P. carpunya. El bioensayo de actividad antifingica realizado a los extractos de las especies estudiadas
contra C. albicans, mostré que todos tienen accion fungicida alta, a excepcion de T. officinale con un menor efecto inhibitorio del
crecimiento fingico. Se puede inferir que estas plantas constituyen una fuente promisoria de compuestos quimicos antimicrobia-
nos de gran valor farmacologico.

Palabras Clave: actividad antibacteriana; actividad antifingica; bioactividad; plantas medicinales.

Analysis of antimicrobial effect of twelve medicinal
plants of ancient use in Ecuador

Abstract

The specimens of plant species Lippia citriodora K (cedrén), Ambrosia artemisifolia L (altamisa), Taraxacum officinale Weber
(diente de ledn), Ageratum conyzoides L (mastrante), Piper carpunya Ruiz & Pav (guaviduca), Borago officinalis L (borraja), Co-
riandrum sativum L (cilantro), Melissa officinalis L (toronjil), Cymbopogon citratus S (hierba luisa), Artemisia absinthium L
(ajenjo), Momordica charantia L (achochilla) y Moringa oleifera Lam (moringa) were collected randomly in the towns of Santa
Rosa and Machala, Ecuador. The leaves were washed, dried, ground and extracted by maceration with methanol; the filtrates concen-
trated by evaporation under reduced pressure. A diffusion technique in agar was used to determine the antimicrobial activity of the
obtained methanolic extracts, by which they were tested against strains of Gram-positive (Staphylococcus aureus) and Gram negative
bacteria (Escherichia coli and P. aeruginosa), and a strain of fungus (Candida albicans). All extracts analyzed, except for those of L.
citriodora and A. conyzoides showed a bactericidal action against all bacterial strains tested, reflecting the importance of these species
in the production of herbal medicines antibiotics. T. officinale and P. carpunya showed a high antibacterial effect against E. coli;
however, S. aureus did not show sensitivity to P. carpunya and L. citriodora extracts. The antifungal activity bioassay conducted to
studied extracts against C. albicans, showed that all have high fungicidal action, except for T. officinale with less inhibitory effect of
fungal growth. It can be inferred that these plants are a promising source of antimicrobial components of high pharmacological value.
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I. INTRODUCCION

La utilizacion de sustancias naturales en el tratamiento
de diferentes enfermedades, incluidas las de etiologia
infecciosa, constituye en la actualidad un desafio
en la medicina y se ofrece como una alternativa,
especialmente en aquellas dolencias para las que no
existe un remedio adecuado (Domingo y Lopez-Brea,
2003). Después de un periodo en que la industria
farmacéutica se dedico exclusivamente a la fabricacion
de farmacos de sintesis, dejando atras las antiguas
medicinas que tenian como base los extractos de
plantas medicinales, hay un cambio cualitativo en los
programas industriales con dedicacion a la basqueda
de nuevos medicamentos de origen herbario (Ruiz y
Roque, 2009).

Un namero creciente de personas recurren a
sus propiedades curativas basandose en su uso
tradicional. No obstante, ciertas plantas medicinales
no han mostrado las propiedades que les atribuye la
medicina popular, e incluso han resultado peligrosas
(Hernandez, 2006). Existen reportes en la literatura
de que numerosas investigaciones estdn encaminadas
a la bisqueda de nuevos compuestos con actividades
biol6gicas a partir de fuentes naturales, mientras otras
estan destinadas a verificar las propiedades que se les
atribuyen (Avellaneda, 2005).

El estudio cientifico de las plantas medicinales
es una fuente relevante para el descubrimiento
de nuevos farmacos que luego se sintetizan, pero
también permite un conocimiento mas profundo de
los vegetales que conduce a que muchos productos
naturales sean reconocidos como fitofarmacos, es
decir, compuestos que igualan el nivel de los firmacos
de sintesis (Vivot et al, 2012). Actualmente, uno de
los problemas mas comunes es que existen plantas
medicinales que tienen una actividad antimicrobiana
conocida por la poblacion, sin embargo no han sido
analizadas a fondo, para determinar cuales son sus
beneficios, pasando muchas veces desapercibidas.

En la actualidad existen una gran variedad de
plantas medicinales que crecen y son recolectadas
en Ecuador, ya que éstas contienen metabolitos
secundarios que presentan actividad biologica, sin
embargo a la mayoria de las plantas que crecen en
el pais, no se les ha realizado un estudio profundo
para conocer las grandes propiedades curativas que
poseen. Algunas de estas plantas son utilizadas por las
personas, otras lastimosamente no son consumidas
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por no ser reconocidas por la poblacion.

El control de diferentes patologias, ya sean
causadas por hongos o bacterias, utilizando extractos
metanoélicos de una gran variedad de plantas
medicinales cultivadas en Ecuador, es algo que ain
no ha sido probado. La mayoria de estas plantas
sometidas a estudio han demostrado poseer efectos
antibacterianos y antifingicos, muy aparte de que
poseen otras propiedades curativas ademas de las
mencionadas; las cuales podrian estar relacionadas
con la biosintesis de metabolitos bioldgicamente
activos, segin el habitat donde crecen las plantas.

La extraccién de los metabolitos secundarios de
las hojas de las especies Lippia citriodora K (cedrén),
Ambrosia artemisifolia L (altamisa), Taraxacum
officinale Weber (diente de lebn), Ageratum
conyzoides L (mastrante), Piper carpunya Ruiz &
Pav (guaviduca), Borago officinalis L (borraja),
Coriandrum sativum L (cilantro), Melissa officinalis
L (toronjil), Cymbopogon citratus S (hierba luisa),
Artemisia absinthium L (ajenjo), Momordica
charantia L (achochilla) y Moringa oleifera Lam
(moringa), y el estudio del efecto antibacteriano y
antifingico de las hojas de dichas plantas medicinales,
constituye el objetivo de esta investigacion. Los
resultados obtenidos constituirAn un aporte al
conocimiento de la bioactividad de estas especies
vegetales diseminadas en latitudes ecuatorianas, y por
ende se conoceran los beneficios que éstas brindan a la
poblacién del pais.

II. DESARROLLO
1. Metodologia

Recoleccion de las muestras: los ejemplares de
las especies vegetales Lippia citriodora K (cedrén;
Verbenaceae), Ambrosia artemisifolia L (altamisa;
Asteraceae), Taraxacum officinale Weber (diente
de lebn; Asteraceae ), Ageratum conyzoides L
(mastrante; Asteraceae), Piper carpunya Ruiz & Pav
(guaviduca; Piperaceae), Borago officinalis L (borraja;
Boraginaceae),
Apiaceae ), Melissa officinalis L (toronjil; Lamiaceae),
Cymbopogon citratus S (hierba luisa; Opaceae),
Artemisia absinthium L (ajenjo; Asteraceae),
Momoérdica charantia L (achochilla; Cucurbitaceae)
y Moringa oleifera Lam (moringa; Moringaceae)
fueron recolectados al azar en ecosistemas naturales
de las localidades de Machala y Santa Rosa (Provincia

Coriandrum sativum L (cilantro;
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del Oro: 65-85 % de humedad relativa y temperatura
promedio de 26 °C), Ecuador, en julio y agosto
de 2014; siendo procesados en el laboratorio, sin
almacenamiento previo. La identificacién de las
especies fue realizada por el Botanico Jesas Inca del
Herbario de Quito, Ecuador.

Obtenciéon de los extractos: de cada planta se
utilizaron sdélo las hojas, éstas se lavaron con agua
destilada y fueron secadas a temperatura ambiente por
24 horas y posteriormente en una estufa (MEMMERT
SNB 400 con flujo de aire) a 37 °C por 24 horas. Luego,
se pulverizaron con un molino (Lab. Mill serial No.
56969, Type AR 400 Erweka®, Germany) y se pesaron.
Los extractos se obtuvieron por maceracion del polvo
de las hojas con metanol 100% puro por 72 horas,
para la extraccion de los compuestos polares como los
no polares, ya que se queria averiguar la sensibilidad
microbiana ante una gama amplia de metabolitos
secundarios. Los extractos fluidos se filtraron y el
residuo se reextrajo con metanol por 48h; los filtrados
combinados fueron concentrados a presion reducida
(aprox. 11 mbar) y 40 °C en un rotaevaporador marca
Hidolph, obteniéndose el extracto metandlico crudo
para cada especie. Se determiné la masa de cada uno
de los extractos de las plantas estudiadas.

para determinar
la actividad antibacteriana se utiliz6 la técnica de
difusién en agar, segin la metodologia descrita por
Bauer et al. (1966), empleandose cepas de bacterias
certificadas: una Gram positiva (Staphylococcus

Actividad antimicrobiana:

aureus) y dos Gram negativas (Escherichia coli
y Pseudomonas aeruginosa), pertenecientes a la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC). La
misma consisti6 en impregnar discos estériles de
papel de filtro Whatman N° 3 de 5 mm de diametro
con 10 ul de una solucién preparada (40 mg/ml)
del extracto a analizar. Estos discos se colocaron
dentro de cajas de Petri que contenian agar Mueller-
Hinton, inoculadas con una suspensién bacteriana
de concentraciéon conocida (1x108 bacterias/ml),
preparada por comparacién con un patrén comercial
estandar N° 0,5 de McFarland. Posteriormente, las
cajas se preincubaron a 5°C durante 12 horas, para
permitir la difusion del extracto, y luego, se incubaron
a 37°C durante 48 horas, para permitir el crecimiento
bacteriano. Las zonas claras que se formaron alrededor
de los discos, se consideraron halos de inhibici6n, los
cuales fueron medidos, registrando para cada caso el

didmetro en milimetros de los halos de inhicion del
crecimiento bacterianio.

Para evaluar la actividad antimicética se
sigui6 la técnica descrita por Madubunyi (1995),
utilizando cepas de un hongo patégeno (Candida
albicans) de origen clinico. Dicha cepa se incub6 por
un periodo de 5 a 7 dias a temperatura ambiente en un
tubo con Agar Papa Dextrosa (PDA). Al cabo de este
tiempo, se afiadi6 10 ml de agua destilada estéril al
tubo, se agitd vigorosamente y se filtré a través de un
embudo con gasa previamente estéril, para asi obtener
una suspension de esporas. La cepa de C. albicans se
trat6 siguiendo la metodologia de la comparaciéon con
un estandar de turbidez 0,5 McFarland. La solucion
espongorial obtenida se colocd sobre capsulas de
Petri, previamente preparadas con PDA, empleando
hisopos estériles. Posteriormente, se colocaron los
discos de papel Whatman N° 3 de 5 mm de didmetro
impregnados previamente con el extracto, y luego, se
incubaron por dos dias a temperatura ambiente. La
aparicion de halos de inhibicion alrededor del disco
indico la actividad fingica del extracto, los cuales se
verificaron tomando en cuenta el didmetro (mm) de
los mismos.

Los experimentos de
antimicrobiano de los extractos, se realizaron por
triplicado para cada una de las especies vegetales
estudiadas. Para establecer los diferentes grados de
inhibicion del crecimiento bacteriano, se consideraron

analisis del efecto

los rangos de los diametros de inhibicion, como
los sugieren Rios et al (2009), aplicados a los
extractos de las especies empleadas en este estudio,
estableciéndose posteriormente rangos de la actividad
antimicrobial.

2.Resultados y discusion

Obtencidn de los extractos

Obtenidos todos los extractos metandlicos de las hojas
de las plantas estudiadas, se determiné la masa de los
diversos extractos, asi como también, su porcentaje de
rendimiento. En la Tabla 1 se encuentran reflejados
todos estos resultados, tomando como referencia
la masa inicial de las hojas de cada especie vegetal y
la masa del extracto crudo de las hojas, los cuales se
usaron luego para analizar el efecto antimicrobiano
de dichos extractos. En dicha tabla se observan los
porcentajes de rendimientos de extraccion de las hojas
secas, pudiéndose notar que T. officinale (diente de
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le6n) present6 el rendimiento de extracciéon maés alto
y C. citratus (hierba luisa) mostro el rendimiento méas
bajo con respecto a las demas especies.

El extracto crudo de las hojas de T. officinale
result6 ser el de mayor porcentaje de rendimiento
con un 9,65%, seguido del de A. artemisifolia,
A. conyzoides y C. sativum (8,84, 8,20 y 8,17 %
respectivamente); mientras que un porcentaje menor

de 3,92 % correspondi6 al extracto metandlico de C.
citratus. Tomando en consideracién que el disolvente
utilizado fue el metanol, se puede considerar que en las
cuatro primeras especies mencionadas se encuentra
una mayor cantidad de metabolitos secundarios con
polaridades de media a alta fundamentalmente. Es
posible entonces que en las hojas de C. citratus se
encuentren metabolitos de baja polaridad.

Tabla 1. Porcentajes de rendimiento de los extractos metanolicos de las hojas de las plantas estudiadas.

Especie Masa inicial de las hojas (g) ~ Masa del extracto (g) Rendimiento

(%)
L. citriodora (cedron) 12,00 0,8611 7,18
A. artemisifolia (altamisa) 11,00 0,9722 8,84
T. officinale (diente de leon) 10,00 0,9654 9,65
A. conyzoides (mastrante) 10,00 0,8199 8,20
P. carpunya (guaviduca) 12,00 0,9008 7,51
B. officinalis (borraja) 12,00 0,8874 7,40
C. sativum (cilantro) 11,00 0,8983 8,17
M. officinalis (toronjil) 10,00 0,5446 5,45
C. citratus (hierba luisa) 12,00 0,4698 3,92
A. absithium (ajenjo) 10,00 0,7604 7,60
M. charantia (achochilla) 10,00 0,6442 6,44
M. oleifera (moringa) 10,00 0,7527 7,53

Actividad antimicrobiana

La Tabla 2 muestra los resultados promedios
obtenidos, sobre los halos de inhibicién del
crecimiento bacteriano y fingico, por efecto de los
extractos metandlicos de doce especies vegetales

ensayadas por el método del antibiograma, con
tres cepas de bacterias Gram (+) y (-), y un hongo
patégeno.

Tabla 2. Actividad antimicrobiana mostrada por algunos extractos metanélicos de las hojas frente a
las cepas utilizadas.

S
3 S s 03 s 2 g 5 g
Microorganismos ~§ § 3 3 g E S E g § § §
s E o8 1§ f & :%oix
§ s SR s § § % % T 3
~ < &~ <~ N LS o = O < = =
Bacterias
Staphylococcus aureus - 1+ 2+ 1+ - 2+ 1+ + 1+ 1+ 1+ 1+
Escherichia coli 2+ 1+ 3+ 2+ 3+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+
Pseudomonas 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ I+ 1+ 1+ 2+ 1+
aeruginosa
Hongos
Candida albicans 3+ 3+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+

Didmetros de los halos de inhibicién: (-) <6 mm ninguna actividad antimicrobiana; (1+) 6-8 mm poca actividad antimicrobiana; (2+) 8-10 mm
mediana actividad antimicrobiana; (3+) 10-14 mm alta actividad antimicrobiana.
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En la Tabla 2, se puede observar que todos
los extractos analizados, a excepcion de los de L.
citriodora y A. conyzoides, exhibieron una acciéon
bactericida contra todas las cepas Dbacterianas
ensayadas,
estas especies en la produccion de fitofarmacos
antibiéticos. L. citriodora (cedr6n) mostr6 un
efecto antibacteriano mediano contra E. coli y P.
aeruginosa; no obstante, S. aureus no presentd
sensibilidad frente a el extracto de esta especie; sin

lo cual refleja la importancia de

embargo, en otra investigacién se reporta que L.
citriodora mostro6 un efecto antibacteriano contra E.
coli y S. aureus, pero no present6 accion inhibitoria
contra P. aeruginosa (Sanchez et al., 2012). Ademas,
se puede apreciar que A. artemisifolia (altamisa)
muestra un efecto bactericida leve tanto contra
las bacterias Gram (+) como Gram (-). Similar
efecto inhibitorio frente al S. aureus, se observo en
otra muestra de altamisa recolectada en Bolivia,
demostrando también actividad antibacteriana en
contra de cepas de Bacillus subtilis y Micrococcus
oxford (Velasquez L, 2007).

T. officinale (diente de le6n) mostr6 una actividad
antibacteriana alta contra E. coli, y en menor
proporcion inhibi6 el crecimiento de las bacterias P.
aeruginosa y S. aureus (Tabla 2). Caso contrario, fue
lo reportado en otra investigaciéon donde esta planta
no demostrd tener actividad inhibitoria frente a E.
coli, P. aeruginosa, B. cereus y S. aureus (Ramos,
2013). El extracto de A. conyzoides (mastrante)
exhibi6 un efecto antibacteriano mediano contra E.
coli, pero también actu6 contra la P. aeruginosa y
S. aureus aunque en menor proporciéon. Adetutu et
al. (2012) reportaron halos de inhibicién de hasta
12 mm (3+) al evaluar la sensibilidad bacteriana de
la cepa E. coli frente a un extracto etandlico de A.
conyzoides obtenido también por maceracion.

P. carpunya (guaviduca) presentd6 un efecto
antibacteriano alto contra E. coli, similar a T.
officinale, y una actividad antibacteriana leve
contra P. aeruginosa (Tabla 2); se podria decir
que ambos extractos son una fuente de principios
bioactivos, posibles antibidticos contra la cepa
Gram (-) E. coli. No existen reportes en la literatura
sobre la actividad antibacteriana que pueda poseer
la planta P. carpunya; sin embargo, presenta otras
propiedades terapéuticas, tales como poseer una
actividad gastroprotectora, produciendo una

rapida y total recuperaciéon de la mucosa géstrica,
evidenciandose en el analisis macroscopico y con el
estudio histopatoldgico de los estdbmagos de ratas de
experimentacion (Quintana, 2012).

El extracto de B. officinalis (borraja) presento
un efecto antibacteriano leve en contra de las todas
las cepas bacterianas ensayadas (Tabla 2). No
existen reportes en la literatura sobre la actividad
antibacteriana que posee esta especie vegetal. Un
comportamiento similar a la borraja, lo mostraron
los extractos de C. sativum (cilantro) y M. oleifera
(moringa) (actividad antibacteriana leve) (Tabla
3). C. sativum ha sido utilizado para tratar algunas
dolencias no relacionadas con las enfermedades
infecciosas; mas se ha demostrado cientificamente
que
diferentes géneros de bacterias Gram Positivas
(Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus)
y Gram negativas (Ardila et al. 2009), lo cual esta en
concordancia con lo generado en el presente estudio.

Hace dos décadas se reportaron resultados
cientificos que confirman la acciéon antibacteriana de

tiene actividad antimicrobiana frente a

M. oleifera al inhibir el crecimiento de P. aeruginosa
y S. aureus (Caceres et al., 1991); y en otro mas
reciente, se demostr6 la actividad antifingica
de aceites esenciales de las hojas y de extractos
alcoholicos de las semillas y las hojas de M. oleifera
contra dermatofitos como Trichophyton rubrum
y Trichopyton metagrophytes, aunque no se han
reportado ensayos con C. albicans (Chuang et al.,
2007).

La Tabla 2 muestra que los extractos de M.
officinalis (toronjil), C. citratus (hierba luisa) y
A. absithium (ajenjo) exhibieron wuna actividad
antibacteriana mediana o moderada contra la
bacteria Gram (-) E. coli, y a su vez una actividad leve
contra las otras dos cepas P. aeruginosa y S. aureus
ensayadas. En la literatura no se ha informado sobre
la actividad antibacteriana de Melissa officinalis;
solo se ha reportado su efecto antioxidante en un
estudio realizado por Calderon (2011), lo cual indica
que dicho extracto puede convertirse en candidato
para el aislamiento de compuestos antioxidantes
activos.

En otra investigacion realizada con C. citratus, su
extracto mostr6 un efecto antibacteriano significativo
en contra de las cepas S. aureus, Sh. flexneri, S. typht,
S. enteritidis, V. cholerae, y baja actividad frente a
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P. aeruginosa, similar al resultado hallado en esta
investigacion donde esta cepa se muestra un poco
resistente, indicando que C. citratus (hierba luisa)
puede utilizarse para tratamientos de afecciones
intestinales como la salmonelosis y el colera, asi como
también en el tratamiento de procesos respiratorios
causados por la bacteria S. aureus (Alzamora et al.
2001). Guerra et al. (2001) realizaron un estudio con
el extracto fluido etanolico al 70% de A. absinthium
y el mismo mostré tanto actividad antigiardiésica
como antimicrobiana, contra E. coli, P. vulgaris, P
aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus, B. subtilis
y C. albicans, lo que justifica su uso en la medicina
tradicional.

En la Tabla 2 también se observa que el extracto
de M. charantia (achochilla) ejerci6 su efecto
antibacteriano en contra de las tres cepas bacterianas
ensayadas,
moderada contra las cepas Gram (-) P. aeruginosa
y E. coli, y leve contra S. aureus. Estos resultados

mostrando actividad antibacteriana

estan en concordancia con lo reportado por Lagarto
et al. (2008), cuya investigacion demuestra que
el extracto etanolico de Momordica charantia
exhibi6 actividad antibacteriana sobre Shiguella,
P. aeruginosa, Salmonella, E. coli y S. aureus.
Ademas, esta planta presenté actividad antitumoral,
antiinflamatoria y antihelmintica; efecto antimicotico
e inhibicién de radicales libres, es decir el extracto de
esta especie posee un potencial terapéutico avalado
cientificamente, que se utiliza en el tratamiento de
multiples enfermedades, en especial la diabetes.

En relacion a la actividad antifingica observada,
se puede decir que todas las especies vegetales
analizadas muestran un efecto antiftngico fuerte
contra la cepa del hongo C. albicans; sin embargo
dicha cepa mostrd sensibilidad bacteriana moderada
ante el extracto de T. officinale (Tabla 2). No se han
reportado investigaciones cientificas sobre la posible
actividad de L. citriodora, A. artemisifolia y T.
officinale contra la cepa C. albicans; sin embargo en
un estudio reciente se demuestra que las dos ultimas
especies
hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet conocida
como Sigatoka negra (Viveros et al., 2006).

El aceite esencial de A. conyzoides demostrd
tener un potente efecto antifingico contra los hongos
Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Sclerotium rolfsii y Trichophyton mentagrophytes,

si tienen actividad antifingica contra el
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segun un estudio realizado por Pattnaik et al. (1996).
No se han reportado investigaciones en este campo
paralas especies Piper carpunyay B. officinalis contra
ninguna cepa fangica; no obstante, se recomienda
usar el aceite de B. officinalis ya sea administrado
por via oral como por via tépica en el tratamiento de
afecciones de la piel.

Otros estudios con C. sativum y M. officinalis, han
demostradola sensibilidad dela cepa C. albicans frente
a dichos extractos, como es la investigacion realizada
por Inouye et al. (2006), donde se demostré que C.
sativum tiene un efecto antifingico contra C. albicans,
P. islandicum y Aspergillus flavus, determinindose
que su actividad antifingica se fue reduciendo de
acuerdo a los componentes de esta planta; y en otra
investigacion realizada a Melissa officinalis, donde
esta planta exhibi6 un efecto anti fingico frente a C.
albicans, en pacientes con sintomas de vulvovaginitis,
indicando asi la eficacia de esta planta (Marquez,
2012).

Alzamora et al. (2001) realizaron una investigacion
con el aceite esencial de C. citratus, observandose un
efecto antimicdtico fuerte contra C. albicans, al igual
que el mostrado por el extracto de hierba luisa en este
trabajo de investigacion; ademas, ejerciendo un efecto
similar al del micosatin que fue el control utilizado,
como dato adicional para un tratamiento topico de
una uha del pie afectada por hongos, con gotas de
aceite esencial puro de hierba luisa, el cual exhibi6
su potente efecto sanando rapidamente, se podria
decir que esta especie se perfila como una opciéon en
el tratamiento de micosis ocasionadas por C. albicans.

Existen otros trabajos realizados en relacién a la
bioactividad de A. absithium (ajenjo) y M. charantia
(achochilla) con resultados similares alos obtenidos en
esta investigacion, entre los cuales estan el de Guerra
et al. (2001) donde un analisis realizado al extracto de
ajenjo indico que tuvo actividad en contra de la cepa C.
albicans aun rango de 26 mg/dl, lo que justifica su uso
tradicional. Asi como el de Lagarto et al., (2008) que
demostrd que M. charantia posee una fuerte actividad
antifngica frente a C. albicans, como también otras
actividades  antitumorales,
antilipolitica entre otras, pudiendo ser utilizada esta
planta en diversas enfermedades, siempre y cuando
sea caracterizado su potencial toxico para avalar su
empleo como agente terapéutico.

antiespermatogénico
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III. CONCLUSIONES

La mayoria de las especies vegetales estudiadas
exhibieron un efecto antibacteriano y antifingico
significativo contra las cepas de bacterias Gram (+) y
Gram (-), y hongo ensayado (C. albicans).

Las especies de plantas analizadas constituyen
una fuente promisoria de compuestos quimicos
antimicrobianos.

El estudio realizado constituye una informacion
novedosa sobre la actividad antimicrobiana de doce
especies usadas tradicionalmente en la medicina
popular de Ecuador, el cual es de gran utilidad desde
el punto de vista farmacoldgico para valorar su uso
como agentes terapéuticos.
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Resumen

Las esponjas marinas Cliona varians y Cinachyrella kuekenthali, fueron recolectadas en Isla Larga, Bahia de Mochima, estado Su-
cre, Venezuela, para su estudio sobre bioactividad. Se procedi6 a realizar extracciones con acetato de etilo (AcOELt) a cada esponja,
y posteriormente un screening quimico y las pruebas biologicas sefialadas a continuacién: antibacteriana, antifingica y letalidad
contra nauplios I del crusticeo Artemia salina. Para ambas esponjas se detect6 la presencia de alcaloides, esteroles insaturados
y cumarinas, y ademas taninos y metilencetonas para C. varians. Los bioensayos demostraron que los extractos poseen actividad
letal o toxica muy fuerte contra el crustaceo A. salina, con valores de CL50 inferiores a 103 pg/ml a 24 h de exposicion de las larvas.
Posterior al fraccionamiento cromatografico de la fraccion soluble en AcOEt de cada esponja, se observo que se magnifico el efecto
toxico de las subfracciones provenientes de C. varians, obteniéndose valores de CL50 por debajo de 4 ug/ml. Los extractos en
AcOEt de dichas esponjas no presentaron actividad contra las bacterias y hongos ensayados; al fraccionar C. varians, se mantuvo
este comportamiento; sin embargo, la subfraccién CV1 presento actividad antibacteriana leve contra Listeria monocitogenes. Las
subfracciones de C. kuekenthali no mostraron actividad antifingica; sin embargo, esta especie aument6 su actividad antibacteriana
actuando contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enteristiti, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Pseu-
domonas aeruginosa, Salmonella ephimurium y Enterococus fecalis. Estos resultados perfilan a dichas esponjas como una fuente
promisoria en futuras investigaciones de farmacos con actividad antitumoral, especialmente C. varians.

Palabras Clave: bioactividad; Cinachyrella kuekenthali; Cliona varians; poriferos.

Bioactivity of Cliona varians and Cinachyrella
kuekenthali marine sponges from Isla Larga,

Mochima Bay, Sucre state, Venezuela
Abstract

The marine sponges Cliona varians and Cinachyrella kuekenthali, were collected in Isla Larga, Mochima Bay, Sucre state, Venezuela,
to study their bioactivity. Each sponge was extracted with ethyl acetate (EtOAc) and then a chemical screening and the following
biological tests were performed: antibacterial, antifungal and lethality against nauplii I of Artemia salina crustacean. The presence
of alkaloids, unsaturated sterols and coumarins was detected for both sponges, and also tannins and metilenketones for C. varians.
Bioassays showed that extracts have very strong lethal or toxic activity against A. salina nauplii, with LC50 values less than 103 pg/ml
at 24 h of larvae exposure. After chromatographic fractionation of the EtOAc soluble fraction from each sponge, the toxic effect of the
C. varians subfractions was magnified, obtaining LC50 values below to 4 pg/ml. EtOAc extracts of these sponges showed no activity
against fungi and bacteria used in this study; this behavior was maintained when fractioning C. varians; however, CV1 subfraction
showed mild antibacterial activity against Listeria monocytogenes. The C. kuekenthali subfractions did not show antifungal activity,
but showed antibacterial effect against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enteristiti, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella ephimurium and Enterococcus faecalis. These results suggest these sponges
as a promising source for future investigations of drugs with antitumoral activity, especially C. varians.
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I. INTRODUCCION

El estudio quimico sistematico de la diversidad
marina es muy reciente, si se compara con los
estudios realizados a la flora y microrganismos
terrestres, los cuales han constituido la base del
desarrollo inicial de los farmacos. La flora tropical
ha sido fuente de medicinas durante milenios para
los pueblos asentados en esos lugares y mas de un
centenar de productos farmacéuticos, actualmente
en uso, se han obtenido de plantas, la mayoria
previamente utilizadas en la medicina popular.

Dentro del espectro de especies
evaluadas como fuente renovable de productos con
valor agregado, las esponjas constituyen el mayor
reservorio de compuestos bioactivos promisorios.
A partir de este grupo se han aislado mas de 2000
compuestos con gran variedad de estructuras y

marinas

con diversas actividades biologicas. Entre estas
ultimas se destacan antivirales, antibacterianas,
antiparasitarias, hemaglutinantes,
antimicoOticas, antiinflamatorias,

antimicoticas,
hemolizantes,
analgésicas y particularmente antitumorales (Mayer
et al., 2009).

Los poriferos son los organismos pluricelulares
vivientes méas antiguos, considerados animales
primitivos, obteniendo su alimento a partir de la
filtracion (Hernadndez y Hernandez, 2005; Montes y
Lener, 2003). Las esponjas se encuentran protegidas
por un sistema inmune altamente complejo, han
existido durante millones de afnos; tiempo en el cual,
las bacterias asociadas a las esponjas, adquirieron
en comun un metabolismo complejo (Kijjoa et al.,
2007; Takahashi et al., 2007).

Existen tres Clases de esponjas: las calcareas
(Clase Calcarea) tienen un esqueleto de carbonato
de calcio, las vitreas (Clase Hexactinellida) tienen
un esqueleto de silice y las demosponjas (Clase
Demospongiae), que son las méis numerosas,
presentan un esqueleto de silice complementado
con un entramado de fibras orgénicas llamado
“espongina”. Las (Cliona
varians y Cinachyrella kuekenthali) pertenecen a la
Clase Demospongiae (Hooper, 2002).

El grupo de esponjas Cliona varians (Duchassaing

especies estudiadas

& Michelotti, 1864), taxon6micamente, se ubican
dentro del Orden Hadromerida (Topsent, 1894),
Familia Spirastrellidae (Ridley & Dendy, 1886). C.
varians se caracteriza por su aspecto tumoriforme
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irregular, de tamafio variable. Su color es marrén-
verdoso (Lanza, 2012). Del género se report6 un
ensayo de campo evidenciando que la fraccién
lipidica del extracto de Cliona delitrix, presentd
actividad “antifouling” (Castellanos et al., 2010).
Ademés, se ha reportado aislamiento de lectinas
CLv con una considerable actividad preinflamatoria
usando el modelo in vivo de migracion de leucocitos,
para el estudio inflamatorio de peritonitis en ratones
(Moura, 2006).

La especie Cinachyrella kuekenthali (Uliczka,
1929) pertenece al orden Spirophorida Lévi, 1993,
familia Tetillidae Sollas, 1886. Presenta forma
esférica, con un diametro aproximado de 2 a 10 cm,
es de color amarillo oscuro en el exterior y amarillo
claro en el interior y presenta espiculas como defensa
externa (Amaro, 2003; Lanza, 2012). De la esponja
Cinachyrella sp., recolectada en Okinawan, Japon,
se aisl6 el alcaloide cinachyramino, presentando
actividad citotoxica contra células de HeLa S3 con
un CL50 de 6,8 pug/ml. El compuesto activo aislado
més relevante del género Cinachyrella hasta los
momentos ha sido el cinachyrolido A, un macroélido
altamente citotéxico contra células de leucemia
murina L1210 con una CL_| <0,6 ug/ml (Shimogawa
et al., 2006).

La extraccion organica de los metabolitos
esponjas
varians y Cinachyrella kuekenthali
Demospongiae) recolectadas en la bahia de Mochima
(Venezuela), y el estudio de la actividad biolbgica
(toxicidad, antibacteriana y antifingica) de las
mismas, constituye el objetivo de esta investigacidn,
por ser dos especies muy abundantes en la Bahia

secundarios de las marinas Cliona

(Porifera:

de Mochima. Los resultados obtenidos constituiran
un aporte al conocimiento de la bioactividad de
estos organismos marinos que habitan en las costas
venezolanas.

II. DESARROLLO

1. Materiales y métodos

Recoleccion de muestras

Se realizdé la recolecta de los ejemplares de las
esponjas marinas Cliona varians y Cinachyrella
kuekenthali en Isla larga, Bahia de Mochima
(10°21°05” Lat. N y 64°21°05” Long. W), ubicada
en la costa norte de Venezuela, a 30 kilometros de
la ciudad de Cumané, estado Sucre. Las muestras
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fueron transportadas hasta el laboratorio de
Bioactivos Marinos del Instituto Oceanografico
de Venezuela en la Universidad de Oriente, donde
fueron identificadas hasta la categoria de especie de
acuerdo a Amaro (2003).

Obtencion de los extractos de las esponjas
Los ejemplares de cada una de las esponjas se
cortaron en trozos més pequeiios y se limpiaron de
cualquier fauna epibidtica y endobittica adherida
fuera y dentro de la esponja. Estos trozos se
dejaron suspendidos en agua de mar bifiltrada (200
micras), se escurrieron y seguidamente se pesaron.
Posteriormente, se colocaron en metanol de 99,8%
de pureza durante 48 horas, se filtr6 y el residuo se
extrajo nuevamente. Los filtrados fueron evaporados
y concentrados a presion reducida, para obtener el
extracto metanol/agua. Seguidamente, este extracto
se particion6 con agua destilada y se extrajo con
acetato de etilo; la fase orgénica se separ6 y fue
secada con sulfato de sodio anhidro y se concentré a
presion reducida, obteniéndose la fraccién o extracto
soluble. Se pes6 y almacendé bajo refrigeracion para
anélisis posteriores.

Analisis Fitoquimico

Para detectar las familias de compuestos presentes
en los extractos de las esponjas se llevaron a cabo
pruebas quimicas especificas, las cuales permitieron
apreciar la posible presencia o ausencia de cumarinas
y fenilpropanoides (Murillo y Méndez, 2007),
alcaloides, glicosidos
glicosidos cianogénicos, esteroles
triterpenos pentaciclicos, taninos y polifenoles,
y metilencetonas siguiendo la
metodologia de Marcano y Hasegawa (2002).

cardiotdnicos,
insaturados y

saponinas,

antraquinonas

Actividad antibacteriana

Se empleb la técnica de difusion en agar, empapando
discos estériles de papel de filtro Whatman N° 3 de
5 mm con 10 ul de una solucién (preparada con 40
mg del extracto a probar en 1 ml de un solvente) y se
colocaron en una placa Miiller-Hinton, previamente
con cepas certificadas;
Grampositivas: Enterococcus faecalis (CVCM
924), Bacillus cereus (CVCM 461), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) y Staphylococcus aureus
(CVCM 48), cepas bacterianas Gramnegativas:

inoculada bacterianas

(CVCM  39), Salmonella
ephimurium (ATCC 14028), Salmonella enteritidis
(CVCM 497) y una cepa silvestre de Listeria
monocytogenes. Posteriormente, se pre incubaron
a 5°C durante 12 h, y luego a 37°C por 24 h. Las
propiedades antimicrobianas se evaluaron por la
formacion del halo de inhibicién alrededor del disco,

el cual se midi6 utilizando un vernier (Bauer et al.,

Escherichia  coli

1966). Para la interpretaciéon de los resultados se
utiliz6 la metodologia de cruces, donde se establece
las categorias interpretativas para los didmetros de
la zona de inhibicién (Monks et al., 2002).

Actividad antifingica
Se incubaron cepas de hongos en tubos a
temperatura ambiente por una semana. Se le
agregaron aproximadamente 10 ml de solucién
salina al 0,9 % a cada tubo para remover las esporas
y se filtr6 sobre gasas estériles, para obtener la
solucién esporangial. Utilizando hisopos estériles,
se colocd la solucion obtenida sobre las capsulas
de Petri, previamente preparadas con PDA (Agar
Papa dextrosa). Seguidamente, se realiz6 la técnica
del antibiograma, colocando los discos de papel
Whatman N° 3 de 5 mm de didmetro impregnados
con aproximadamente 10 pl de la muestra a 4oug/
ml y se incubaron durante 48 horas a temperatura
ambiente. La actividad fue detectada al medir el
diametro (mm) del halo de inhibicién observado
alrededor del disco (Madubunyi, 1995). Los extractos
solubles en acetato de etilo de cada esponja, asi como
algunas subfracciones obtenidas de la cromatografia
de la fraccion soluble en AcOEt de C. kuekenthali,
se ensayaron frente a cepas de hongos de Candida
albicans, Aspergillus niger, Penicillium crustosum
y Curvularia sp.

Actividad téxica contra Artemia salina

Seprepar6 unasolucion de 10 000 pg/ml del extracto,
en una mezcla H O/DMSO segtn la solubilidad de
éste y, a partir de ésta, se prepararon soluciones de 1
000 - 0,01 ug/ml mediante diluciones sucesivas con
agua de mar bifiltrada, en viales que contenian 10
nauplios de A. salina, eclosionados con 24 horas de
anticipacion. Por cada concentracion, se realizaron
tres réplicas y un control con igual ntmero de
réplicas. La cuantificaciéon de la mortalidad de los
nauplios se llevé a cabo pasadas las 24 y 48 horas de
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haber montado dicho ensayo. Los datos obtenidos se
utilizaron para calcular la concentracion letal media
de los extractos y fracciones ensayadas, mediante
la aplicacion del software LCs50 V2.5 disefiado
para tal fin, que considera los anélisis estadisticos
computarizados (Probit, Binomial, Logit y Moving
Average) con limites de confianza de 95 % (Stephan,
1977; Meyer et al., 1982).

Cromatografia de columna (CC) y capa fina
(CCF)

La separacion de los componentes o metabolitos
se realizb en una columna cromatografica de
dimensiones acorde con la masa del extracto, la
cual se empaquet6 con silica gel 35-70 mesh a
una proporcién 1:30 (g extracto: g silica). La fase
movil consté de diversos solventes o mezclas de
solventes de polaridad creciente. La cromatografia
de capa fina (CCF) se emple6 con fines cualitativos,
para la combinacién de los eluatos provenientes
de la cromatografia en columna (CC). Para ello se
utilizaron placas de vidrio (20x20 cm?) recubiertas
con silica gel 60 con un espesor de 0,5 mm como fase
estacionaria y como fase movil el solvente o mezcla

de solventes, con el cual se eluyeron las subfracciones
al momento de fluir la columna cromatografica del
extracto. Se tomaron los R; de los eluatos utilizando
como agentes reveladores una solucién de molibdato
de amonio al 10% y luz ultravioleta, y las que tenian
comportamiento similar se combinaron en una sola
subfraccion.

2. Resultados y discusion

Metabolitos secundarios

Se realizaron las pruebas quimicas para determinar
la posible presencia de familias de metabolitos
secundarios en el extracto soluble en acetato
de etilo. Como se puede apreciar en la Tabla
1, la esponja marina C. varians dié resultados
positivos para alcaloides, taninos, metilencetonas,
esteroles insaturados y cumarinas, representando
asi el 41,66% de las familias quimicas ensayadas.
Por su parte, C. kuekenthali mostré resultados
positivos para alcaloides, esteroles insaturados y
cumarinas, obteniéndose asi una menor cantidad
de familias quimicas que la especie anterior, lo que
estd representado por el 20% de los metabolitos
ensayados.

Tabla 1. Analisis quimico preliminar de las fracciones solubles en acetato de etilo de las especies

estudiadas.
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C. varians + + + + + - - - - - - + 41,66
C. kuekenthali ~ + - - + + - - - - - + 25
%MPF 100 50 50 100 100 0 0 0 0 0 0 100

(+): Detectado; (-): No detectado; %MPF: porcentaje de fracciones con metabolitos pertenecientes a la misma familia quimica; %MPE:

porcentaje de metabolitos presentes para cada extracto.

Al comparar estos resultados con los reportados
por Cedefio (2010) que trabajo con esponjas marinas
recolectadas en la bahia de Mochima, se evidencié
claramente que todas las esponjas biosintetizan
practicamente las mismas familias de metabolitos
secundarios, posiblemente se debi6 a que estas esponjas
estan expuestas a condiciones ambientales similares
(corrientes marinas, fuentes de alimentos, depredadores,
entre otros) y poseen oportunidades semejantes para
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subsistir en este ecosistema.

Se detectaron alcaloides en ambas especies, lo cual
concuerda con los trabajos reportados anteriormente
en la literatura, en los que se ha aislado aaptaminas en
el género Aaptos (Dyshlovoy et al., 2014), una variedad
de alcaloides tipo bromotirosina en esponjas del género
Aplysina, cinachyramino en el género Cinachyrella,
halitoxina en A. viridis, reportindose por primera
vez la presencia general de alcaloides en esponjas
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del género Cliona (Cedefio, 2015). La abundancia de
alcaloides en esponjas marinas, puede deberse a las altas
concentraciones de nitritos y nitratos disueltos en los
océanos (Cedefio, 2010).

Losesterolesytriterpenos mostraron unaabundancia
importante en las esponjas, lo cual esta en concordancia
con muchos estudios donde han sido reportados;
coincidiendo que éstos se encuentran relacionados
con la formacién de la membrana plasmatica de las
células de las esponjas, siendo constituida por lipidos,
donde los compuestos de origen terpenoidal tienen una
significativa participaciéon (Duque et al., 1983).

Las cumarinas son compuestos derivados de
benzo-a-pirona, tienen propiedades antiinflamatoria,
antitrombéticas y vasodilatadora.
mecanismo de accién antimicrobiano es mediante

Parece que su

interaccion con el ADN eucariota, lo que explica también
su actividad antiviral (Madubunyi, 1995). Ambas
esponjas mostraron resultados positivos para esta
familia quimica, debido a que la presencia de este tipo
de metabolito se comprob6 mediante observaciéon de
una fluorescencia amarilla bajo la luz ultravioleta en el
papel de filtro, lo que indicé efectivamente la presencia
de estos metabolitos en ambos extractos analizados.

Galindo (2014) ha reportado la produccion de
metabolitos con actividad antiparasitaria procedentes de
actinomicetos asociados a esponjas y la caracterizacion
quimica preliminar del extracto confirmd la presencia de

cumarinas.
Actividad antibacteriana

Los extractos crudos solubles en acetato de etilo fueron
probados frente a Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella sp, Listeria  monocytogenes,
mostrando inactividad contra estas cepas bacterianas.
Sin embargo, esto no implica que frente a otros
microrganismos no pueda presentar cierta actividad
inhibitoria (Mora et al., 2008).

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos
de los ensayos antimicrobianos aplicados a las diferentes
subfracciones de C. varians, observindose que los
extractos no tuvieron actividad contra las bacterias
empleadas, y que solo la fraccibn CVi presentd
efecto antibacteriano leve (10 mm) contra Listeria
monocytogenes. Estos resultados indican parcialmente
que esta esponja, proveniente de la localidad de estudio,
no parece tener una aplicacion en el campo de los
fitofarmacos antibacterianos.

Tabla 2. Actividad antibacteriana mostrada por las subfracciones de
Cliona varians frente a las cepas ensayadas.

Muestra

E. coli
S. aureus
S. enteristiti

L. monocytogenes

B. cereus
Paeruginosa
S. ephimurium
E. fecalis
WEAM

cvi - - -
cv2 - - -
Ccv2-1 - - -
V22 - ; ;
Cv4 - - -
Cv6 - - -
%MSE 0 0 0

16,6

'

'

'

'
—_
N
W

'
'
'
'

S O o o O

0 0 0 0

+++: Actividad fuerte (didmetro superior a 18 mm), ++: Actividad moderada (didmetro entre 15-
18 mm), +: Actividad leve (didmetro entre 11-14 mm), -: no hubo actividad, %MSE: porcentaje de
microrganismos sensibles a cada extracto, %EAM: porcentaje de extractos activos contra un mismo
microrganismo. Estudio realizado con una concentracion de 40 mg/mly discos de 5 mm de didmetro.
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A pesar de que la actividad antibacteriana en este
bioensayo fue practicamente nula para C. varians,
hay estudios realizados en las costas colombianas, en
los que se observd que dicha esponja tuvo actividad
inhibitoria frente a las bacterias B. subtili y S. aureus.
Esto hace pensar que ambos ejemplares pueden poseer
metabolitos secundarios de familias quimicas diferentes,
debido a que las condiciones de cada ambiente donde
fueron recolectadas eran distintas (Santafe, 2005).

La biosintesis de compuestos organicos en cada
individuo, dependera del medio donde este se encuentre,
debido a ésto se observan diferencias entre estudios, ya
que las esponjas fueron recolectadas en ecosistemas
diferentes, ocasionando asi que cada individuo posea
necesidades particulares y distintas con respecto
al otro. Para organismos sésiles como las esponjas,
la supervivencia en un ambiente esti asociada a la
produccién de dichos metabolitos (Aguila—Ramirez et
al., 2011). Es probable es que las esponjas que lograron
inhibir el crecimiento de estas bacterias, se encuentren

en ecosistemas muchos mas hostiles y competitivos
por espacio y alimento, lo que conlleva a la producciéon
de estos compuestos quimicos con el fin de asegurar su
permanencia en este medio ambiente.

En la Tabla 3 se muestran las subfracciones
provenientes de C. kuekenthali, a las cuales se le realizé
dicho bioensayo, arrojando resultados alentadores con
respecto a la actividad inhibitoria que tuvieron estas
subfracciones contra cada uno de los microrganismos
evaluados. Dicha actividad aumentd significativamente
luego de la separacion de los componentes del extracto
(efecto antagonico), ya que inicialmente el extracto o
fraccion soluble en acetato de etilo no present6 actividad
alguna contra las bacterias que fueron ensayadas. Con
respecto a estos resultados, se puede inferir que en
las fracciones menos polares se encuentran la mayor
cantidad de compuestos quimicos responsables de la
actividad inhibitoria, especialmente la subfraccion CK(2)
la cual exhibi6 una actividad fuerte frente a siete de las
cepas bacterianas ensayadas.

Tabla 3. Actividad antibacteriana mostrada por las subfracciones de
Cinachyrella kuekenthali frente a las cepas ensayadas.

3
§o 3 g
. Q 122} S
Bacteria £ = S 3 .
g ¢ g § ©® 5 £
2 N 2 3 N g £ S =
S 5 S 3 3 s & 3
S5 5] v ~ q S8 5] 5] X
CK1-1 ++ ++ + ++ - - - 50
CK(1) - - + ++ - + - + 50
CK(2) - +++ +++ ++ +H+ +++  +++ 875
CK3 ++ + + - ++ - - - 50
CK8 - - - - - - - - 0
%MAE 40 60 80 40 60 40 20 40

+++: Actividad fuerte (didmetro superior a 18 mm), ++: Actividad moderada (didmetro entre 15-18 mm),
+: Actividad leve (didmetro entre 11-14 mm), -: no hubo actividad, %¥MAE: porcentaje de microrganismos
sensibles a cada extracto, %EAM: porcentaje de extractos activos contra un mismo microrganismo. Estudio
realizado con una concentracién de 40 mg/ml y discos de 5 mm de didmetro.

La actividad de las fracciones menos polares fue
mediana. Al comparar los %EAM (porcentaje de
extractos activos contra un mismo microrganismo), se
aprecia claramente que la subfraccion CK(2) presentd
mayor valor en este rengléon mostrando un 87,5%,
lo que le confiere cierto grado de importancia para
investigaciones futuras en el campo de los medicamentos
antibacterianos, mientras que las subfracciones CKi-
1, CK(1) y CK3 presentaron un valor de 50%, actuando
contra la mitad de las bacterias tratadas. La capacidad
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de inhibicion de las subfracciones de C. kuekenthali
frente a las cepas ensayadas, posiblemente se deba a la
presencia de triterpenos y alcaloides, debido a que éstos
son capaces de actuar sobre colonias de bacterias hasta
producir el fallecimiento de las mismas (Stout et al.,
2012).

El considerable de la actividad
antibacteriana observado en C. kuekenthali, se debe a
que los compuestos quimicos presentes en esta esponja

aumento

actian eficazmente sobre estos microorganismos al
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estar separados en las diferentes fracciones de la misma,
presentando asi un efecto antagbnico. Se puede inferir
que los compuestos responsables de esta actividad se
encuentran en las fracciones menos polares de la misma,
debido a que estas fracciones fueron las mas activas
biologicamente. La aparicion de nuevas cepas bacterianas
resistentes a los antibiéticos tradicionales, establece un
serio problema a escala mundial, lo que ha conducido a
la bisqueda de nuevos productos naturales con actividad
antibacteriana. Los resultados demostraron la capacidad
de esta esponja, de biosintetizar sustancias bioactivas
con efectos antibacterianos.

Actividad antiftingica

Ambas esponjas no mostraron accién antifingica en
contra de ninguna de las cepas de hongos ensayadas.
Es probable que los compuestos que se encuentran
presentes en estas esponjas no posean la capacidad
de inhibir el crecimiento de estos hongos (Mora et al.,
2008). Los resultados obtenidos en esta investigaciéon
estan en concordancia con los resultados reportados por
Mora et al. (2008) y los de Santafe (2005) en un estudio
de los extractos organicos de C. kuekenthali recolectada
en Santa Marta (Colombia).

El efecto observado puede deberse a la fuerte
resistencia de los hongos ensayados a la accién de
diferentes agentes antimicoticos, ya que estos pertenecen
a la familia de los hongos filamentosos (A. fumigatus,
A. flavus, A. niger y A. terreus) (Mellado et al., 2002).
Sin embargo, el extracto de esta esponja demostrd en
estudios previos poseer compuestos con propiedades
antifangicas. Tal es el caso de una investigacion realizada
con el extracto acuoso de C. kuekenthali, recolectada
en la Isla de Coche (Venezuela), el cual mostr6 efecto
antifangico contra Candida albicans y Penicillium
crustosum, pudiéndose inferir que posiblemente los
extractos acuosos de las esponjas analizadas sean mas
prometedores parala actividad antimicotica (Hernandez,
2004).

Letalidad

La fraccién soluble en acetato de etilo de las esponjas
estudiadas evidencia claramente que la especie C.
kuekenthali present6 menores valores de CL,, lo que
la hace maés letal que C. varians y revela la presencia
de compuestos con actividad citolitica en dicha esponja
(Tabla 4). Probablemente, este efecto letal se deba a
los alcaloides, triterpenos, esteroles y/o cumarinas

detectados en los ensayos quimicos preliminares
realizados. La letalidad de la FAE de C. kuekenthali
recolectada en la Isla de Coche, se report6 en la literatura
con un CL50 de 31,74 pg/ml, mostrando que esta
esponja es capaz de producir metabolitos con potencial
antitumoral (Hernindez, 2004).

Tabla 4. Actividad letal (ug/ml) contra A. salina, de la
fraccion soluble en acetato de etilo de las esponjas

estudiadas.

Esponjas CL,, (24 h) CL,, (48 h) Método
Cliona 102,35 74,28 Binomial
varians
Cinachyrella 52,37 4,10 Probit
kuekenthali

Por otra parte, la esponja C. varians presentd menor
actividad letal contra el crustaceo ensayado; sin embargo,
mostré un CL, (102,35 pg/ml; 24 h) « 1000 pg/ml, por
lo que se puede inferir que esta especie posee también
metabolitos con posible actividad letal, y que las larvas
de A. salina respondieron al efecto de los metabolitos
bioactivos presentes en esta especie.

Al comparar estos resultados con estudios realizados
743,45 ug/ml; A. fulva, CL,, 287,24 ug/ml; A. viridis,
CL,, 24,56 ug/ml; A. pernucleata, CL,, 1,54 ug/ml), se
aprecia que todos los especimenes estudiados generan
de una u otra forma metabolitos secundarios con una
considerable actividad toxica (« 1 000 pg/ml), lo que

a esponjas de la misma localidad (A. lacunosa, CL,

conlleva a pensar que todas las especies estan expuestas
al mismo depredador y la tinica alternativa de subsistir
a este elemento perturbador, es la produccién de
metabolitos secundarios que repelan dicha amenaza
(Cederfio, 2015).

Seguidamente se realiz6 dicho bioensayo a varias de las
subfracciones de C. varians, paracomprobar el efecto que
causaba sobre los nauplios de A. salina, y la a vez estimar
la incidencia de la concentracion letal media (CL50) enla
separacion del extracto en sus diferentes subfracciones.
De los resultados se puede inferir, que los componentes
del extracto actian de una forma antagonica, ya que el
estudio de las subfracciones mostré mayor letalidad que
el extracto, en un intervalo de 0,02 a 3,16 ug/ml para CV6
y CV3, respectivamente (Tabla 5). Para la realizacion de
este ensayo, se tomd como punto de referencia aquellas
subfracciones que no podian fraccionarse mas, debido a
la falta de masa de las mismas; entre éstas, se tomaron
las que poseian mayor cantidad de masa.
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Tabla 5. Actividad letal (pg/ml) de algunas
subfracciones de la esponja
C. varians contra el crustaceo A. salina.

Subfraccion CL, (24h)  CL, (48 h) Método
CVl 0,07 0,00 Probit
CV3 3,16 0,03 Binomial
CVe6 0,02 0,01 Binomial
CV8 3,08 0,00 Moving Average

Segin diversas investigaciones, se reporta que
valores de CL_ menores a 1000 pg/ml, son considerados
con actividad letal o tdxica; ya que este bioensayo se
utiliza para la pre-evaluacion de extractos de origen
natural en el descubrimiento de compuestos con
propiedades antitumorales. Ademas, se determin6 que
existe una correlaciéon positiva entre la mortalidad de
larvas de A. salina y la citotoxicidad frente a las células
9KB (carcinoma nasofaringeo humano) y la linea celular
3PS (P388), (leucemia in vivo) (Schmitz et al., 1993).

Las cuatro fracciones ensayadas de C. varians con el
crustaceo A. salina, mostraron una muy buena actividad
letal («30 pg/ml), por lo que se puede inferir que esta
esponja sea una fuente promisoria de compuestos
biolbgicamente activos parala inhibicién del crecimiento
de células cancerigenas y otras afecciones que perturban
a la poblacién humana. Para poder asegurar esto, se
necesitarian estudios mas profundos y avanzados
que los mostrados en esta investigacion, dado que
este bioensayo constituye un anélisis preliminar para
posteriores investigaciones.

A pesar que la letalidad presentada por la
fraccion soluble en AcOEt de C. kuekenthali fue
considerablemente buena (CL_, 52,37 pg/ml a las 24
h), la misma aumenté después del fraccionamiento
para las fracciones CK4 (CL50 15,63 ug/ml) y CK8 (CL50
21,02 pg/ml) al realizarle el mismo bioensayo a algunas
subfracciones provenientes del extracto de esta esponja
(Tabla 6). Esto puede ser debido a que los compuestos
responsables de dicha actividad tdxica o letal actGan
mejor separados que juntos (actividad antagénica).
Sin embargo, para las fracciones CK1, CKi-1, CK3 y
CKo9, disminuy6 la CL50 después de la separacion
cromatografica, a pesar de que exhibieron CL50 « 1
000 ug/ml, observandose un sinergismo entre los
metabolitos presentes en estas fracciones.

También se puede notar, que a medida que aumenta
la polaridad de la subfraccion estudiada aumento la
letalidad del mismo, lo cual indica una fuerte relacion
en esta esponja entre letalidad y polaridad, lo que puede
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llevar a inferir que los compuestos con mayor toxicidad
se encuentran en las fracciones mas polares.

TabTabla 6. Actividad letal (ug/ml) de algunas
subfracciones de Cinachyrella kuekenthali contra
Artemia salina

Subfraccion CL,, (24 h) CL,, (48 h) Método
pg/ml pg/ml
CK1 205,36 168,40 Binomial
CK1-1 726,15 518,18 Binomial
CK2 306,54 139,34 Binomial
CK3 >1000 >1000 Probit
CK4 15,63 0,08 Logit
CK8 21,02 1,33 Logit
CK9 150,65 100,00 Probit
IIT. CONCLUSIONES

La presencia de alcaloides, esteroles insaturados,
triterpenos pentaciclicos y cumarinas, la actividad
antibacteriana contra las bacterias E. faecalis,
B. cereus, P. aeruginosa, S.aureus, E. coli, S.
ephimurium, S. enteritidis y L. monocytogenes., y la
alta toxicidad que presentan las esponjas estudiadas
pueden obedecer a mecanismos de defensa que
utilizan estos organismos en contra de depredadores,
asegurando asi la conservacién de su especie.

LosvaloresdeCL,  observadosparaambasespecies
de esponjas, indican la presencia de compuestos
bioactivos en las fracciones y subfracciones, con
posibles propiedades antitumorales y/o pecticidas,
que le confieren un caracter letal o citotdxico sobre
este crustaceo.

Estos resultados permiten perfilar a las C. varians
y C. kuekenthali, como una fuente promisoria de
compuestos biolégicamente activos que pueden ser
utilizados con fines terapéuticos, especificamente C.
kuekenthali para obtener compuestos antibacterianos
y ambas esponjas como fuente de compuestos
antitumorales.
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Resumen

El presente estudio evalud la capacidad antioxidante de los extractos de dieciséis plantas medicinales: escoba amarga (Parthenium
hysterophons), ajenjo (Artemisia absinthium), guarumo (t), chaya (Cnidoscolus chayamansa), borraja (Borago officinalis), bal-
sa (Ochroma sp.), linaza (Linum usitatissimum), hierba Luisa (Cymbopogon citratus), toronjil (Melissa officinalis), buganvilla
(Bougainuvillea spectabilis), alcachofa (Cynara scolymus), guaviduca (Piper carpunya), altamisa (Ambrosia cumanensis), diente
de ledn (Taxacum officinales), buscapina (Parietaria officinalis) y moringa (Moringa oleifera). Para ello, se usé el método DPPH
(radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil); ademaés, se realizaron ensayos de reconocimiento de metabolitos secundarios a fin de obtener
los primeros indicios de compuestos de interés fitoquimico. La actividad captadora de radicales libres de los extractos se expresd
como valor de IC, | (ng/mL) (cantidad necesaria para inhibir la formacién de radicales DPPH en un 50%). El valor bajo de IC50
refleja mejor accion eliminadora de radicales libres. Aunque la mayoria de las muestras evaluadas mostraron buena capacidad
antioxidante con este método (DPPH), los ensayos de los extractos hidro-alcohdlicos demuestran que la alcachofa (IC50 9,89 ug/
mL), moringa (IC50 11,4 pg/mL)y borraja (IC50 14,0 pg/mL) presentaron mayor capacidad antioxidante. Mediante las pruebas
quimicas de caracterizacion, se detect6 la presencia de flavonoides, taninos, triterpenos, alcaloides y saponinas en la mayoria de las
especies analizadas (aproximadamente 56-69%); tan solo un 20% de las mismas mostro6 la presencia de polifenoles, glucosidos cia-
nogénicos, lactonas, cumarinas, esteroles y antraquinonas. Segiin los resultados, se podria considerar a estas plantas como fuentes
prometedoras de metabolitos secundarios con actividad antioxidante.

Palabras Clave: capacidad antioxidante; metabolitos secundarios; plantas medicinales.

Evaluation of antioxidant capacity and secondary
metabolites of sixteen medicinal plants extracts

Abstract

This study evaluated the antioxidant capacity of sixteen medicinal plants: Escoba amarga (Parthenium hysterophons), ajenjo
(Artemisia absinthium), guarumo (Cecropia obtusifolia), chaya (Cnidoscolus chayamansa), borraja (Borago officinalis), balsa
(Ochroma sp.), linaza (Linum usitatissimum), hierba Luisa (Cymbopogon citratus), toronjil (Melissa officinalis), buganvilla
(Bougainvillea spectabilis), alcachofa (Cynara scolymus), guaviduca (Piper carpunya), altamisa (Ambrosia cumanensis), diente
de Leén (Taxacum officinales), buscapina (Parietaria officinalis)and moringa (Moringa oleifera). For this, the DPPH (radical 1,
1-difenil-2-picrilhidrazil) method was used; furthermore, recognition assays of secondary metabolites were performed, in order to
obtain the first signs of phytochemical compounds of interest. The free radical scavenging activity of the extracts was expressed as IC_,
value (g/mL) (necessary amount to inhibit the formation of 50% of DPPH radical). The low value of IC50 reflects better free radical
scavenging action. Although most of the samples tested showed good antioxidant capacity with this method (DPPH), tests of hydro-
alcoholic extracts show that alcachofa (IC50 9.89 mg/mL), moringa (IC50 11.4 mg/mL) and borraja (IC50 14.0 mg/mL) were those
with higher antioxidant capacity. Through chemical characterization tests, the presence of flavonoids, tannins, triterpenes, alkaloids
and saponins were detected in most of the analyzed species (approximately 56-69%); only 20% of them showed the presence of
polyphenols, cyanogenic glycosides, lactones, coumarins, anthraquinones and sterols. According to the results obtained, these plants
might be considered as promising sources of secondary metabolites with antioxidant activity.

Keywords: antioxidant capacity; medicinal plants; secondary metabolites.
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I. INTRODUCCION

Numerosos estudios de plantas medicinales se han
realizado desde hace décadas, a causa del uso potencial
como fuente de sustancias con propiedades biologicas.
Uno de los componentes principales de las plantas son
los antioxidantes, sustancias existentes en determinados
alimentos que actdan protegiendo al organismo de la
accion de los radicales libres, causantes de los procesos
de envejecimiento y otras enfermedades (Gutiérrez
Zavala, et al., 2007). Asimismo, el estrés oxidativo ha
sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades
humanas, arterioesclerosis, artritis,
demencia, cancer, entre otras (Castafieda et al., 2008);
es por ello que el uso de antioxidantes es estudiado de
forma intensiva; teniendo en cuenta las caracteristicas
que presentan los alimentos enriquecidos en vitaminas
antioxidantes, algunas plantas medicinales podrian

tales como:

incluirse dentro del grupo de alimentos funcionales o
nutracéuticos.

Los seres vivos que utilizan el oxigeno para la
generacion de energia, liberan radicales libres, por lo
cual deben existir mecanismos de defensa contra estas
especies quimicas y asi asegurar la vida. La formacion
de radicales libres mediante procesos naturales conduce
a la oxidacion de biomoléculas, dando lugar a diversas
enfermedades. Los organismos fotosintéticos como las
plantas, estan expuestos a ambientes muy oxidativos,
por lo que poseen un sistema antioxidante muy eficaz
(Finkel y Holbrook, 2000).

Las plantas Artemisia absinthium, Ambrosia
artemisifolia, Taraxacum officinale,
hysterophorus y Cynara scolymus pertenecen a la
familia Asteraceae; A. absinthium L, es digestivo,
estimulante del apetitoyla secrecion delosjugos gastricos
y bilis (Abad M, 2011); A. Artemisifolia, se utiliza para
desinflamar, previene el paludismo, es antihelmintico,
antiespasmodico y regula la menstruacion (Blair y
Madrigal, 2005). T. officinale es diurético, evita los
célculos renales, escorbuto, laxante, limpia el higado y es
estimulante del apetito (Macha, 2014); P. hysterophorus,
se utiliza para los padecimientos digestivos, dolor de
estomago, fiebre intestinal, antihelmintico, reumatismo,
antitusigeno y paludismo (Aguila et al, 2000); C.
scolymus, en el tratamiento de la anemia, diabetes,

Parthenium

fiebre, gota, reumatismo y piedras en vias urinarias
(Esteva-Espinosa, 2003) .

La especie vegetal C. citratus (familia Poaceae) tiene
un efecto tonico, estomacal, digestiva, antiespasmddica
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y carminativa (Madaleno y Montero, 2012); M.
officinalis (familia Lamiaceae),
desmayos, decaimiento de &nimo, vértigos, migrafa,
nerviosos, calambres,
neuralgicos (Acevedo, 2013). P. carpunya (familia
Piperaceae), se utiliza para aliviar colicos menstruales,
estomacales, tlceras gastricas, inflamaciones y controlar
la diarrea (Cardenas-Tello, 2016); M. oleifera (familia
Moringaceae), se usa para controlar azicar en sangre,

usos medicinales

colicos espasmos, dolores

evitar la formacién de tumores, combatir infecciones
bacterianas, controlar los niveles de colesterol, limpiar el
higado y rifiones, antiinflamatorio, energizante, ayuda a
la circulacién y la digestion (Olson y Fahey, 2011).

La especie B. officinalis L (familia Boraginaceae),
se emplea en la medicina tradicional se usa como
depurativo, emoliente, béquico, diurético, laxante,
expectorante, antipirético, diaforético, galactogeno,
antiinflamatorio de las vias urinarias, afecciones de
los bronquios y expectorante (Fonnegra y Jiménez,
2007); Ochroma sp (familia Malvaceae), se utiliza para
aliviar dolores de cabeza, inflamacion de la garganta, y
tratar el resfriado. C.obtusifolia (familia Urticaceae), se
utiliza para la arterioesclerosis, asma, fracturas dseas,
hematomas, diarrea, fiebre, infecciones genitales,
herpes, trastornos renales, trastornos hepaticos, tlceras
bucales y linguales, obesidad, enfermedad de Parkinson,
inflamacion reumatica, enfermedades de la piel, verrugas
y heridas, disminuir la presion arterial, efectos diuréticos
y reduccion de los niveles de aziicar en sangre (Pérez-
Guerrero et al., 2001).

Tradicionalmente, C. chayamansa
(familia Euphorbiaceae) se emplea para enfermedades
del rinén como piedras e inflamacién, como diurético,
contra la obesidad, diabetes, reumatismo, hemorroides,
acné,

nidoscolus

estreflimiento, colitis, gastritis, problemas
circulatorios, osteoporosis, colesterol alto, presion alta de
la sangre y para estimular la lactancia (Valenzuela Soto,
2015); B. spectabilis (familia Nyctaginaceae), es usada
tradicionalmente como antibacteriano, antidiarreico,
reducir la acidez de estbmago, como infusién para
frenar la tos y aliviar afecciones pulmonares. L.
usitatissimum (familia Linaceae), se usa para combatir
el estrenimiento, inflamaciones intestinales, catarro,
colesterol y triglicéridos, arteriosclerosis, maduracion de
abscesos y fortinculos, combatir la ictericia; P. officinalis
(familia Urticaceae), se utiliza para evitar la formacion de
arenilla en los rifiones, para tratar inflamaciones renales

o de la vejiga (cistitis), evitar la retencion de liquidos,
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ayuda en las enfermedades reumaticas, tratamiento de
mala circulacion e hipertension arterial y problemas de
estobmago (Hilgert et al., 2010).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la presencia
de metabolitos secundarios y la capacidad antioxidante
de los extractos de dieciséis plantas de uso ancestral y
medicinal cultivadas en Ecuador, a través de pruebas de
caracterizaciéon quimica y del ensayo de la decoloracion
del radical DPPH, respectivamente.

II. DESARROLLO

1. Materiales y métodos

Obtencion de los extractos: los ejemplares de
las especies vegetales escoba amarga (Parthenium
hysterophons), (Artemisia  absinthium),
guarumo (Cecropia obtusifolia), chaya (Cnidoscolus
chayamansa), borraja (Borago officinalis), balsa
(Ochroma sp.), linaza (Linum usitatissimum), hierba
Luisa (Cymbopogon citratus), toronjil (Melissa
officinalis), buganvilla (Bougainvillea spectabilis),
alcachofa (Cynara guaviduca (Piper
carpunya), altamisa (Ambrosia cumanensis), diente
de Ledon (Taxacum officinales), buscapina (Parietaria
officinalis) y moringa (Moringa oleifera) en estado
6ptimo de desarrollo vegetativo y fitosanitario se
recolectaron en ecosistemas naturales de las provincias
El Oro y Azuay (Ecuador) en agosto de 2014; siendo
procesados en el laboratorio, sin almacenamiento previo.
Obtencion del extracto alcoholico: las hojas de las
plantas se lavaron con agua destilada y fueron colocadas

ajenjo

scolymus),

en un secador artesanal y, posteriormente, llevadas a
la estufa a 37 ° C (MEMMERT SNB 400 con flujo de
aire). Para la obtencién del extracto alcoholico, 20 g
de cada materia vegetal molida (molino Lab. Mill serial
No. 56969, Type AR 400 Erweka®, Germany) fueron
macerados con 100 ml con etanol al 70%, a temperatura
ambiente, durante 48 horas, luego filtradas al vacio y
pulverizadas.

Tamizaje fitoquimico: se evalu6é los principales
componentes quimicos presentes en las especies
estudiadas, pruebas
caracterizaciéon, tales como: Ensayos de saponinas,
taninos, triterpenoides y/o esteroides, quinonas (una

mediante quimicas  de

fraccion y ensayo directo), antocianinas, reconocimiento
de cumarinas, siguiendo la metodologia sugerida por
Martinez (1998), con algunas modificaciones.

Para el reconocimiento de polifenoles (flavonoides),
leucoantocianidinas y cardiotonicos, se utilizo 10 g de

muestra fresca finamente triturada, afadiendo un
volumen de 50 mL de alcohol etilico. Posteriormente,
se calent6 al bafio Maria con agitaciéon durante unos 5
min y finalmente se filtr6. Cuando la muestra present6
clorofilas, se le afiadi6 al filtrado un volumen igual de
solucién de acetato de plomo al 4% que contenia acido
acéticoal 0,5 %, se agitd y se dej6 reposar por 15 minutos,
para proceder a filtrar la solucion; con el filtrado obtenido
se realizaron ensayos de reconocimiento de flavonoides,
leucoantocianidinas y glucosidos cianogénicos,con el
reactivo de Kedde. (Murillo y Méndez, 2007)

El reconocimiento de alcaloides se realizo6 utilizando

los reactivos de Dragendorff, Mayer, Valser y reineckato
de amonio (Maldoni, 1991). Previo al ensayo con la
muestra biolégica, se hizo un ensayo con un estandar de
quinina en soluci6n 4cida.
Capacidad antioxidante: la actividad antioxidante de
los extractos se evaludé mediante la capacidad captadora
del radical DPPHe (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) (Brand-
Williams et al., 1995), utilizando la metodologia de
Rojano et al (2008). Un volumen de 990 pL de una
solucién metanoélica de DPPH se mezcl6 con 10 pL de
las soluciones hidro-etandlicas (50:50) de cada extracto
a varias concentraciones; las mezclas se dejaron en
reposo y en ausencia de luz durante 30 minutos, se
ley6 la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro.
Los resultados fueron convertidos a porcentaje de
inhibicién y expresados como capacidad antioxidante
en umol de equivalentes Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-carboxilico);TE)/g Equivalente
(AAE) a acido Ascorbico. Los datos de todas las pruebas
se llevaron a cabo por triplicado.

2.Resultados

En la Figura 1 se observa la capacidad antioxidante,
medida por el porcentaje de captacion de radicales libres,
para extractos de las hojas de las plantas estudiadas
a diferentes concentraciones (10, 20, 30, 40, 50,75 ¥
1ooug/mL).

Aunque la mayoria de las muestras evaluadas
presentaron capacidad antioxidante el método (DPPH),
los extractos hidro-alcohdlicos demuestran que C.
colymus o alcachofa 95,7%, M. oleifera o moringa
97,9% vy B. officinalis o borraja 96,3% fueron los que
mostraron mayor capacidad antioxidante; seguidos
por P. carpunya (guaviduca) 95,8%, P. hysterophorus
(escoba amarga) 88,4 % y T. officinale (diente de
lebn) con 71,2% a 100 ug/mL. De lo anteriormente
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referido, se puede observar que algunos de estos
extractos superaron al control positivo, acido
ascorbico (vitamina C) que presentd 90,5% a la
misma concentracion.

De acuerdo con los datos del IC50 que se observan
en la Figura 2, existe una relacién inversamente
proporcional, a menor valor del IC_ mayor actividad

% Inhibiciia

L] L] il ug'ml

anti radical. Obteniendo IC_ 9,89 pg/mL para la
C. colymus o alcachofa, IC, 11,4 pg/mL para la M.
.o 14,0 ng/mL B. officinalis
o borraja, los cuales presentaron mayor capacidad
antioxidante; seguidos por P. carpunya (guaviduca),
P. hysterophorus (escoba amarga) y T. officinale
(diente de le6n).
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Figura 1. Capacidad antioxidante de las especies vegetales estudiadas (capacidad captadora
del radical DPPH).
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Figura 2. Actividad antioxidante expresada como coeficiente de inhibicion IC50 de las especies
vegetales estudiadas.
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El andlisis fitoquimico revel6 la presencia de
familias de metabolitos secundarios, en los extractos
etanolicos de las especies vegetales estudiadas; asi se
detect6 la presencia de flavonoides, taninos, triterpenos
pentaciclicos, alcaloides y saponinas en la mayoria de
las especies (Tabla 1). Especificamente, el porcentaje
de extractos que mostraron metabolitos secundarios
pertenecientes a una misma familia quimica, fueron
de 43,8; 56,3; 62,5 y 68,8% para saponinas, alcaloides,
flavonoides-taninos y triterpenos, respectivamente;
por lo que se puede observar que son los flavonoides,
taninos y triterpenos los compuestos mas abundantes
dentro del grupo de plantas analizadas. Tan sblo un 25,0
v 31,3% de las mismas mostro la presencia de polifenoles

y glucdsidos cianogénicos, respectivamente, y un 12,5%
poseen lactonas, cumarinas, esteroles insaturados y
antraquinonas.

De igual forma, como puede apreciarse en la Tabla
1, al analizar el porcentaje de metabolitos presentes por
cada extracto, se observo que el extracto alcohdlico de
las hojas de P. carpunya mostr6 la mayor presencia
de ntcleos secundarios (47,1%), seguido del extracto
alcohdlico de las hojas de C. colymus (41,2%);
presentando los extractos de P. hysterophorus, C.
obtusifolia, B. officinalis, B. spectabilis y M. oleifera, un
35,3% de metabolitos y el resto de los extractos poseen
una menor cantidad de los mismos.

Tabla 1. Metabolitos secundarios detectados en los extractos alcohélicos de las plantas medicinales analizadas

Muestras (especie vegetal)
Familia de Compuestos
3 4 6 7 9 10 1 12 13 14 15 16 %emf
Flavonoides + + - - + - - 4+ + 4+ + + - + - + 62,5
Flavonoles - - - - - -+ e - - - - - - + 12,5
Antocianinas - - - - ... - - - _ _ + 6,25
Polifenoles - - - - - - - -+t - - - - + 25,0
Triterpenos + + - -+ + -+ - + + + + - 68,8
Sesquiterpens T - - - - - - - 6,25
Alcaloides + -+ -+ - - - - - + + + + + + 56,3
Glucosidos cardiotonicos + - - - - - - - - - - - - - - 31,3
Esteroles B T - - - - - - - 12,5
Cumarinas o T - - - - - - 12,5
Saponinas + -+ - + - - - - + - - - 438
Taninos - -+ 4+ 4+ - - - . + + + + + 62,5
Mucilagos T - - - - - - - 6,25
Ligninas e AT - - - - - - - 6,25
Lactonas - - - - - - -+ - - - + + - - - 18,8
Antraquinonas - R - + + - - - - 12,5
Y%mpe f;:“ 1\3 L"{ a" L:“ == :‘ :“ um{ o = ;r{ ;r\“ :S“ :;”
= . N = = —~ ~ = < < N N — )

(+): presencia; (-): ausencia; %mpe: porcentaje de metabolitos presentes por cada extracto;
a la misma familia quimica. 1. escoba amarga (Parthenium hysterophorus), 2. ajenjo (Artemlsul a
(Cnidoscolusaconitifolius), 5. borraja (Borogo officinalis), 6.balsa (Chroma
ectabills), 11. alcachofa (Cynaras col Zymus), 12., guawduca (Piper ca;punya), 13. altamisa

citratus), 9. toronjil (Mellssa oficinalis), 10. buganvilla (Bougainvillea s,

(Ambrosia cumanensis Kunth), 14. diente de leon (Taraxacum officinale), 15. buscapina (Parietaria officina

3. Discusion

Si bien es cierto que existen diferentes métodos para
evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in vivo,
los métodos in vitro permiten tener una idea aproximada
delo que ocurre en situaciones complejas, in vivo. Uno de
los métodos mas utilizados es DPPH, ya que presenta una
excelente estabilidad en ciertas condiciones. El DPPH es

%emf: gorcentajes de extractos con metabolitos pertenecientes
sintium), 3. guarumo (Cecropia obtusifolia), 4. chaya

yramidale), 7. linaza (Linumusi tatISSImum), 8. hierba Luisa (Cymbopogon

is), 16. moringa (Moringa oleifera)

un radical libre que puede obtenerse directamente sin
una preparacion previa, lo que lo hace de gran utilidad
en el estudio simultineo de varias plantas. (Castafieda et
al., 2008)

Los resultados obtenidos indican que los extractos de
C. colymus, M. oleifera, B. officinalis, P. carpunya y T.
officinale poseen tanto flavonoides como taninos en su
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composicién quimica, porlo cualla actividad antioxidante
mostrada por estas plantas, pudiera atribuirse a la accion
sinérgica de ambos tipos de metabolitos; sin embargo,
P. hysterophorus también mostré una buena capacidad
antioxidante a pesar de la ausencia de taninos, por lo cual
ésta podria ser solo atribuida ala presencia de flavonoides
en dicha planta. En particular, M. oleifera, B. spectabilis
y P. carpunya fueron las tnicas especies que exhibieron
la presencia de compuestos polifenolicos, ademas de
flavonoides y taninos, posiblemente todos causantes de
la actividad observada.

En este sentido y en concordancia con los resultados
obtenidos en esta investigacion, Jauregui et al. (2006)
indican que la capacidad antioxidante en una especie
vegetal no viene dada solo por la suma de las capacidades
antioxidantes de cada tipo de metabolito presente,
también depende del microambiente en el que se
encuentre el compuesto, pudiendo interactuar entre
si, produciéndose efectos sinérgicos o inhibitorios.
Como es sabido, los compuestos fendlicos en general,
lo cual incluye a polifenoles, taninos, flavonoides,
flavonoles, coumarinas, son metabolitos esenciales para
el crecimiento y reproducciéon de las plantas y actan
como agentes protectores frente a patoégenos, siendo
secretados como mecanismo de defensa a condiciones
de estrés, tales como infecciones, radiaciones UV, entre
otros. (Cai et al., 2006)

Entre las plantas estudiadas, Moringa oleifera
presenta mayor capacidad antioxidante y se detectaron
compuestos fenolicos en el analisis fitoquimico realizado
a esta planta, al igual que los obtenidos por Guzman-
Maldonado et al. (2015). En relacién a Cynaras colymus,
al comparar los resultados obtenidos con los de Cruzado
et al. (2013), se concluye que estos extractos tienen un
alto porcentaje de capacidad antioxidante y presentan
contenido fenodlico. Otro de los extractos que mostrd
mayor actividad antioxidante con un 96,3%, fue el de
Borogo officinalis. Siendo los compuestos fendlicos el
grupo mas extenso de sustancias no energéticas presentes
en los alimentos de origen vegetal (Quinones et al., 2012).
Existe una correlacion directa entre los valores del % de
inhibiciéon y los metabolitos secundarios detectados, lo
que explica que los extractos de estas especies vegetales
contienen mayor diversidad de compuestos fenolicos.

Estudios epidemiolégicos
dietas ricas en alimentos vegetales reducen de forma
significativa la incidencia y tasas de mortalidad de
enfermedades degenerativas causadas por el estrés

han mostrado que
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oxidativo (Prior, 2005). Este efecto protector ha sido
atribuido principalmente a los compuestos fenélicos y a
la actividad antioxidante presentes en dichos alimentos
vegetales.

Segtn los resultados obtenidos, se podria considerar
a las plantas medicinales analizadas como fuentes
promisorias de componentes o principios activos
(compuestos fenolicos) con actividad antioxidante que
deberian ser aislados e identificados, considerandose
ademas el uso de estas especies vegetales como una base
importante, para un alimento funcional y/o nutracéutico
promisorio en una alimentacion saludable.

III. CONCLUSIONES

Los diferentes extractos de las plantas estudiadas,
presentaron una buena actividad antioxidante, siendo
los extractos etandlicos de borraja (B. officinalis),
alcachofa (C. scolymus) y moringa (M. oleifera) los
que presentaron una mayor capacidad de captacion
de radicales libres. Es recomendable seguir realizando
estudios adicionales por medio de otros métodos y
técnicas de aislamiento e identificacion estructural de los
principios activos presentes en estos extractos estudiados
en el presente trabajo, que han presentado una gran
capacidad antioxidante.
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Resumen

En este trabajo se presenta el desarrollo e implementacién de un monitor cardiaco capaz de cumplir con caracteristicas de porta-
bilidad, facilidad de uso y tiempo prolongado de operacion. El disefo se divide en dos fases. En la primera, cada etapa del monitor
cardiaco se implementa priorizando su consumo individual de energia. En la segunda fase, se integran las etapas para conformar
el monitor cardiaco, constituido por una fuente de alimentaci6n, una interfaz con el paciente, un micro controlador, una interfaz
inaldmbrica y una aplicacion que se ejecuta en un teléfono inteligente. Para cumplir con las dos fases de diseflo se exponen inicial-
mente los fundamentos tedricos y el desarrollo actual de la monitorizacién cardiaca. Posteriormente, para cada etapa se describen
los requerimientos funcionales y las variables relevantes para su disefio. También se detallan los procesos de implementacién y
los procedimientos de prueba y sus resultados. Con esta investigacion se pretende contribuir con una alternativa de disefio de un
monitor cardiaco, que puede utilizarse por un periodo no menor a 30 dias. Los resultados demostraron que el equipo desarrollado
permite la monitorizacién cardiaca remota, facilita la movilidad de pacientes y ademas elimina la necesidad ademaés elimina la
necesidad de continuas recargas de energia.

Palabras Clave: interfaz inalimbrica; monitor cardiaco; teléfono inteligente.

Portable Heart Monitor with a Bluetooth Interface
“CARDIO UEES”

Abstract

This paper describes the development and implementation of a heart monitor capable of meeting portability features, easy to use and
a prolonged time of operation. The design is divided into two phases. In the first, each stage of the cardiac monitor is implemented
prioritizing their individual energy consumption. In the second phase, the stages are integrated to form the cardiac monitor, consisting
of a power supply, an interface with the patient, a micro controller, a wireless interface and an application running on a smartphone.
To fulfill the two design phases are initially exposed the theoretical foundations and the current development of cardiac monitoring.
Subsequently, for each stage, the functional requirements are described and the relevant variables for the design. Also, implementation
processes and test procedures and results are detailed. This research is intended to contribute to an alternative design of a heart
monitor, which can be used for not less than 30 days period. The results showed that the equipment developed allows remote cardiac
monitoring, facilitates the mobility of patients and also eliminates the need for continuous energy refills.

Keywords: heart monitor; wireless interface; smartphone.
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I. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud define a las
enfermedades cardiovasculares como un conjunto
de trastornos del corazon y de los vasos sanguineos,
clasificAndolos dentro del conjunto de enfermedades
no transmisibles (OMS, 2016). Este tipo de dolencias
representa un serio problema de salud a nivel global
ya que, segun el reporte de World Health Organization
(2014), durante el 2012 se produjeron 17.5 millones de
muertes causadas por trastornos del corazon, de los
cuales 7.4 millones fueron consecuencia de un infarto
de miocardio (isquemia cardiaca). Se estima que
desde el 2014 al 2030 mueran por alguna enfermedad
cardiovascular cerca de 23.6 millones de personas. Los
paises pobres son los mas afectados por la incidencia
de enfermedades cardiovasculares, ya que el 80%
de muertes fueron una consecuencia de este tipo de
patologia (World Health Organization, 2013). Esta
realidad no es ajena en el Ecuador, ya que segiin un
estudio desarrollado por el Ministerio de Salud Pablica
(2012), durante el 2011 se registraron 4381 muertes
por trastornos del corazén. Como reaccion ante estas
cifras, la politica de salud en el pais ha planteado
como prioridad de investigacion los temas inherentes
a enfermedades cardiovasculares y las nuevas
tecnologias que aportan como solucién para reducir
estas estadisticas. (Ministerio de Salud Publica de la
Republica del Ecuador, 2013)

Con respecto a las nuevas tecnologias que aportan
con soluciones para la prevencion, deteccion temprana,
diagnostico y monitorizacion de enfermedades
cardiovasculares, estas se pueden incluir dentro del
campo de investigacion conocido como U-Health
(medicina omnipresente) (Touati & Tabish, 2013). Bajo
este concepto se han habilitado redes de monitorizacién
inalambrica para pacientes en varias instituciones de
salud (Banchs & Scher, 2015). Estas redes se conocen
como WBAN (Redes de Area Corporal Inalambrica)
y constituyen la siguiente generaciéon de la medicina
remota utilizando redes inalambricas, (Meharouech,
Elias, & Mehaoua, 2015). Las aplicaciones de U-Health
pueden tener un gran potencial en los sectores de la
salud publica y la educacién, debido al uso generalizado
de teléfonos inteligentes. (Liu, Zhu, Holroyd, & Seng,
2011)

En este contexto, Giovanelli,
Farella (2015) manifiestan que el desarrollo de
U-Health depende en gran medida del avance en las

Milosevic &

comunicaciones inalambricas y teléfonos inteligentes
y lo que ha permitido el uso de Bluetooth como
protocolo inalambrico de corto alcance en aplicaciones
de U-Health. El lanzamiento en el 2010 de la version
Bluetooth 4.0, la cual se conoce también como BLE
(Bluetooth de Baja Energia) definido en Bluetooth,
S. I. G (2010), ha permitido ampliar el rango de uso
de este protocolo inalambrico en las aplicaciones de
U-Health. Los teléfonos inteligentes, por lo tanto,
pueden en la actualidad usarse como receptor de
valores digitalizados de las funciones fisiologicas de
pacientes. (Klasnja & Pratt, 2012)

Otro beneficio de los teléfonos inteligentes, y
las aplicaciones de U-Health, es que estos pueden
permitir la movilidad total para pacientes y médicos
en el diagndstico y tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, sin embargo, su uso estaria limitado
por restricciones en la fuente de alimentacion de
estos dispositivos. De acuerdo a Serhani, Menshawy,
& Benharref, (2016), la arquitectura de los monitores
cardiacos actuales, que se basan en teléfonos
inteligentes, no son los adecuados para aplicaciones en
donde se requiera la adquisicion de datos por largos
periodos de tiempo, debido a las restricciones de
almacenamiento, ademés delalimitacion del tiempo de
operacion de las baterias de los teléfonos inteligentes.
Este problema se agrava en aplicaciones con redes
inalambricas, en donde el consumo de energia se
incrementa debido a la necesidad de transmitir las
sefales adquiridas. Las limitaciones fisicas del paciente
o la falta de instalaciones para realizar una carga
regular de las baterias de los monitores cardiacos,
son también condiciones restrictivas que dificultan el
correcto uso de los monitores cardiacos basados en
teléfonos inteligentes.

En este sentido, la problematica existente consiste
en la indisponibilidad de un monitor cardiaco que
mantenga los requerimientos de movilidad de los
pacientes y su facilidad de uso, pero que ademés,
permita su utilizacibn continua durante largos
periodos de tiempo sin demandar recargas regulares
de energia. El objetivo principal del presente trabajo
de investigacibn es proporcionar una alternativa
de diseno de un monitor cardiaco, que posea gran
flexibilidad en el tiempo de operacién y portabilidad,
aprovechando los recursos de un teléfono inteligente
para la visualizacién de las ondas cardiacas. El monitor
cardiaco que se desarrolla, pretende también favorecer
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su uso en condiciones en donde equipos convencionales
vean limitada su aplicacién, debido a la necesidad de
frecuentes recargas de energia frecuentes.
Desarrollo actual de los monitores cardiacos
El objetivo de la monitorizacion cardiaca es evaluar
cuantitativamente y de manera constante las funciones
fisiologicas del corazoén, utilizando electrocardiografia
(Hall, 2010). En la actualidad, el desarrollo combinado
de varias tecnologias tales como, la tecnologia celular,
el internet y las comunicaciones inalambricas, han
permitido modificar el proceso de monitorizacién
cardiaca. Es asi que por ejemplo, un teléfono inteligente
puede representar para los pacientes una herramienta
en sus bolsillos, con alta capacidad de almacenamiento
yvarios puertos de comunicacion, que adquierala senal
cardiaca en sus hogares y puede ayudar a los médicos
a realizar el analisis remotamente para diagnostico, e
incluso alertar en tiempo real de eventos relacionados
con el miocardio. (Kalahasty et al., 2013)

En la actualidad, existen muchos diseflos de
monitores cardiacosy opciones comerciales disponibles
en el mercado, que se han enfocado en la inclusién de
computadores personales y teléfonos inteligentes en
su desarrollo. En este sentido, por ejemplo, se tiene el
caso del trabajo de investigaciéon en Varman (1998),
que realiza el disefio e implementacién de varios
moédulos de hardware y utiliza una computadora
personal para la visualizacion de las imagenes de un
simulador cardiaco. Por otro lado, Busra & Rahman
(2014), proponen la implementacién de un sistema
computarizado de tele-medicina, que se orienta al uso
en poblaciones rurales.

Ademés, el uso de computadores en el desarrollo de
monitores cardiacos ha facilitado el disefio por medio
de la implementacion con herramientas avanzadas
como LabVIEW (instrumentacién virtual), para el
procesamiento y visualizaciéon de la sefial cardiaca.
Kumar y otros (2014), implementan un monitor en
LabVIEW, para la deteccion automética de problemas
cardiacos comparando la tasa de pulso cardiaco con un
limite fijo (determinado por los autores). Por otro lado
Murugappan, M., Thirumani, Omar, & Murugappan,
S., (2014),
un amplificador diferencial y digitalizan la senal a

implementan un circuito analbgico con

12 bits con una tarjeta de adquisicion de datos de
National Instruments. Los resultados se pueden
visualizar en una PC que ejecuta una aplicaciéon en
LabVIEW. Ambos proyectos de investigacion permiten
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la visualizacién en una PC y utilizan una interfaz
alambrica para la transmisién de datos. Aunque se
pueden aprovechar los recursos de una computadora
personal en el desarrollo de monitores cardiacos, no
se puede garantizar la movilidad del paciente por las
caracteristicas de peso y necesidades energética de una
PC.

Por otra parte, mediante el uso de teléfonos
inteligentes en la implementacion de monitores
cardiacos se puede garantizar caracteristicas como
monitorizacion remota y movilidad. La aplicacion
realizada por Yu, Xu, & Li (2012), es un ejemplo
de la integracion de teléfonos inteligentes como
herramienta de visualizacion en monitores cardiacos.
En esta aplicacion se implementa un electrocardiégrafo
utilizando un circuito integrado personalizado para la
parte analdgica. Los datos digitalizados se transmiten
por Bluetooth a un iPhone para su procesamiento
y visualizaciéon en pantalla. Por otra parte, el trabajo
que se propone en Park & Cho (2013), implementa un
monitor cardiaco portatil, pero utiliza un convertidor
de Bluetooth 4.0 para Android, ya que este sistema
operativo no era compatible con BLE sino desde la
segunda mitad del 2013 (Laird Technology, 2013).
Estos trabajos de investigacién permitieron demostrar
la factibilidad de la plataforma de teléfonos inteligentes
para el desarrollo de monitores cardiacos, sin embargo,
no se presentan opciones en el disefio de la fuente de
alimentacién que permita garantizar portabilidad
de los equipos, para tiempos prolongados de uso del
dispositivo.

En el Ambito del disefio de monitores cardiacos, por
otra parte, los parametros que la literatura recomienda
digitalizar, tienen que ver con la determinacién
de los intervalos de la senal cardiaca, de acuerdo a
los expresado por Varman (1998), Karpagachelvi,
Arthanari y Sivakumar (2010). (Ver Figura 1). Los
monitores cardiacos se utilizan para obtener la tasa
de pulsos por minuto del corazbn, para mostrar en
pantalla una de las derivaciones y en algunos casos se
incluyen alarmas, facilitando la deteccion automatica
de un paro cardiaco, bradicardia y/o taquicardia
(Baura, 2011). Los monitores cardiacos no tienen las
mismas funcionalidades de un electrocardiégrafo, de
acuerdo con Varman (1998), para la monitorizacion
de un paciente no es necesario la utilizaciéon de las
12 derivaciones, sino que se pueden obtener buenos
resultados inicamente con tres derivaciones.
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Generalidades del protocolo de

comunicacién Bluetooth Low Energy (BLE)
El Bluetooth Low Energy (BLE) o Bluetooth de Baja
Energia representa la tltima version del protocolo
de comunicacién de corto alcance Bluetooth. BLE
se orienta para aplicaciones que requieren bajo
costo, corto alcance, baja tasa de transmision y
sobre todo bajo consumo de potencia (Giovanelli,
Milosevic, y Farella, 2015). Segan los resultados
publicados por Shetty, Prasad, y Nalini (2015), el
tiempo de operacién de BLE es 220 veces mayor
que el Bluetooth clasico.

Por el lado del protocolo de BLE (S. I. G, 2010),
las tres capas que lo conforman son el Host, el
Controlador y la Aplicacién. En una red BLE existe
un dispositivo que cumple la funcién de maestro de
la comunicacién y uno o varios dispositivos como
esclavos. BLE adiciona ademés el concepto de
anunciador para ahorrar energia. Un dispositivo
puede anunciar que tiene datos y un receptor
recibe dicho anuncio e inicia la comunicaciéon
comportindose como maestro. La comunicaciéon
puede realizarse mediante notificaciones continuas
entre servidor y cliente o mediante una solicitud
explicita de lectura. (Gomez, Oller, y Paradells,
2012)

El intercambio de informaci6én en BLE, por
otro lado, ocurre siempre por medio de eventos de
conexion (CE). El intervalo entre dos CE continuos
se identifica como intervalo de conexién (CI) y se

caracteriza por reducir al minimo la cantidad de
energia que se consume. El consumo de energia
de BLE se calcula mediante un promedio que
se cuantifica entre cada CE y CI. Por otra parte
la latencia, para aplicaciones médicas, requiere
valores cercanos a cero. (Vallejos de Schatz,
Medeiros, Schneider y Abatti, 2012)

II. DESARROLLO

1. Metodologia

El alcance de la investigaciéon descrita en el
presente documento es obtener un circuito base
de un monitor cardiaco, capaz de cumplir con
caracteristicas de portabilidad, facilidad de uso y
tiempo prolongado de operaciéon. Con este fin se
utiliza la metodologia de investigacion del tipo
cuantitativa. En este contexto, primeramente se
determinan las etapas que deben conformar un
monitor cardiaco, para luego realizar el disefio y su
implementacién individual (ver Figura 2). Luego,
todas las etapas son verificadas cuantitativamente
en su funcionamiento y consumo de energia. Por
cada etapa se identifican las variables criticas de
disefio y se establece su marco referencial (rango
de valores que demuestran un funcionamiento
correcto). Finalmente se ejecutala experimentacion
integral del monitor cardiaco y se recopila datos
para la evaluacion del rendimiento. El flujo
metodologico que se aplica puede verse en detalle
en la Figura 3.
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Como primera instancia, el disefio del - Interfaz con el paciente
Monitor Cardiaco se divide en etapas (Ver figura - Microcontrolador
2). Estas etapas se determinaron siguiendo las - nterfaz Bluetooth
recomendaciones de diseno de dispositivos de bio- - Aplicacion CARDIO UEES que se ejecuta en
instrumentacién que se especifican en Enderle un teléfono inteligente

(2006). Las etapas principales son las siguientes:
- Fuente de alimentacion

Fuente de
Alimentacian

Telefana
4 ' . iraligenie
Interiaz Aplr acsdn
./,___-—.-—u_,_\ |mr|'._r e ! i
i 1 pacienin centroladar B'U:‘Ew' r-l.lti'\.

Figura 2. Diagrama de bloques de monitor cardiaco “CARDIO UEES”

Para cada una de las etapas se sigue la secciones se detallan los puntos relevantes a llevar
metodologia de diseno, implementacion y prueba a cabo, en base al flujo metodolbgico.
que se describe en la Figura 3. En las siguientes
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Figura 3. Metodologia de disefio, implementacion y prueba de cada etapa

2. Resultados un monitor (Association for the Advancement
La Agencia de Alimentos y Medicamentos (FDA) of Medical Instrumentation, 2002). De aqui, se
recomienda seguir las especificaciones del puede mencionar que los principales aspectos en
estindar ANSI/AAMI EC13:2002 - Monitores el disefio del hardware y software de un monitor
cardiacos, medidores de pulso cardiaco y alarmas, cardiaco se relacionan con la eliminacién de ruido,
para el disefio, implementacion y pruebas de el acople del equipo al paciente, la implementacion

40 |



Monitor Cardiaco Portétil con Interfaz Bluetooth. JAcome y Baquerizo

de la plataforma de comunicacidn, el despliegue de
informacién en pantalla, el formato de reportes,
etc. (Webster, 2009). También,
cardiaco debe tener la capacidad de amplificacion,
amplitud de la sefal cardiaca en un vasto rango
dinamico, ya que las sefiales pueden variar entre
pacientes y del tipo de patologia cardiaca que se
pretenda amplificar. El rango de frecuencias de
amplificacion debe estar entre 0.5 Hz y 500 Hz
(Webster, 2009). Tomando como referencia todas
estas recomendaciones, en las siguientes secciones
se detalla el proceso de diseno, implementacion y
prueba correspondiente a cada una de las etapas
de la Figura 2.

el monitor

Definicion de requerimientos de la fuente

de alimentacién

Las principales caracteristicas que debe cumplir la

fuente de alimentacion son las siguientes:

- Debe permitir una fécil instalacién del monitor
cardiaco en cualquier ambiente.

- Debe tener la capacidad de mantener el circuito
funcionando por lo menos 30 dias. Bajo ciertas
circunstancias, puede ser necesario conservar

bajo monitorizaciéon al paciente por periodos
extendidos de tiempo, con el fin de verificar
patologias cardiacas espontaneas tales como
las arritmias del corazén. (Huszar, 2002)

- Debe poseer una fuente redundante de respaldo
y la transicion entre las fuentes debera
ejecutarse de manera transparente al operador
y paciente.

- Debe ademéas brindar proteccion de sobre
voltaje a todos los componentes del monitor
cardiaco.

- Debe permitir la carga del equipo de manera
facil y segura para el operador y paciente.

Brown (2001), especifica que las variables que
definen el disefio de la fuente de alimentacion
tienen que ver con el perfil de carga, durante la
operacion del Monitor Cardiaco.

Implementacion de la fuente de alimentacion
Con base a los requerimientos de la seccién anterior y
lo detallado por Dobkin y Hamburger (2014), se puede
establecer los siguientes bloques que deben conformar la
fuente (Figura 4):
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Figura 4. Diagrama de bloques de fuente de alimentacion con bateria doble

Circuito cargador doble de baterias: Se utiliza el circuito
integrado LTC4413 de Linear Technology (2004), que
contiene dos diodos ideales con capacidad de 2.6 A de
corriente y el rango de voltaje de 2.5 a 5.5 V. La caida de
tension en cada diodo no supera los 28mV y posee un
habilitador para controlar su operacion.

Bateria principal de trabajo y bateria de respaldo
(Bateria 1y Bateria 2): Se utiliza del tipo ion de litio con
un voltaje nominal de 3.7 V y una capacidad de 8800
mAh. Poseen también proteccién de sobre voltaje (4.35
V) y bajo voltaje (2.8 V). Corriente maxima 3 A.

Circuito de conmutacion de baterias: esta etapa se basa
en el circuito integrado LTC4417 del fabricante Linear
Technology (2004), que conmuta una de las dos baterias
a una salida comun de voltaje. La validez de voltaje para
las baterias es una ventana de operacion establecida por
una red de resistencias. Como prioridad se selecciona
la bateria principal de trabajo, si ésta sale del rango
definido de voltaje por un intervalo de al menos 256 ms,
se conmuta automéaticamente la bateria de respaldo.

Red de resistencias: consiste de un divisor de tension en
el circuito integrado LTC4417 y establece la ventana de
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validez de voltaje en las baterias. Todas las resistencias
son de 1% de tolerancia para mantener los limites dentro
del rango de [4.8 V - 3.05 V] e histéresis de 3omV.
MOSFET tipo P: El mosfet utilizado es el IRF7324
(International Rectifier, 2004). Tiene una resistencia de
encendido de 0.026 ohm yun voltaje limite de compuerta
VGSth de -1V. Los MOSFET est4n en configuracién back
to back (NXP Semiconductors , 2013), como medida
de proteccion ante corrientes inversas producto de la
conmutacion de las baterias.

Regulador de voltaje de 2.85 V: se utiliza el circuito
integrado TPS727285 de Texas Instruments (2013).
Tiene una capacidad de 50 mA, caida de tensién (maximo
113 mV) y corriente de reposo (1.6 -pA).

Pruebas de la fuente de alimentacion

Para las pruebas se cuantifican los siguientes parametros

de la fuente de alimentacion:

- Caida de tensién en el LTC4413 en conduccién
durante la carga de las baterias.

- Limite de sobre voltaje (OV) y bajo voltaje (UV), para
ambas baterias

- Tiempo de carga/descarga de las baterias.

- Caida de tension en los MOSFET tipo P durante la
conmutacion.

- Regulacién de voltaje sin carga y carga maxima
(durante la conexion Bluetooth).

- Consumo de corriente durante los periodos de carga
y operacion.

Definicién de requerimientos de la Interfaz con
el paciente

Esta etapa estd conformada por los electrodos,
convertidores analgico-digitales y amplificadores
necesarios para digitalizar y procesar las senales
producto de la actividad electro-quimica del corazon del
paciente. Segtn lo que afirman Becchetti & Neri (2013),
las variables técnicas que definen el diseno de la interfaz
con el paciente tienen que ver con el ntimero de canales,
la resolucion en bits de la conversion analdgica digital,
ganancia de los amplificadores, referencia de voltaje,
tasa de muestreo, niveles de rechazo al ruido, tasa de
rechazo de modo comun e impedancia de entrada.

Implementacion de la interfaz con el paciente

Con base a los requisitos técnicos anteriores y los que
se mencionan Baura (2011) y Becchetti & Neri (2013),
como interfaz con el paciente, se seleccion6 el circuito
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integrado ADS1298 del fabricante Texas Instruments
(2015). El ADS1298 integra en un solo circuito
convertidores analdgicos digitales, amplificadores
con ganancia programable, referencia de voltaje y un
oscilador, de este modo se puede ahorrar espacio para
propositos de portabilidad y reducir los niveles de
ruido. Para el monitor cardiaco sélo se requiere el uso
de un amplificador y la resolucién a utilizarse 8 bits. El
ADS1298 posee las siguientes caracteristicas:

Relacién de rechazo de ruido en modo comiin de - 115
dB. Supera los limites minimos que se exigen de -100
dB a 60 Hz para monitores cardiacos. (Becchetti & Neri,
2013)

Interfaz periférica serial (SPI). Los datos convertidos
por ADS1298 pueden accederse por una interfaz serial
de 4 hilos.

Modo de operacion de bajo consumo de corriente de
hasta 2.1 mA. En modo de espera tiene consumo de 2
mW, apropiado para alargar la el tiempo de operacion
de las baterias.

Voltaje de alimentaciéon: unipolar [2.7V - 5.25 V],
compatible con el regulador de la fuente de alimentacion.
Resolucion de hasta 17 bits con 32 kilo muestras por
segundo (kSPS) y 24 bits con 16 kSPS. Rango valido
paratasa de muestreo de monitores cardiacos (Giovanelli
y otros, 2015).

El ADS1298 posee una bandera logica que permite
verificar el estado de conexion de los electrodos del
monitor cardiaco al paciente. En el momento que se
tiene un cambio de estado de la bandera de conexién
del ADS1298 a conectado,
cambia a modo de operacién normal, caso contrario
el microcontrolador deshabilita todos los circuitos del

monitor cardiaco e ingresa a estado de espera.

el microcontrolador

Pruebas de la interfaz con el paciente

Debido a la alta escala de integraciéon del ADS1298,
las pruebas fueron configuradas para verificacion de
intercambio de datos serial, de bandera de desconexi6n
de electrodos y de consumo de corriente. Paralas pruebas
se utiliz6 un simulador cardiaco que permiti6 emular un
paciente y varias patologias cardiovasculares.
Definicion de requerimientos del
Microcontrolador

El microcontrolador es el encargado de definir todas
las funciones y los estados de operacion del Monitor
Estos condiciones de

Cardiaco. representan las
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funcionamiento del monitor ¢ ante ciertos eventos. Los
estados que se tienen son: estado de carga, de operacion
normal y de espera.

Estado de carga: las dos baterias estaban recargandose
y no se hizo ningtin tipo de adquisicion de sefial cardiaca
ni de transmisién por la interfaz inaldmbrica. Debido
a que se debe contemplar la carga de las dos baterias
que conforman la fuente de alimentacion, la carga del
monitor cardiaco puede tomar hasta 7 horas.

Estado de espera: el microcontrolador verific6 cada 10
segundos la conexion del paciente. Una vez detectado
se activa la interfaz Bluetooth y se inicia la conversion
analbgica digital.

Estado de operacion normal: la transmisién estuvo
habilitada y en ejecucion la adquisicién de la senal
cardiaca. Se debe considerar que en este estado hay
dos perfiles de consumo de energia, ya que la interfaz
Bluetooth cambia periédicamente entre transmision y
espera.

Implementacion del microcontrolador

Se  selecciond como  microcontrolador el
PIC24FJ256GB108  del fabricante ~ Microchip
Technology Inc. (2009), considerando como variables
criticas su consumo de corriente y la versatilidad ofrecida
en los diferentes estados de funcionamiento. De acuerdo
a lo que establece el fabricante, este microcontrolador
posee 5 contadores de 16 bits, de los cuales se programan
3 para mantener la temporizacion de los estados de
funcionamiento del monitor cardiaco, descritos en la
etapa anterior. Se aprovecha también del puerto serial
sincrénico (SPI), para la interconexién con la interfaz
con el paciente. Se utiliza ademéas un puerto serial, de
los cuatro disponibles, para la intercomunicacién con la
etapa Bluetooth 4.0.

Pruebas del microcontrolador

Se realizaron pruebas de consumo de energia en
el circuito del microcontrolador, en los estados de
funcionamiento del monitor cardiaco. Los resultados se
muestran en la Tabla 3.

Definicion de requerimientos de la Interfaz
Bluetooth 4.0

Las aplicaciones de medicina que utilizan redes
inalambricas para la transmision de datos deben cumplir
con requerimientos como tiempo de operacion, latencia
y fiabilidad de los datos (Zheng et al, 2014), ademas

deben proveer también seguridad en la transmision,
brindar facilidades de movilidad, uso y privacidad
(Touati y Tabish, 2013). Para la implementaciéon de
monitores cardiacos en tiempo real se recomienda
valores no menores a 8 kbit/s (Giovanelli, Milosevic y
Farella, 2015).

Por otra parte, para determinar los rangos de
aceptacion del consumo de corriente de esta etapa,
se realizaron los calculos utilizando el modelo que se
describe en Giovanelli y otros (2015). En este modelo
se define el consumo medio de energia del modulo
Bluetooth como una funcién de dos parametros: el CI y
el ntimero de paquetes por cada CE (PPCE). Este modelo
considera que el consumo de corriente en las fases del
dispositivo BLE es constante, tal como se muestras en las
expresiones (1) y (2).

_ Iptp+PPCE.Ip.tp+(PPCE—1).Ipy.tpq

ICEmedio - tce (1)
En donde:
I peaio: COTTIENte promedio en cada CE.

I,: corriente de las fases que no dependen de PPCE.

t,: intervalo de duracion de las fases que no dependen
de PPCE.

I: corriente de las fases proporcionales a PPCE.

t,: intervalo de duracién de las fases proporcionales a
PPCE.

I,: corriente de las fases proporcionales a PPCE en CE
anterior.

t,,: intervalo de duracién de las fases proporcionales a
PPCE en CE anterior.

ICE pgiotCET dormido-tdormido

Imedio -

2

tcr

En donde:

Imedio: corriente promedio entra cada CI.
Idormido: corriente en etapa de dormido.

tdormido: intervalo de etapa de dormido.

Implementacion de la Interfaz Bluetooth
4.0

El moédulo Bluetooth seleccionado para este
proyecto es el BL600 del fabricante LairdTech.
(Laird Technologies, 2015). El cual tiene las
siguientes caracteristicas:

- Posee antena interna.

- Sensibilidad de recepciéon de -91 dBm
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- Consumo en modo dormido de 2.0 pA.
- Interfaz serial UART (Receptor-transmisor
asincronico universal)

Esta etapa se comporta como esclavo y cuando
tiene listo los datos provenientes de la interfaz con
el paciente, el BL600 se comporta como anunciante.
La latencia puede llegar hasta 5 ms.

Pruebas de la interfaz inalambrica

La evaluacion de desempeno de la interfaz
inalambrica se realiza con el fin de determinar
los parametros de funcionamiento (CI y latencia
del esclavo), que permitan mantener al minimo
el consumo de energia y la tasa de error de bit
(BER), sin necesidad de comprometer la tasa de
transmision. Para esta prueba, se utilizo el teléfono
inteligente como maestro y al médulo BL600 como
esclavo, con una potencia de transmisiéon de 4
dBm y separando el esclavo y el maestro por una
distancia de 0.5 m. El maestro obtiene los datos
del esclavo como un intercambio en una sola via,
en la cual, el esclavo envia una notificacién en
respuesta a una consulta general emitida por el
maestro generandose, de este modo, un evento de

comunicacion (CE).

Aplicacién CARDIO-UEES

La aplicacion CARDIO UEES, que se ejecuta en
un teléfono inteligente con sistema operativo iOS
8.0, se desarroll6 en Xcode 6.1.1, el cual posee
un conjunto de herramientas creadas por Apple,
con el prop6sito de implementar las aplicaciones
para sus dispositivos (Costa, 2015). El lenguaje de
programacién que se us6 es Swift, por su capacidad
de compilacién en tiempo real y por la facilidad
de uso de sus librerias. La libreria que se utiliza
es UIKit framework. Deitel, P. J., Deitel, H. M., y
Deitel, A. (2014), indican que esta libreria tiene
la capacidad de construir la interfaz de usuario,
ademés facilitar la gestion de los eventos que
se generan por el usuario y el sistema. Entre las
clases importantes que se usd de la libreria UIKit
framework, se tienen la clase UIView, UlLabel,
UlIControl y UIButton.

La clase UIView define un area rectangular
en la pantalla determinando dindmicamente un
valor maximo en altura de 360 pixeles. Se toma
este valor como referencia y permite establecer
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que la adquisicion digital esté limitada a 8 bit para
representar valores en el rango de 0 a 255. La clase
UlLabel implementa una vista de texto de solo
lectura. Se utiliza para dibujar una o varias lineas
de texto estatico. El texto estatico corresponde
al nombre paciente y caracteristicas fisiologicas
previamente ingresadas por el operador de la
UIControl

métodos para establecer el titulo,
otras propiedades de apariencia de los botones
disponibles en la aplicaciéon de CARDIO UEES. La
clase UIButton implementa un bot6n en la pantalla
tactil. Los métodos para establecer el destino y
la accién se heredan de la clase UIControl. En
conjunto la aplicacion “CARDIO UEES” permiti6

aplicacién. La clase proporciona

imagen y

recibir datos del monitor cardiaco y ademés
ingresar datos de interés del paciente.

Por otra parte, la informacién que se
intercambia entre el microcontrolador y la
aplicacidon est4 basada en 8 bits. La aplicacién solo
estara en capacidad de funcionar correctamente si
el microcontrolador estd en estado de operaci6n
normal y ha establecido una comunicacion con el
BLE. La informacién digitalizada del ritmo cardiaco
se transmite en 8 bits, luego que se recibe como
protocolo de partida un caracter de inicio. Para
detener el intercambio de informacién se transmite
desde la aplicacion al microcontrolador un caracter
de parada. Estos eventos (inicio y parada de
trasmisiéon) se generaron como respuesta a las
acciones por parte del usuario, en el boton PLAY
y STOP, disponibles en la pantalla de la aplicacion.

Resultados de las pruebas por etapas

Se presenta a continuacion una sintesis de las
pruebas que se realizaron, de acuerdo a lo descrito
en el apartado de la Metodologia, es asi como en
la Tabla 1 se pueden ver los resultados obtenidos
en las pruebas integrales que se ejecutaron
en relacion a la fuente de alimentaciéon. En la
Tabla 2 se desglosa la configuracién del circuito
integrado ADS1298 y los resultados de la interfaz
con el paciente. En ambas tablas se consideran
parametros de consumo de corriente y ademés
cuantificaciones de rendimiento. En la Tabla 3 se
presentan los consumos de energia de la tarjeta del
microcontrolador enlos estados de funcionamiento.
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Tabla 1. Resultados de pruebas de fuente de alimentacién

Parametro Valor
Caida de tension LTC4413 50 mV
Caida de tension en MOSFET tipo P 93 mV
Limite de sobre voltaje conmutacion bateria de respaldo 2 481V
Limite de bajo voltaje conmutacion bateria de respaldo 2 2.88V
Limite de sobre voltaje red de resistencias 1.02V
Limite de bajo voltaje red de resistencias 099V
Regulacion de voltaje sin carga 2.83V
Regulacion de voltaje con carga (28 mA peak) 2.839V
Consumo de corriente durante la carga de baterias 0.6 mA
Consumo de corriente de fuente de alimentacion 1 mA
Tiempo de carga de baterias (3.0 V - 4.2 V) con cargador 2 A 6.6 horas
Tiempo de descarga de bateria principal 4.2 V a 3.1 V (67 mA peak, 25C) 12 dias
Tiempo de descarga de bateria respaldo 4.2 V a 3.1 V (67 mA peak, 25°C) 12 dias

Tabla 2. Configuracion y resultados de la interfaz con el paciente.

Configuracién
Frecuencia del reloj Fclk =2.048Mhz bajo consumo
Frecuencia de muestreo 500 muestras por segundo
Ancho de banda filtro EMI 131 Hz
Referencia de voltaje 2.4V
Modo de conversion Continuo

Resultados

Intercambio de datos serial Palabra de estado OK
Consumo de corriente 3mA
Ganancia del amplificador 8

Tabla 3. Resultados prueba de microcontrolador

Estado de funcionamiento Consumo Comentarios

Estado de carga SmA El consumo se debe al indicador luminoso activado en este estado,
sin embargo, en este estado el consumo de energia no es critico
debido a que el monitor cardiaco esta conectado a una fuente de
energia diferente a las baterias.

Estado de espera 0.25mA El microcontrolador estd en modo de espera manteniendo
habilitado un contador por medio de un crista externo de 32768
Khz. Los demas periféricos del microcontrolador se encentran
deshabilitados. Se activa también una interrupcion externa para
salir de este estado.

Estado de operacién normal ~ 7.5mA/3mA  Se puede reducir este valor promedio disminuyendo el
tiempo de ON de los leds que se incluyeron en la tarjeta del
microcontrolador
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3. Discusion de resultados

Se puede observar en la Tabla 1, que el valor de caida
de tension en el LTC4413 es mayor al valor tedrico,
segin Linear Technology (2004), sin embargo, esto
no represent6 un problema de carga de las baterias ni
tampoco present6 problemas de sobre calentamiento
(maximo 51 °C). Por otra parte, la caida de tensi6n
en los MOSFET tipo P y el regulador de voltaje no
comprometieron los limites de voltaje minimo del resto
de componentes y no representaron, por lo tanto, una
limitacion en la fuente de alimentacion.

En las pruebas de conmutacién automatica de las
baterias fue necesarialaimplementacién de un regulador
de voltaje variable, basado en el circuito integrado
LM317 (Texas Instruments, 2014). Esta prueba es valida
por la baja corriente de consumo del circuito del monitor
cardiaco (méaximo 28 mA). Segiin ShenZhen LiYaWang
Battery Co Std (2015), la resistencia interna de las
baterias utilizadas puede alcanzar valores de hasta 350
mQ, que en dependencia de la temperatura de operacion
genera una pérdida interna de hasta 10 mV. Este valor es
menor al voltaje de histéresis de 30 mV, configurado en
el circuito integrado LTC4417. Esto es muy importante
debido a que se evita la reconexion errénea de la bateria
principal, al momento que se conmuta a la bateria
secundaria. Al momento de conmutacioén entre baterias,
la bateria desconectada recuperé un valor de 10 mV
pero no se reconecto a la salida por el valor de histéresis
configurado en el circuito integrado LTC4417.

Para las pruebas a la etapa de interfaz con el
paciente, se utilizo el kit demostrativo de desempeiio
del ADS1298, cuyas caracteristicas se detallan en Texas
Instruments (2011). Se modificé el kit demostrativo
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Figura 5. Implementacién del monitor cardiaco CARDIO UEES

para acceder al puerto SPI del ADS1298 y se utiliz6 un
simulador cardiaco para emular al paciente. Se activd
Gnicamente el canal 1 del ADS1298 y la ganancia del
amplificador se ajusté hasta observar una mejoria en
el nivel de ruido presente en la sefial digitalizada. Los
resultados demostraron que la configuracion realizada,
permite mantener niveles bajos de consumo de energia,
sin comprometer el rendimiento requerido en cuanto a
la tasa de muestreo y resoluciéon del monitor cardiaco.

Parala evaluacién del desempeno de la etapa interfaz
Bluetooth 4.0 se utiliz6 el kit de desarrollo BLE600 del
fabricante LairdTech (Laird Technologies, 2014). El
tiempo entre cada intercomunicacion se configurd a
100 ms. El consumo promedio tedrico del BLE600 en
cada CE es de 10.7mA (utilizando la expresion 1) y el
consumo promedio teérico es de 2.1 mA (utilizando la
expresion 2). Cada 100 ms transmite 50 muestras de 8
bits convertidas a una cadena de 3 bytes (valores ASCII
de 000 a 255). Con estos valores se alcanza un total de
12 kilo bits por segundo. A esta tasa de transmision el
consumo de corriente del médulo BL600 alcanza los 17
mA en su valor maximo. El consumo total del circuito
de monitor cardiaco en su valor maximo no sobrepasa
los 28 mA. En promedio el monitor consume un valor
cercano a los 15 mA. En las pruebas realizadas, las
baterias enfrentaron una carga de 67 mA y tuvieron una
duracién individual de 12 dias. El valor resultante como
consumo de corriente del circuito es cuatro veces menor
al que se utiliz6 en las pruebas de las baterias, por lo
tanto, se puede garantizar una autonomia de operacién
no menor a 30 dias sin necesidad de carga de las baterias.
En la Figura 5 se puede ver la onda obtenida y las etapas
integradas.

CARDC-UEES

PLAY
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III. CONCLUSIONES

En base a los requerimientos de disefio de los monitores
cardiacos y a los resultados de pruebas a las que se
sometieron las etapas del monitor cardiaco, se desarrolld
un equipo que obedece los estindares de implementacién
y ademas, habilita su uso sin necesidad de recarga, por
un tiempo no menor a 30 dias. Se cumplié también con
los requerimientos que incluyen portabilidad, fiabilidad
y facilidad de uso. El abastecimiento garantizado de
energia, durante 30 dias, también puede favorecer el
uso por parte de pacientes con limitaciones fisicas o en
ambientes con falta de infraestructura apropiada, parala
recarga del monitor cardiaco.

El tiempo de operacion de 30 dias se puede
garantizar, ya que los resultados que se obtuvieron
representan una consecuencia de la implementacion de
rutinas de programacion y criterios de diseno, orientados
ala optimizacion en el uso de energia en todas las etapas
del monitor cardiaco. La metodologia cuantitativa
de desarrollo individual por etapa, permitié obtener
resultados dentro de los rangos deseados en el consumo
de energia.

La integracion de dos baterias de ion de litio en el
circuito del monitor cardiaco anularon la necesidad
de recargas continuas durante 30 dias, sin embargo,
adicionaron también complejidad al circuito de la fuente
de alimentacion. Para integrar 6ptimamente las baterias,
es necesaria la inclusiéon de un circuito de carga de
baterias en paralelo, un circuito comparador, un circuito
de proteccion individual y un circuito de conmutacion de
baterias (principal y secundaria).

Se mejor6 la interfaz con el usuario, mediante
la implementacién de indicadores luminosos en el
circuito del monitor cardiaco, sin embargo, la adicién
de indicadores luminosos incrementaron el consumo
de energia total del circuito. Para reducir este problema
fue necesaria la programaciéon de un temporizador
adicional en el microcontrolador, para reducir el tiempo
promedio de encendido de los indicadores. Para el
estado de recarga del monitor cardiaco no se consider6
al consumo de energia como un parametro critico, ya que
en este estado, el monitor esta conectado a una fuente de
alimentacion confiable.

La inclusién de dos baterias de 8800 mAh, como
fuentes principales de alimentacién del circuito,
permiti6 incrementar el tiempo de operaciéon continuo
del monitor cardiaco a 30 dias, sin embargo, el peso
aument6 en 450 gramos. El peso puede representar un

inconveniente en términos de portabilidad, no obstante,
en futuros trabajos de investigacion se pueden utilizar
diferentes celdas de baterias de ion litio, asi como
también diferentes compuestos, con el fin de reducir
el peso y modificar la forma de las baterias. De este
modo se puede apartar la forma de los monitores, en
dependencia de las necesidades de portabilidad de los
médicos y pacientes.

Como trabajo futuro se puede aprovechar las senales
digitalizadas por el monitor cardiaco y almacenarlas en
una plataforma informatica, de tal manera que estas
puedan ser visualizadas por estudiantes de medicina y
utilizadas como herramientas didacticas por profesores,
en cualquier momento y sitio.
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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue hidrolizar harina de plumas de pollo para la obtencién de queratina. El disefio meto-
dolédgico de la investigacion fue experimental; se realizaron cuatro fermentaciones correspondientes a un diseflo experimental
completamente al azar, resultantes de considerar factores [concentracién de sustrato (18 g/Ly 23 g/L) y concentracion del in6culo
(2y 3 g/L), dos niveles para cada factor]. La determinacion de la concentracién de nitrégeno total se efectué mediante espec-
trofotometria UV-Visibles, el método utilizado fue la digestién de persulfato de potasio (K2S208), la concentracién méaxima de
nitrégeno se alcanz6 en el tratamiento 2 (1,5 %), lo cual multiplicado por el factor proteico 6,25 dio un porcentaje de proteina de
9,4% de queratina en el hidrolizado, presentando diferencia significativa (p<0,05) del resto de tratamientos, al cabo de 24 horas de
retencion hidraulica. En conclusién, es posible la hidrélisis enzimatica de harina de plumas de pollo utilizando el Bacillus subtilis
como productor de proteasas.

Palabras Clave: digestion; espectrofotometria UV-Visible; fermentacion; hidrolisis enziméatica; proteasas.

Getting keratin from feather meal using keratinases
produced by Bacillus subtilis

Abstract

The objective of this research was hydrolyzed feather meal of chicken for the production of keratin. The methodological research design
was experimental; four fermentations, corresponding to a completely randomized experimental design, resulting from considering
factors [substrate concentration (18 g / L and 23 g / L) and concentration of inoculum (2 and 3 g / L), two levels was performed
for each factor]. Determining the total nitrogen concentration was performed by UV-Visible spectrophotometry, the method used
is the persulfate potassium digestion (K2S208), the maximum concentration of nitrogen is reached in the treatment 2 (1.5%) which
multiplied by the factor protein 6.25 gives a percentage of 9.4% protein in the hydrolyzed keratin, showing significant difference (p
<0.05) from other treatments at 24 hours hydraulic retention. In conclusion the enzymatic hydrolysis of chicken feather meal is
possible using the Bacillus subtilis as a producer of proteases.

Keywords: fermentation; UV-visible spectrophotometry; digestion; enzymatic hydrolysis; proteases.
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I. INTRODUCCION

La avicultura es uno de los sustentos de la alimentacion
y la economia en Ecuador, hay aproximadamente 1576
granjas avicolas de pequenos, medianos y grandes
productores, dedicados a la produccion de huevos, carne
y reproductoras, dentro de las cuales, en ocasiones se
presentan dificultades con el manejo de los residuos
organicos que representan aproximadamente el 8 % del
peso de las aves (Morocho, 2014).

La fuente natural principal de la queratina es la
pluma de ave de corral, que como deshecho puede ser
aprovechado, medianteunacombinacionde tratamientos
fisicoquimicos y biolégicos, debido al alto contenido
proteico que presentan, aunque con limitaciones
en su estado natural debido a su baja digestibilidad
(Reddy & Santosh, 2016) y escaso valor biologico por
la minima presencia de aminoécidos esenciales, los
métodos convencionales de aprovechamiento implican
alto consumo de energia, lo cual degrada los pocos
aminoacidos esenciales que contienen las plumas y por
ende el alto valor econémico (Fakhfakh et al, 2011).

En la actualidad se da el uso de herramientas
biotecnolodgicas, como los microorganismos productores
de enzimas hidroliticas capaces de hidrolizar este
sustrato (Pluma de pollo), entre ellos puede mencionarse
la queratina, colageno y elastina, y en especial los
Bacillus subtilis productores de queratinasas y con alta
actividad queranolitica (Zaghloul, Embaby, & Elmahdy,
2011). Porlo cual, el objetivo de la presente investigacion
fue la obtenci6on de queratina a partir de la hidrdlisis
enzimatica de plumas de pollo, dindole valor agregado
a este tipo de desechos orgénicos y de esta manera
fomentar la aplicacién de nuevas tecnologias amigables
con el ambiente.

II. DESARROLLO
1. Marco Referencial
En Ecuador mensualmente se desechan 72 toneladas
de plumas de pollo y se importa grandes cantidades
de productos cosméticos como cremas, gel, shampoo,
locién, etc., para el cabello, que contienen queratina
(Nuafiez Altamirano & Salazar Cedillo, 2013). En los
altimos 5 afios, se ha importado queratina cosmética,
823.035 toneladas en 1999 a 2'21.009 toneladas en
el 2011, que proviene de paises como Brasil, México,
Colombia y Argentina, cuya inversion aproximada fue de
73 millones de dblares (Noureddine, 2015).

En promedio, de 200 pollos se generan 30 kg de

plumas al dia y se desechan alrededor de 11.000 kg
al afio. Si esta cantidad de plumas se procesara como
materia prima, de ella se obtendria alrededor de 9ooo
kg de queratina, ya que el 80% de su peso corresponde
a esta proteina (Osejos, 2010; Rai & Mukherjee, 2015).

La queratina es rica en treonina, arginina, valina y
leucina y muy rica en cisteina; contrariamente, las tasas
de histidina, lisina y metionina son bastante bajas. Los
hidrolizados de las plumas de los pollos contienen 88 %
de la fraccion proteica que corresponde a a-queratina.

Las alfa queratinas son especialmente ricas en
aminoacidos con grupos hidrofébicos como fenilalanina,
isoleucina, valina, metionina y alanina y particularmente
ricas en cistina, llegando a un 18% en el caso de las alfa
queratinas méas duras como las del caparazén de las
tortugas (Lehninger, 1995; Yusuf et al, 2016).

De acuerdo al trabajo de investigacion titulado
“Determinacion del método para la obtencion de
queratina cosmética a partir de plumas gallinaceas”,
con el método quimico Na2S se obtienen las soluciones
de queratina, con caracteristicas similares a las de la
queratina cosmética (comercial), en su procedimiento se
emplea agua y temperatura ambiente que bajan el costo
de produccién y no es peligroso, por lo tanto es el mas
recomendado para la obtencién de queratina cosmética
(Virginia, Cedillo, Rodrigo, & Altamirano, 2013).

Por tal motivo la presente investigacion utilizo el
método biologico para la obtencion de queratina a partir
de plumas de pollo, estas fueron el sustrato fermentable
parala secrecion de queratinasas capaces de degradarlas.
Este fendmeno esté asociado a la necesidad de la célula
de hidrolizar sustratos proteicos de gran tamafio en
moléculas pequefias para su aprovechamiento como
fuente de nutrientes. Entre los microorganismo Gram
+, encontramos Bacillus subtilis que producen una
proteasa con actividad para degradar queratina, el cual
se usa en el tratamiento de degradacién de las plumas
de aves (Cui, Li, Li, & Lin, 2016 ; Abhrajyoti, Krishanu &
Dhrubajyoti, 2008) .

2. Metodologia

Localizacion de la investigacion: la presente
investigacion se desarrolld en los laboratorios de la
Unidad Académica de Ciencias Quimicas y de la Salud
de la Universidad Técnica de Machala, Ecuador.

Medio de Fermentacion y Condiciones de
Cultivo: se empled el medio salino basal descrito por
Pandian et al. 2012, el cual contiene un litro de agua
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de mar y un litro de suero de leche y ajustado a pH
7,5 con bicarbonato de sodio (NaHCO3) al 10 %. Este
medio fue suplementado con harina de plumas molidas
a una concentraciéon de 40 g/Ly 50 g/L y esterilizado
por autoclave 15 min, a 121°C (Pandian, Sundaram, &
Panchatcharam, 2012).

El disefio de la investigacion fue de -caracter
descriptivo (describe situaciones porque se observa
y define el tratamiento que resulte estadisticamente
significativo en la obtencién de queratina a partir
de plumas de pollo) experimental, (se realizaron
cuatro fermentaciones, correspondientes a un disefio
experimental completamente al azar, resultantes de
considerar dos factores [concentraciéon de sustrato
y concentracion del inéculo y dos niveles para cada
factor]). Ver Tabla 1

Tabla 1. Combinacion factorial del experimento

Concentracién de Concentracion de Enzima (g/L)
Sustrato (% _ —
(%) B, =2 g/L B,=3g/L
A =18% A B A B,
A, =23¢g/L AB, A,B,

HPP: Harina de plumas de pollo, A *B : Interaccién de los dos

La preparacion del medio de cultivo se realizo,
adicionando 40 g/L y 50 g/L (Factor A) de plumas
de pollos molidos, se ajust6 el pH a 7,5 con NaHCO3,
posteriormente se esteriliz a 121°C por 15 min, al cual
se le inocul6 2 g/Ly 3 g/L de enzima Granozyme de la
marca comercial GRANOTEC (Factor B).

El criterio utilizado para seleccionar la concentracién
de plumas del medio de cultivo (40 g/L y 50 g/L) y la
temperatura de incubacién (Temperatura ambiente),
estuvobasado en ensayos previos realizados con enzimas
proteasas (Daroit, Corréa, & Brandelli, 2011)-
Obtencion de Enzimas: Granozyme ACC es una
enzima proteasa neutral que contiene exclusivamente
actividad endo - peptidasa. Se obtiene a partir de una
cepa seleccionada de Bacillus subtilis, la cual tiene la
capacidad de hidrolizar proteinas de alto peso molecular
en péptidos de bajo peso molecular (GRANOTEC, 2013).
Ver Tabla 2.

Tabla 2. Composicion del
extracto enzimatico.

Constituyentes %
Solucion de 40
Proteasa
Glicerol 30
Sorbitol 30

Fuente: Granotec (2013)

Granozyme ACC tiene una actividad minima
de 840
especificaciones recomendadas de la FAO/OMS,
JECFA y la Food Chemicals Codex (FCC), para
enzimas degrado alimenticio. El contaje viable
total esta dentro del limite superior de 5 x104/g.

UHb/g. El producto cumple con las

Dosificacion: Hidrolisis de proteinas 0,01 -0,5 %
basado en el contenido de proteinas del sustrato.

Protocolo de hidrdlisis enzimatica de las
plumas de pollo

Obtencioén de la Harina de Pluma de Pollo
Molienda: luego del Prensado se obtiene un Cake
un poco duro que debe ser sometido a un proceso
de molienda en molinos de martillos, para lograr la
granulometria de 300 um.

Tamizado:
parametro importante en la hidrolisis enzimatica

el tamano de particula fue un

de la harina de plumas de pollos, de preferencia
menor a una granulometria baja (315 um), de
esta manera existe mayor area de ataque para
los Bacillus subtilis productores de enzimas
proteoliticas.

Inoculaciéon de la Enzima: una vez ajustado
el medio de cultivo a pH 7 se esteriliz6, enfri6 a
temperatura ambiente y se inocul6 la cantidad de
enzima de acuerdo al tratamiento.

Purificacion del Hidrolizado:
transcurrido las 72 horas de hidrolisis enzimatica

una vez

se procedi6 a separar mediante filtracion la
porcion de harina de plumas que no se solubilizo,
al hidrolizado soluble se lo desodorizd y concentrd
por tratamiento térmico.

3. Resultados

Determinacion de la relacion optima de
sustrato — inéculo (hidrolisis enzimatica)
La relacién recomendable de la concentracion
6ptima de sustrato-enzima se la determind en
funcion del mayor  porcentaje de hidrolisis
obtenido. Enla Figura 1 se muestran los porcentajes
de hidroélisis obtenidos.
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Figura 1. Porcentaje de hidrdlisis obtenido en los cuatro tratamientos
estudiados

En la Figura 1, puede observarse cémo los
tratamientos 1y 2 alcanzan los mayores porcentajes
de hidroélisis de la harina de plumas de pollo (65,75
%), mientras que los tratamientos 3 y 4 solo
alcanzan el 50,99 y 54,94 %, respectivamente.

La prueba de Tukey indica que existe diferencia
significativa tratamientos
estudiados, el factor que influye en la hidrolisis

entre los cuatro
enzimitica es la concentracion de harina de
pluma de pollos, ya que a mayor concentraciéon de
proteina mayor formacién de nitr6geno amoniacal,
el cual es un inhibidor de la hidrdlisis enzimatica.

Analisis Estadistico

Este método se lo realizé con la finalidad de
optimizar el proceso de hidrdlisis enzimética. En
la Tabla 3 se muestra la prueba de Tukey realizada
a los 4 tratamientos.

Tabla 3. Pruebas de rango multiple de Tukey

Contraste Diferencia Limites (+)
1-2 -0,1 4,21
1-3 *14,96 421
1-4 *10,76 421
2-3 15,12 421
2-4 *10.92 421
3-4 -4,2 421

* Indica una diferencia estadisticamente significativa

68 T
R e oo}
-E' 80
g 56 [
£ s .
ag I
1 z2 3 4
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Figura 2. Prueba de Tukey (95 % HSD)

La prueba de Tukey indica los intervalos
alrededor de cada media. Los intervalos que se
muestran se basan en la prueba de Tukey, la cual
indica que si existe diferencia honestamente
significativa (HSD), de tal manera que todas las
medias se encuentran por encima del 95,0% de
confianza. Ver Figura 2.

Determinacion de los parametros que
intervienen en la hidroélisis enzimatica
(pH, nitrégeno total, oxigeno disuelto,
conductividad, solidos totales disueltos y
queratina total)

Durante la hidrdlisis enzimatica existieron
parametros fisicoquimicos que son indispensables
controlar, para un correcto desarrollo del proceso.
En Figura 3 se muestra el comportamiento del pH
durante las 60 horas de hidrdlisis enzimatica de la
harina de plumas de pollo (HPP).
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Figura 3. Variacion del pH en la hidrélisis enzimatica.

Como puede verse en la Figura 3 el pH
desciende durante las 24 primeras horas en los
cuatro tratamientos desde un 7,1 en el tratamiento
1y 2 hasta 6,3 y 6,2 respectivamente y 7,05 en
el tratamiento 3 y 4 hasta un valor pH de 6,35
en ambos tratamientos. El descenso de pH se
presenta las 24 primeras horas de hidrélisis, luego
se incrementa debido a la formaci6n de nitrégeno
amoniacal como producto de degradacion.

En la Figura 4 se presenta el comportamiento
del oxigeno disuelto durante las 60 horas de
hidroélisis enziméatica. Como se visualiza en la

Obpene Disualto (mgL)
o
._.I'
L]

Figura 4, la concentraciéon de oxigeno disuelto
significativamente (p<0,05) en los
cuatro tratamientos, en el tratamiento 1 desde 5
mg/L hasta 0,3 mg/L, en el 2 desde 4 mg/L hasta
0,35 mg/L, en el tratamiento 3 desde 2,8 mg/L
hasta 0,2 mg/L y en el 4 desde 2,5 mg/L hasta
0,25 mg/L, este fendmeno se le atribuye a que el

desciende

Bacillus subtilis, es un microorganismo aerobio
que comienza a consumir oxigeno y reproducir
enzimas queratinas desde el inicio de la hidr6lisis
enzimatica (Suntornsuk & Suntornsuk, 2003).
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Figura 4. Variacion dela concentracion de oxigeno disuelto
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En la Figura 5 se muestra el comportamiento de
la conductividad del hidrolizado durante las 60 horas
de hidrolisis enzimitica. Como se puede ver en la
Figura 5, se incrementa la conductividad eléctrica en

el hidrolizado (uS/cm), en los cuatro tratamientos,
lo cual tiene una relacién directamente proporcional
con el incremento de la concentraciéon de los sélidos
totales (Brusasco, 2014).
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Figura 5. Comportamiento de la conductividad durante la hidrélisis enzimatica

En la Figura 6 se muestra el incremento de
la concentraciéon de soélidos disueltos totales
en el hidrolizado. Como puede apreciarse en la
Figura 6, la concentraciéon de s6lidos disueltos
totales se incrementa significativamente en los

E E
'] 1

Sdlidos Disueltos Totales (mgiL)

4 tratamientos, llegando a estabilizarse a las 48

horas de hidrolisis enzimatica, y al realizar la

medicién de este parametro no hubo incremento
significativo (p>0,05).
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Figura 6. Incremento de los soélidos disueltos totales en el hidrolizado.
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Determinacion del tiempo de retencion de la
hidrélisis enziméatica

El tiempo de retencién depende en gran medida del
tamafo y la longitud del péptido, la composiciéon de
aminodcidos y la presencia de areas hidrofébicas (Reddy
& Santosh, 2016). El tamaiio de particula es un factor
importante debido que a menor tamafio de particula,
mayor area de ataque por parte de los microorganismos
(Vidal, Christen, & Coello, 2000).

g

En la Figura 7 se muestran las concentraciones
de Nitrogeno total obtenidas durante el proceso de
hidrolisis enzimatica. Puede apreciarse el incremento
de nitrégeno total y por ende queratina, metabolito
secundario de interés en la presente investigacion,
aumenta significativamente (p<0,05) hasta las 24 horas
de hidrdlisis enzimatica, pasado ese tiempo inicia el
incremento de nitrégeno amoniacal, el cual inhibe la
hidrolisis enzimatica.
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Figura 7. Incremento de la concentracion de nitrégeno total en el hidrolizado

Analisis de Varianza

Para determinar con exactitud el tiempo de retencion
hidraulico 6ptimo se realiz6 un analisis de varianza, cada
doce (12) horas, tomando como referencia la produccion
de nitrégeno total. En la Tabla 4 se muestra el andlisis de
varianza del experimento.

Tabla 4. Andlisis de varianza del experimento a las
24 horas de hidroélisis enzimatica

Fuente Media Varianza N
T1=18 % HPP; 2 g/L Enzimas ~ 12000,04 1156,00 3
T2=18 % HPP; 3 g/L Enzimas  15000,07 14151,62 3
T3=23 % HPP; 2 g/L Enzimas  13999,91 9161,54 3
T4=23 % HPP; 3 g/L Enzimas  14300,66  79274,33 3
F=191,55404
p=28,69751E-*

Como muestra la Tabla 4, a las 24 horas de
hidroélisis enzimética existi6 diferencia significativa en
la produccién de nitrégeno total, y por ende ese es el
tiempo de retenciéon hidraulico 6ptimo en la produccién
de queratina.
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III. CONCLUSIONES
Se determiné que la relacion 6ptima de sustrato -
enzima se consiguié en los tratamientos 1 (18 %
harina de plumas de pollo; 2 g/L de enzima) y 2
(18 % harina de plumas de pollo; 3 g/L de enzima),
los que alcanzaron los mayores porcentajes de
hidrdlisis de la harina de plumas de pollo (65,75
%), mientras de los tratamientos 3 (23 % harina
de plumas de pollo; 2 g/L de enzima) y 4 (23 %
harina de plumas de pollo; 3g/L de enzima) solo
alcanzaron el 50,99 y 54,94 % respectivamente.
La prueba de Tukey para la determinaciéon de
la relaci6on oOptima sustrato-enzima indic6 que
si existe diferencia significativa entre los cuatro
tratamientos estudiados, el factor que influy6 en la
hidroélisis enziméatica fue la concentraciéon de harina
de pluma de pollos, ya que a mayor concentracion
de proteina, mayor concentracién de queratina en
el hidrolizado.

El descenso de pH de los hidrolizados durante
las primeras 24 horas, en los cuatro tratamientos,
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indicaba que se estaba desarrollando con eficiencia
el proceso. La concentracién de oxigeno disuelto
descendi6 significativamente (p<0,05) en los
cuatro tratamientos, este fendmeno se le atribuye
a que el Bacillus subtilis, es un microorganismo
aerobio que comienza a consumir oxigeno y
reproducir enzimas queratinas desde el inicio
de la hidrolisis enzimética (Guo et al, 2016). La
conductividad eléctrica en el hidrolizado (uS/cm)
se increment6 en los cuatro tratamientos, lo cual
tiene una relaci6on directamente proporcional con
el incremento de la concentracién de los sélidos
totales (Jablonska, Rybarczyk, & Lieder, 2016).
(Brusasco, 2014)La concentraciéon de solidos
disueltos totales se incrementd significativamente
en los 4 tratamientos, llegando a estabilizarse a
las 48 horas de hidroélisis enzimética, y al realizar
la medicién de este pardmetro después de este
tiempo no hubo incremento significativo (p>0,05).

En la presente investigaciéon queda demostrado
que es posible hidrolizar las plumas de pollo
mediante hidrdélisis enzimética. Durante el proceso
de hidroélisis se produjo el incremento significativo
(p<0,05) de nitrogeno total y por ende la
solubilidad de la queratina, metabolito secundario
de interés en la presente investigaciéon (Zaghloul
et al, 2011). El estadistico Chi-cuadrado calculado
para la prueba fue igual a 44,0. El valor de p fue
inferior a 0,05, en conclusién se acepta la hipotesis
alternativa: es posible la hidrélisis enzimatica de
las plumas de pollo.
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Abstract

The aim of this study was to determine the serological presence of West Nile virus (WNV) in horses of wetland “Abras de Mantequi-
1la”, Los Rios, Ecuador, during the rainy season of 2012. The samples received were selected according to the presence or absence
of disease which belonged to horses in the study area. During the study, a total of 118 horses were examined by ELISA detection of
1gG and IgM antibodies. The incidence was 36.44% and the prevalence was 33.05%. The highest incidence occurred at the Mapan-
cillo (28%) locality and the lowest was in La Luz (13%). Age distribution was: 1-5 years (32.55%); 6-10 years (27.91%); 11-15 years
(23.26%); 16-20 years (16.28%). The 53.48% of the infected animals were males and 46.52% were female. All animals were criollos
mixed race. The presence of WNV was demonstrated through the detection of IgG and IgM antibodies in blood serum of horses at
the wetlands "Abras de Mantequilla" Los Rios, Ecuador.

Keywords: West Nile virus; ELISA IgG and IgM: equines.

Prueba serologica para el virus del Nilo Occidental en
los caballos de Los Rios, Ecuador

Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar la presencia serologica del virus del Nilo Occidental (VNO) en los caballos de los humedales
"Abras de Mantequilla", Los Rios, Ecuador, durante la temporada de lluvias del 2012. Las muestras analizadas fueron registradas de
acuerdo a la presencia o ausencia de enfermedad y que pertenecia a los caballos en el area de estudio. Durante el estudio, un total de
118 caballos se examinaron por ELISA para la deteccién de anticuerpos IgG e IgM. La incidencia fue del 36,44% y la prevalencia fue
del 33,05%. La incidencia més alta se produjo en la localidad Mapancillo (28%) y la mas baja fue en La Luz (13%). La distribucion por
edad fue: 1-5 afios (32,55%); 6-10 afios (27,91%); 11-15 anos (23,26%); 16-20 afios (16,28%). El 53,48% de los animales infectados eran
machos y 46,52% hembras. Todos los animales fueron de raza mixta-criolla. La presencia indirecta del virus, se demostro a través
de la deteccion de anticuerpos IgG e IgM en el suero sanguineo de los caballos en los humedales "Abras de Mantequilla" Los Rios,
Ecuador.
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I. INTRODUCCION

West Nile fever (FON) is caused by the West Nile
virus (WNV) genus Flavivirus, family Flaviviridae.
FON is an emerging infectious zoonoses. The
birds are amplifying hosts and biological vector
is Culex mosquito. However, other sorts and even
mosquito, ticks transmit it. Susceptible hosts are
human and equine. Mammals such as cats, dogs,
goats, sheep, pigs, cows, rabbits, squirrels, bats,
lemurs and rodents can also become infected
(Valles and Sanchez 2000 and Burguefio et al.
2013).

WNV was detected in the Western Hemisphere
in August 1999, when an epidemic occurred in
the city of New York. WNV is enzootic in eastern
and southeastern United States, today. Because of
the migratory patterns of birds in America, this
problem has spread to several countries in a short
time (CDC 199 and CDC 2000). FON involves
American countries: Canada, Cayman Islands,
USA, Guadeloupe, Dominican Republic, Bahamas,
Puerto Rico, Cuba, Jamaica, Haiti, French West
Indies, Brazil, Colombia, Trinidad and Tobago,
El Salvador, Costa Rica, Guatemala, Mexico,
Venezuela and Argentina (Soler and Vera 2007 and
Diaz et al. 2011). Coello et al. (2011) serological
evidence was found against WNV from 2007 to
2009 in horses of Los Rios, Ecuador. This area is a
migration route of birds from North America.

The aim of this research was to demonstrate the
presence of WNV in Los Rios, Ecuador, through a
serological study of antibodies in horses.

II. DESARROLLO
1. Methodology
Materials and methods
Location: wetlands "Abras de Mantequilla" is
located in the municipalities of Vinces, Pueblo
Viejo and Baba, in the province of Los Rios,
Ecuador. Sampling period: February and June of
2012. Type of research: panel and longitudinal.
Population and sample: the population was 506
horses and the sample was118 animals (36.87%).
The locations studied in the wetland "Abras
de Mantequilla" were: La Piedad, La Luz, Los
Playones, Mapancillo and Jobo.

Sampling methodology: blood sampling was
performed with the consent of the owners, in the
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early hours of the morning. Biosafety standards
(cleaning and bath appropriate
clothing, insect repellent and cold boxes) were
met. Samples were centrifuged at 3000 rpm for
5 minutes to separate blood serum. The serum
was stored at -20 °C for further analysis in the
area of Virology, in the National Institute of
Hygiene and Tropical Medicine "Leopoldo Perez
Izquieta". ELISA method was used to detect
specific antibodies (IgM and IgG) against WNV,
according to the protocols of the World Health
Organization (WHO) and Pan American Health
Organization (PAHO) and the Center for Control
and Prevention (CDC) (PAHO-WHO-CDC 2003)
and World Organization for Animal Health (OIE
2013). Reactive serum it was considered positive by
the ELISA test and used the conjugate HRP6B6C1-
CDC. (OMS/OPS/CDC, 2013).
calculated as the quotient of positive animals in
February, among the total sample, multiplied by
one hundred percent. Prevalence was calculated as
the quotient of positive animals in June, among

investigator,

Incidence was

the total sample, multiplied by one hundred
percent. The animals were classified by age ranges
5 years, sex, and race.

Statistical analysis: data were analyzed by SAS
software (Statistical Analysis System), version 9.3
(2013) to evaluate descriptive statistics (mean
and standard deviation) and multiple range test
of Tukey was used for comparison of averages,
with the determining standard error (SE) and the
probability value (p), in the analysis of variance
(ANOVA).

2. Results and discussion

The incidence of WNV had a decreasing trend
between the blood serum samples at the beginning
and end of the rainy season (Table 1) in 118
horses. IgG antibodies were reduced by 6.78%
and IgM antibodies were reduced by 3.39% in
animals that were sampled in the wetland "Abras
de Mantequilla", Los Rios, Ecuador. The total
positive animals, including two samples of blood
serum was 33.05%. The incidence was of 36.44%.
The prevalence was 33.05%.
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Table 1. Serology incidence of WNV in beginning and ending rainy season.

Antibodies IgG IgM P‘t’zta'lv ¢ I I
February, Absolute value 43 22 43 22 22
beginning Relative value (%) 3644 18.64 3644 1864  18.64
June, Absolute value 35 18 39 15 14
sl Relative value (%) 2066 1525 33.05 1271 11.86
Diference Absolute value 8 4 4 7 8
Relative value (%) 6.78 3.39 339 593 678

I: how many of the animals that were positive for IgG antibodies were also positive for IgM
II: how many of the animals that were positive for IgM antibodies were also positive for IgG

The results match those of CDC (1999) which
determined that the presence of IgG and IgM is an
effective method to detect the presence of WNV
serological. This technique has been used in USA and
Canada since 1999. The serological evaluation has been
an effective indirect evidence, to detect the movement
of the pathogen, since WNV has spread to other
countries in the Americas (Mattar et al. 2005). Mattar
et al. (2005), Diaz et al. (2011) and Lindsey (2011) also
reported serological evidence of infection in horses and
other species in different countries of the Americas.

Human infections by WNV have been reported in the
USA, Cuba, and Argentina, in relation to infected horses
(Soler and Vera, 2007 and CDC 2013). This disease has a
high rate of incidence and prevalence in the USA, where
up to November 2013, there had been 39,557 positive
cases of encephalitis (CDC 2013) and 1668 people had
died from WNV (CDC 2013). In this investigation, it was
also found a high incidence and prevalence of WNV.

In this research, only two horses show clinical
symptoms of the disease, but it was failed to isolate
the virus. However, in some South American countries
like Argentina, WNV has been isolated in equine brain
(Morales 2006), with symptoms of the disease. The
relative distribution of positive cases in the first sampling
localities in the first rains in February showed that more
animals were found in Mapancillo (26%); followed by
Los Playones (23%), Jobo (21%), La Piedad (16%) and
La Luz (14%).

In the sampling at the end of the rainy season in
June, the largest number of positive cases were again
presented in Mapancillo (28%); followed by Los Playones
and Jobo, both with 23%; and La Piedad and La Luz, in
the two locations with 13%. The areas studied are routes
of migratory birds from North America to Ecuador. This
is a risk factor for the transmission of various types of

microorganisms in the wetland "Abras de Mantequilla”
including WNV. Soler and Vera (2007), Diaz (2008)
and Vasquez (2010) demonstrated that birds are
multiplier hosts of WNV amplifiers. Migratory birds
that come with WNV may influence the development of
the transmission to other susceptible species including
horses and humans as in wetlands like this, where they
are so abundant.

Seropositive samples for IgG and IgM antibodies
had the following age distribution: 1-5 years (32.55%);
6-10 years (27.91%); 11-15 years (23.26%); 16-20 years
(16.28%). The 53.48% of the infected animals were
males and 46.52% were female. All animals were criollos
mixed race. IgG antibodies indicate past infections. The
serological examination showed that the infection is
recent. This is because the presence of IgM antibodies
can be detected only up to 500 days after infection. This
could indicate that the entry of the virus into the country
is activated by the migratory birds. However, studies are
needed in other wetlands in the country, to confirm the
finding. This exploratory study allows to demonstrate
the serological evidence of WNV circulation in Ecuador.
The results of this work could enable health authorities
to strengthen epidemiological surveillance systems in
Ecuador.

III. CONCLUSIONS

The presence of WNV was demonstrated through
the detection of IgG and IgM antibodies in blood
serum of horses, in the wetlands "Abras de
Mantequilla" Los Rios, Ecuador. The incidence was
0f 36.44%. The prevalence was 33.05%. The highest
incidence occurs in Mapancillo (28%) locality and
the lowest was in La Luz (13%). Age distribution
were: 1-5 years (32.55%); 6-10 years (27.91%);
11-15 years (23.26%); 16-20 years (16.28%). The
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53.48% of the infected animals were males and
46.52% were females.
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Resumen

La meningitis por Cryptococcus spp es un grave problema de salud ptblica en pacientes VIH +, por lo cual se determind la utilidad
de la prueba de tinta china como tamizaje para esta infeccion. Se obtuvieron los datos del liquido cefalorraquideo de 252 pacientes
VIH positivos admitidos de mayo a octubre del 2014 en el Hospital de Infectologia de Guayaquil, Ecuador. Los anélisis se reali-
zaron por cultivo y tinta china en 81 pacientes, cuyos resultados de sensibilidad y valor predictivo negativo fueron 80% y 93,55%
respectivamente. Como conclusion se considero la tinta china como una prueba de tamizaje relativamente buena por su buen valor
predictivo negativo pero medianamente buen valor sensitivo.
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Utility of indian ink as screening for meningitis by
Cryptococcus spp

Abstract

Meningitis by Cryptococcus spp is a serious public health problem in HIV + patients, therefore the Indian ink utility as screening
test for this infection was determined. Cerebrospinal fluid data of 252 HIV + patients admitted from May to October 2014 at the
Hospital de Infectologia de Guayaquil was collected. Analysis from this cerebrospinal fluid was performed by Indian ink and culture
in 81 patients, whose sensibility and negative predictive value were 80% and 93,55%, respectively. As conclusion the Indian ink was
considered a relatively good screening test because of its good negative predictive value but moderately good sensibility.
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I. INTRODUCCION

Los Cryptococcus spp son
saprofiticos identificados  por
Sanfelice en 1894 (Sloan, 2014). El C. neoformans
serotipo A: neoformans causa el 30% de las
meningitis en pacientes VIH positivo en Europa del
norte (Sloan, 2014) y es el responsable del 85% de
meningitis en Latinoamérica, de las cuales el 80%
son pacientes VIH positivo (Sifuentes-Osornio,
2012).

C. neoformans neoformans causa enfermedades
en pacientes inmunosuprimidos, mientras que
C. neoformans gattii afecta preferentemente
a los inmunocompetentes (Lizarazo, 2014).
Encontrdndose la meningitis por Cryptococcus

basidiomicetos
encapsulados

neoformans neoformansno sélo en pacientes VIH+,
sino también en pacientes inmunosuprimidos
(Revest, 2006).

Se documento que el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH) afectd a 3438 ecuatorianos en
el 2011, encontrandose el 58,24% de ellos en la
provincia del Guayas (Ministerio de Salud Publica
del Ecuador, 2011) cuya capital es Guayaquil, como
se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Casos notificados de VIH por
sexo y edad Ecuador 2011

Grupo Hombre Mujer Total
etareo
<1 2 0 2
1-4 72 70 142
5-9 13 15 28
10-14 9 7 16
15-19 81 70 151
20-24 253 161 414
25-29 285 164 449
30-34 251 132 384
35-39 173 87 260
40-44 121 62 183
45-49 84 34 118
50-54 66 20 86
55-59 40 16 56
60-64 24 8 32
65+ 39 65 45
Sin datos 1.072
Total 1.514 852 3.438

Fuente: MSP, 2015

Segin Schwab (1999) méas de la mitad de los
pacientes con VIH presentan sintomas neurologicos a lo
largo de su enfermedad. Ademas, se ha encontrado que
en el 60% de los pacientes este episodio clinico meningeo
es con el que debuta su infeccion por el VIH (Sifuentes-
Osornio, 2012). En Estados Unidos la incidencia esta
alrededor del 10% y en el mundo el 90% de los sintomas
neuroldgicos en estos pacientes se deben a este hongo
(Brockmeyer, 1997).

La meningitis por Cryptococcus spp. es una
infeccién oportunista que afecta a casi un millén de
individuos, causando mas de 500.000 muertes cada
afio y es la cuarta causa mas comin de infecciones
graves en pacientes VIH positivo (Dominic, 2009). La
presentacion clinica en pacientes VIH positivo més
comun es la meningoencefalitis. La duraciéon de las
manifestaciones clinicas, tales como jaqueca subaguda
y confusion pueden variar desde unos pocos meses
hasta veinte afios. De acuerdo con estudios realizados
por Chiang y otros (2011), la cuarta enfermedad maés
prevalente en el Hospital de Infectologia de Guayaquil
es la criptococosis diseminada, precedida por la
toxoplasmosis cerebral.

Esta infeccibon es fatal si no es diagnosticada y
tratada a tiempo y aunque fuese revertida exitosamente
podria dejar graves secuelas neurolégicas, entre las que
se destacan ceguera e hidrocefalia (Sloan, 2014). Siendo
oftdlmicas muchas de las complicaciones de estos
pacientes. Pudiéndose presentar ademas de la ceguera;
diplopia binocular, paralisis del nervio abducens ya
sea monocular o binocular, papiledema, hemorragias
peripapilares, atrofia Optica, coroiditis multifocal,
retinitis por citomegalovirus entre otros (Mao, 2015). Es
por esto que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda hacer pruebas de tamizaje de infecciones
criptocécicas a pacientes VIH positivo con recuento de
CD4 < 100/pL.

Para que una prueba de tamizaje sea eficiente
se necesita que tenga una alta sensibilidad, que sea
barata y que tenga un alto valor predictivo negativo. La
prueba por tinta china (TCH) como tamizaje es barata
y solo se necesita que el personal de laboratorio sepa
reconocer levaduras encapsuladas en el microscopio.
En este trabajo de investigaciéon se busca determinar
estos parametros para poder establecer su calidad como
prueba de tamizaje en Guayaquil.

A pesar de que el cultivo (CM) es el estandar de
oro para el diagnoéstico, su realizacion es costosa y
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requiere de equipamiento e infraestructura, ademés de
la cantidad de tiempo de espera para el resultado del
cultivo (alrededor de las 48 horas), que en comparacion
con métodos de tinta china (TCH), aglutinacion por latex
(AL) y flujo lateral (FL), es demasiado largo.

El objetivo general de esta investigacion es
determinar si la prueba de tinta china es una eficiente
prueba de tamizaje para meningitis por Cryptococcus
spp, mientras que otros objetivos secundarios son
identificar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo de la prueba de tinta china. Ademas,
se busca definir la correlacion entre los resultados de la
TCH y el cultivo y comparar valores con otros métodos
de tamizaje.

Con esta investigacion se espera un aporte social a fin
de crear una cultura de realizacion de pruebas de tamizaje
por cualquier método recomendado en pacientes VIH
con recuento de CD4 < 100/pL. Se tiene como meta que
con la informacién obtenida sobre la utilidad de la TCH
como prueba de tamizaje, las autoridades sanitarias
tomen decisiones a nivel hospitalario a fin de utilizar la
prueba de TCH en comparacién con otros métodos para
lograr hacer un diagnoéstico y tratamiento temprano y asi
conseguir evitar consecuentes secuelas.

II. DESARROLLO

1. Metodologia

Este estudio es de tipo no experimental, ya que no se
manipuld ninguna variable, descriptiva, transversal,
cualitativa, observacional, analitica y retrospectiva, porlo

que no necesita un disefio muestral. Los instrumentos de
investigacion fueron las fichas de laboratorio obtenidas
en el Hospital de Infectologia, a partir de las cuales se
cre6 una base de datos en Excel, donde los datos fueron
posteriormente tabulados y debidamente divididos.

El universo del estudio consta de 252 liquidos
cefalorraquideos (LCR) tomados de pacientes admitidos
al Hospital de Infectologia de Guayaquil, Ecuador, de
mayo a octubre de 2014. Los criterios de inclusion fueron;
pacientes diagnosticados con sindrome meningeo por
sus doctores, mayores de 18 afos, que no estén tomando
antimicoticos y que sean VIH + por dos pruebas de
ELISA positiva o una de Western Blot.

La muestra de LCR se fij6 en una placa con dos
gotas de tinta china. 5 minutos después se observo a 10x
¥ 40x en el microscopio. Para que una prueba de TCH
sea positiva, debia diferenciarse en el microscopio una
forma levaduriforme con cipsula. Si no se encontraba,
era tomado como negativo. Los cultivos en los que se
estudiaban las muestras de LCR eran agar MacConkey,
agar Lowenstein-Jensen, agar sangre y agar Sabouraud,
siendo este incubado a 37C° y 25-27C° y para que estos
sean positivos, se esperaron de 72 a 96 horas maximo.

Las variables estimadas una vez analizados los datos
recolectados fueron prevalencia de meningitis por TCH
y por cultivo, especificidad, sensibilidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo. En la Tabla 2 se
muestran las formulas utilizadas para determinar las
variables.

Tabla 2. Formulas para determinar variables

TCH E VPP VPN
F _ VNx100 _ VPx100 _ VPx100 _ VNx100
~ TS - TP TN

Leyenda: F: formula; R: resultado; E: especificidad; S: sensibilidad; VPP: valor predictivo positivo;
VPN: valor predictivo negativo; P: prevalencia, VN: verdaderos negativos; TS: total sanos; VP:
verdaderos positivos; TE: total enfermos; TP: total positivos; TN: total negativos

2. Resultados

De este universo de 252 LCR, 130 fueron estudiados
por ambos métodos. El 91,54% (119) de los pacientes
estudiados solo por cultivo fue negativo, el 8,46% (11)
positivo. El 92,68% (38) de los pacientes estudiados
solo por TCH fueron negativos y el 7,32% (3) positivos.
De los 81 LCR estudiados por ambos métodos, el 71,6%
(58) de los pacientes fueron hombres, mientras que el
28,4% (23) fueron mujeres, como se muestra en la Tabla
3. Ademas, el 71,6% (58) fue negativo para ambos y el

19,75% positivo (16). Solo 3 fueron positivos por TCH y
negativos por cultivo y 4 negativos por TCH y positivos
por cultivo, tal y como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 3. Division de muestra por género de

pacientes
Nimero Porcentaje (%)
Hombres 58 71,6%
Mujeres 23 28,4%




CiENCiA UNEMI Volumen 9, Néimero 20, Septiembre 2016, pp. 63 - 67

Tabla 4. Division de métodos de diagnéstico del
universo de pacientes con sindrome meningeo

Un método: 171

Solo TCH: 41 Solo CM: 130
3 | -38 +11 - 119
Dos métodos: 81
TCHyCM TCH+CM- | TCH-CM +
+16 | -8 3 4

Los nimeros obtenidos al tabular la informacién se
muestran agrupados en una tabla de 2x2 (Tabla 5) bajo
criterios que se aplican a las formulas de especificidad,
sensibilidad, valor predictivo negativo (VPN) y valor
predictivo positivo (VPP), arrojados en la Tabla 6.

Tabla 5. Resultados de prueba diagnéstica de TCH a
grupos conocidos + (enfermos) y - (sanos) por CM

CRY
+ presencia - ausencia
TCH enfermedad enfermedad Total
VP FP TP
+
16 3 19
FN VN ™
4 58 62
TE TS 81
Total
20 61 (muestra)

Leyenda: CRY Cryptococcus VP verdaderos positivos, FP falsos positivos,
FN falsos negativos, VN verdaderos negativos, TE total enfermos, TS total
sanos, TP total positivos, TN total negativos.

Tabla 6. Resultados segun técnicas de TCH y CM

TCH E S VPP VPN

R 95,02% 80% 84,21% 93,55%

Leyenda: F: féormula; R: resultado; E: especificidad; S: sensibilidad; VPP:
valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Conociendo ya que la TCH es una prueba de bajo
costo, se opta por determinar la sensibilidad y el valor
predictivo negativo, para entonces establecerla como
una eficaz prueba de tamizaje si tuviese estas tres
caracteristicas. Ademas, se calcularon los valores de
sensibilidad y valor predictivo positivo (VPP) aplicando
las formulas mostradas en la Tabla 2. La sensibilidad fue
80% y el VPN fue 98,438%.

Analisis y Discusion de Resultados

En estudios previos se ha hablado de la sensibilidad de
la TCH (Wang, 2015), que ha sido parecida a la obtenida
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en esta investigacion (73,2% vs 80%), a pesar de que las
técnicasylosencargados delatécnicavarian dependiendo
del pais y hospital. Comparando otros valores de la
prueba de la TCH con la inmunocromatografia: flujo
lateral, con la aglutinacion por latex y con el cultivo,
se encuentra que la prevalencia por aglutinaciéon
en latex en pacientes con CD4 menor a 100 es baja;
entre 3,5% y 5% (Chipungu, 2015). Mientras que la
prevalencia de las 81 muestras en este estudio con
TCH fue de 23,45% y con cultivo fue de 24,7% pero a
pesar de que el cultivo es el estindar de oro, este tiene
69,9% de sensibilidad, en comparacion con el test de
aglutinacion en latex: 91,1% y TCH 73,2%. Aun asi, la
especificidad de la aglutinacién en latex es del 96%,
en comparacién con 100% de TCH y cultivo (Wang,
2015).

Por un lado se podria asegurar que la TCH es una
prueba eficaz como tamizaje para pacientes VIH +,
pues su sensibilidad es alta pero tanto el cultivo como
la TCH son bastante especificos, a pesar de que toman
mas tiempo y dedicacion en realizarse. Por otro lado,
la aglutinacion en latex es més rapida, facil, especifica
y mas importante sensible en comparaciéon con
estos otros dos métodos convencionales (Dominic,
2009) pero se recomienda mas bien el uso de la
prueba de inmunocromatografia de flujo lateral CrAg
como tamizaje en pacientes VIH + con recuento de
CD4 < 100/uL, pues el costo-beneficio es justo. En
este estudio, también se recomienda el uso de la
inmunocromatografia, pero no sin antes recomendar
también rigurosos estudios comparativos de flujo
lateral, TCH, cultivo y aglutinacion en latex en
Ecuador, ya que existen falsos negativos en el cultivo
- lo cual podria ser a causa del tratamiento que
sobrelleva el paciente en el momento de la toma de
la muestra (Dominic, 2009) - y también por los falsos
positivos presentados en la aglutinacion por latex
cuando hay infecciones por Trichosporon beigelii
y bacilos DF-2 (bacilo fermentador disgénico 2, un
bacilo gramnegativo) (Dominic, 2009).

III.CONCLUSIONES

Los valores expuestos por la prueba de TCH en este
estudio y comparando con otros sobre la misma
técnica han sido altos al referirse ala sensibilidad pero
medianamente altos en cuanto al valor predictivo
negativo. Es por esto que se puede considerar una
prueba de tamizaje buena, mas no excelente, pues
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la sensibilidad del 80% podria dejar escapar algunas
muestras positivas.

Como futura investigacion en Ecuador se deberian
realizar estudios con otras pruebas de tamizaje como
flujo lateral o aglutinacién en latex, pues asi se
determinaria finalmente cual es la mejor prueba a
utilizar en este pais y se marcaria un cambio dréstico
en el modus operandi de los hospitales y asi también
en el prondstico de los pacientes, que depende del
rapido y eficaz diagndstico de esta infeccion.
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Resumen

En la mayoria de las zonas productoras de frijol comin los rendimientos potenciales nunca son alcanzados, se debe a que esta
leguminosa se cultiva en condiciones climéaticas poco favorables. La identificaciéon de variedades con buenos rendimientos, bajo
condiciones de sequia, es todo un desafio. Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar los indicadores productivos de cultivares
de frijol comun, en condiciones de sequia, en la Empresa Socialista Mixta Leguminosa del ALBA, en la zona de Urachiche, estado
de Yaracuy, Venezuela. Todas las semillas utilizadas fueron evaluadas previamente en condiciones de sequia experimental y selec-
cionadas las mas tolerantes. Se us6 un disefio en bloque al azar con tres repeticiones y la siembra se hizo en tres hileras de 7 m de
largo x 0,80 m de ancho, con una densidad de 357 semillas por variedad, por repeticién. En el momento de la cosecha se determin6
el peso promedio por parcela, nimero promedio de vainas por plantas, nimero promedio de semillas por vaina y el peso de cien
semillas. Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa InfoStat version 2011. Entre los genotipos venezolanos evaluados sobre-
salen por su rendimiento el Gen 15, Tacarigua y Gen 13. De los cultivares cubanos seleccionados sobresalen Bolita 42 y BAT 304.

Palabras Clave: frijol comun; indicadores productivos; Phaseolus vulgaris L.; sequia.

Yield of Cubans and Venezuelan genotypes of

common bean, grown in drought conditions
Abstract

In the majority of common- bean productive zones, the potential yields are never reached. This is because common bean is cultivated
under non favorable climatic conditions. The identification of varieties with good yields, under conditions of drought, is all a challenge.
For that purpose, the aim of the present work was to evaluate productive cultivar's indicators of common bean, in conditions of
drought, at the "Empresa Socialista Mixta Leguminosas del ALBA" at Urachiche's zone, Yaracuy's state, Venezuela. All used seeds were
previously evaluated in conditions of experimental drought, and the more tolerant candidates were detected. An in-bloc at random
design with three repetitions was used, and planting was made in three rows of 7 m in length x 0.80 m in width, with a density of 357
seeds per variety, for repetition. The average weight per plot of land, average number of pods per plants, average number of seeds
per pod, and the weight of one hundred seeds were determined upon harvest. The statistical analysis was carried out using InfoStat
version 2011. Among the Venezuelan evaluated genotypes, Gen 13, Gen 15 and Tacarigua stand out for their yields. Among the Cuban
selected cultivars, Bolita 42 and BAT 304 showed the best results.

Keywords: common bean; productive indicators; Phaseolus vulgaris L.; drought.
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I. INTRODUCCION

En América Latina el frijol comdn (Phaseolus
vulgaris, L.), ha sido plantado tradicionalmente,
encontrandose entre los cultivares mas importantes
no so6lo por su alto valor nutricional sino también
por su elevado consumo en la poblacion, pero son
varios los factores que influyen negativamente
sobre su cultivo, dentro de ellos la sequia, la cual
se incrementa cada vez m4s como consecuencia del
cambio climatico (Beebe, Rao, Cajiao & Grajales,
2008). La sequia conjuntamente con la salinidad de
los suelos, constituye un grave problema que afecta
el rendimiento de los cultivos y la sostenibilidad
de la agricultura (Apéez-Barrios,
Estrada & Rodriguez-Gonzalez, 2011). Cerca del
10 % de la superficie del planeta esta afectada por
esta forma de estrés y muchas hectareas de tierras

Escalante-

constantemente son abandonadas por esta causa
(Frahm, Rosas, Mayek-Pérez, & Lopez-Salinas,
2004).

Un estrés severo de sequia induce numerosas
irregularidades metabdlicas en las plantas, tales
como, disminuciéon de la tasa de crecimiento
(Dominguez, Mita, Aleman, Pérez, Sosa & Fuente,
2012; Nieto-Garibay et al., 2010). Reduccién en
la capacidad de intercambio gaseoso, pérdida
de turgencia y sintesis de algunos metabolitos
secundarios (Aleman, 2010). Estas alteraciones
y su impacto en la morfologia y fisiologia de las
plantas, van a depender del grado de tolerancia
de los tejidos a la deshidratacién, principalmente
en las hojas. (Gholami, Rahemi & Kholdebarin,
2010).

Es por ello que se han realizado significativos
esfuerzos de investigacion, en especial en las
tres tltimas décadas, para mejorar la adaptacion
del frijol comtin a la sequia, estos esfuerzos
incluyen: estudios de los efectos de la sequia en el
desarrollo de la planta, desarrollo de métodos de
evaluaciéon en campo, evaluacion e identificacion
de germoplasma tolerante y evaluacién de
caracteristicas  fisiol6gicas, morfologicas y
bioquimicas relacionadas a la adaptacién de la
sequia (Dominguez, Mita, Aleman, Pérez, Sosa &
Fuente, 2012; Beebe, Rao, Blair & Acosta, 2010;
Dominguez et al, 2014).

Por otra parte, existen estudios de Gonzilez
(2007) y Gonzélez (2008), que concluyen que el

estrés por sequia, causado porlabaja disponibilidad
de agua en el suelo, modifica negativamente la
productividad del frijol. Esta puede ser mas o
menos afectada, dependiendo de la intensidad y
duracion de la escasez de agua, de la rapidez con
la cual se alcance dicha intensidad y ademas de la
etapa fenologica en que el efecto ocurra, asi como
el pre acondicionamiento de la planta.

Por lo antes expuesto el problema de la
lo constituye la necesidad de
més adaptadas y
tolerantes a la sequia, que tengan un buen
rendimiento.

investigacion
seleccionar las variedades

II. DESARROLLO

1. Materiales y Métodos

Se realizaron dos experimentos.
conformado con dos grupos de variedades de frijol
comun, sembrados en condiciones de sequia en la
Empresa Socialista Mixta Leguminosa del ALBA, en
la zona de Urachiche, estado Yaracuy, Venezuela.
El primer grupo se sembro el 17 de octubre de 2011,

El primero

constituido por los cultivares: Gen 15, Gen 13,
Gen 3, Gen 6, Sivinera, sesentera, todos de grano
negro (donadas por INIA-CENIAP de Venezuela).
El segundo grupo se sembro el 3 de noviembre de
2011, conformado por los genotipos cubanos CC
25-9 colorado (grano rojo), Bolita 42 (negro), BAT
58 (negro), CC 25-9 blanco, CC 25-9 negro (negro)
y BAT 304 (negro) (suministradas por la Empresa
Provincial de Semillas de Jovellanos, Matanzas,
Cuba).

El segundo experimento se sembrd el 12 de
septiembre de 2012, constituido por los cultivares
Gen 15, Gen 13, Gen 3, Gen 6, Sivinera, sesentera
(venezolanas de grano negro) y los cubanos: CC
25-9 colorado, Bolita 42 (negro), BAT 58 (negro),
CC 25-9 blanco, CC 25-9 negroy BAT 304 (negro),
con condiciones de riego diferentes (cuatro y
10 riegos). Todas las semillas fueron evaluadas
su repuesta al déficit hidrico, previamente en
condiciones de sequia experimental, en IDEA,
a través de un proyecto de investigacion Cuba-
Venezuela (ver Figura 1), siguiendo la metodologia
reportada por Dominguez et al (2014).
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Figura 1. Dendrograma obtenido del andlisis de conglomerados para las
variables evaluadas en Phaseolus vulgaris L. en condiciones de estrés hidrico.

En ambos grupos se uso la variedad Tacarigua como
control. Se utilizé un disefo en bloque al azar, con tres
repeticiones y la siembra se hizo en tres hileras de 7 m
de largo X 0,80 m de ancho, con una densidad de 357
semillas por variedad, por repeticién. Se cosecharon tres
hileras por variedad (4m2), para calcular los indicadores
de productividad: ntimero de vainas por plantas, nimero
promedio de semillas por vaina y el peso de cien semillas,
rendimiento (t.ha™).

Para estimar la reducciéon del rendimiento por
causa del estrés hidrico se aplico la siguiente ecuacion
reportada por Acosta et al. (2008):

Pérdida de rendimiento (PR) = 1 — (i—i) x 100

Re= promedio general de rendimiento en sequia
Rr = promedio general de rendimiento en riego.

El Indice de susceptibilidad a la sequia (ISS) para
cada variedad fue determinado con la ecuacion:

ISS=[1-(RS/RRS)I/IS

Donde:
ISS= Indice de susceptibilidad a sequia de la i-ésima
variedad.
RS;= rendimiento promedio en sequia de la i-ésima
variedad.
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RRS = rendimiento promedio en riego suplementario
para la i-ésima variedad.
IIS= Indice de intensidad de sequia

2. Resultados

Primer experimento

Los resultados obtenidos de los
rendimiento de los genotipos evaluados en el primer

indicadores de

grupo se presentan en la Tabla 1, donde se puede apreciar
que segun lo indicadores de rendimiento evaluados, en
condiciones de sequia, sobresalieron los cultivares GEN
15 y Tacarigua, esto se corresponde con los resultados
obtenidosen condicionesdesequiaexperimentalrealizado
en IDEA (Figura1); alli se muestra la clasificacion de estas
variedades con respecto a la tolerancia al estrés hidrico,
en dichas condiciones experimentales (Dominguez et al.,
2014). En cuanto al resultado obtenido del peso de 100
semillas y el de semilla por vainas no hubo diferencias
significativas entre los genotipos evaluados, lo que indica
que tienen aproximadamente el mismo tamano de grano
y cantidades de semillas por vainas. En cambio en el
numero de vainas por plantas se destacaron los genotipos
GEN 15, GEN 13 y Gen 6, clasificado, previamente, los
dos tiltimos como medianamente tolerantes.
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Tablal. Primer grupo de cultivares de frijol comin, sembradas el 17 de octubre 2011

Cultivares Peso total Peso de 100 semillas ~ Numero de vainas Semillas por vainas
GEN 15 616,02 a 18,48 a 8,87 a 431a
TACARIGUA 563,97 a 16,81 a 6,97b 4,71 a
GEN13 399,65b 18,19 a 993 a 4,68 a
SILVINERA 381,14 b 18,26 a 7,07b 4,40 a
GEN 3 335,72 b 19,26 a 7,64 b 4,29 a
SESENTERA 285,92 b 18,35 a 6,80 b 4,48 a
GENG6 201,16 b 16,52 a 9,07 a 4,54 a

Letras diferentes indican diferencias significativas para P < 0.05 segtin Test de Duncan

El segundo grupo, conformado por Ilas
variedades Cubanas (Figura 2), sobresalen Bolita
42 y BAT 304. Estas variedades clasificadas como
tolerantes en condiciones de sequia experimental
(Figura 1), para lo cual se tuvo en cuenta el
comportamiento de indicadores morfolégicos,
fisiolégicos y bioquimicos, en condiciones de
sequia experimental reportados. (Dominguez et
al., 2014)

En el segundo grupo, el anélisis de varianza y

comparacién de medias del rendimiento obtenido,

en las diferentes condiciones de riego, mostré que
existen diferencias significativas en la repuesta al
déficit hidrico de las variedades (Figura 2). Todas
las variedades redujeron el rendimiento como
consecuencia a la sequia en diferentes porcentajes,
lo que se relaciona con la tolerancia o no al déficit
La variedad que
diferencia fue

hidrico. present6 la mayor
CC 25-9 negro. Las de menor
afectacién del rendimiento en condiciones de
sequia, al compararla con el control (10R), fueron

Tacarigua, CC 25-9 colorado y BAT 304.
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Figura 2. Rendimiento de las variedades (t.ha-1) bajo las dos condiciones de
riego. Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupo con
diferentes riego, para P < 0.05 segiin Test de Tukey.

Con los resultados de rendimiento obtenidos en
ambas condiciones de riego se calculd la pérdida
de rendimiento (PR) y el indice de susceptibilidad
a la sequia (ISS) de cada variedad (Figura 3). De
forma general hubo una disminucién en todos los

indicadores estudiados. El ntiimero de vainas por
plantas disminuy6 11,7 %, el nimero de semillas por
vainas 15,99%, semillas por plantas 25,10% y en el
rendimiento total 24,14%.
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Figura 3. indices de rendimiento evaluados y respuesta de las variedades a la sequia
(ISS), bajo las dos condiciones de riego.

El segundo experimento

El segundo experimento se realizo, en condiciones
de secano, conlos genotipos venezolanos y cubanos
que obtuvieron los mejores resultados en el primer
experimento. En la Tabla 2 se puede apreciar
los resultados obtenidos de los indicadores de
rendimiento, en condiciones de sequia.

Los genotipos GEN 15, Tacarigua, Gen 13 y
Bolita 42 presentaron los mejores resultados en el
rendimiento. En cuanto al peso de 100 semillas se
observa que de nuevo la variedad CC 25-9 blanco
mostré el menor valor. El resto de los genotipos
present6 tamano de grano intermedio, entre 19 y
21.

Tabla 2. Primer grupo de variedades de Frijol comin sembradas el 12 de Septiembre del 2012

Cultivares Peso total Peso de 100 semillas Numero de vainas Semillas por vainas
GEN 15 1000,13 a 20,77b 11,44 a 5,56a
TACARIGUA 72791 a 21,42b 1322a 5/75a
GEN13 769,88 a 19,46 b 1522 a 6,11a
SILVINERA 587,24 b 19,14 b 13,05a 547a
GEN 3 623,99 b 22,60 b 10,13 a 5,46 a
SESENTERA 617,55b 20,93 b 12,28 a 552a
GEN6 389,78 b 20,70 b 8,95a 5,46 a
NEGRO CC 25-9 475,01 b 19,62 b 13,88a 54la
BAT 58 471,27b 21,64 b 9,25a 5,53 a
BAT 304 588,66 b 21,30 b 14,55 a 6,10a
BLANCO CC 25-9 319,67b 1731 ¢ 11,05a 572a
ROJO CC 25-9 626,66 b 21,15b 15,43a 4,69 a
BOLITA 42 825,83 a 19,98 b 13,05a 5,65a

Letras diferentes indican diferencias significativas para P < 0.05 segiin Test de Duncan
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Al igual que en el experimento 1 no hubo
diferencias significativas para las variables ntimero
de vainas por plantas y nimero de semillas por vaina
entre los genotipos evaluados (Tabla1).

3. Discusion

En cuanto a los indicadores de rendimiento existen
discrepancias, ya que en la literatura hay autores
que plantean que el déficit hidrico disminuye el
rendimiento (Boicet et af., 2011; Lopez, 2011) y
otros plantean que existen variedades que pueden
hasta incrementar el rendimiento bajo estrés hidrico
(Cabrera, 2011). En estudios realizados en la estacién
experimental “Los Palacios” Provincia Pinar del
Rio [Cuba], bajo condiciones edafoclimaticas, se
corroboré un aumento del rendimiento en el cultivo
del frijol al ser sometido a un déficit de agua, en la
fase vegetativa (Polén, Miranda, Ramirez, & Lopez,
2014).

En el experimento realizado con frijol Caupi se
observd que el estrés por sequia caus6 disminucién
de 57,72%, del rendimiento de grano por planta,
49,40%, del nimero de vainas por planta, 32,07% del
nimero de semillas por vainay 13,9% de lalongitud de
la vaina, con una correlacion altamente significativa
entre los dos primeros caracteres mencionados.
También, en trabajos realizados en campo, se reporta
la disminucion del rendimiento/ ha entre 50 y 74% en
dicha leguminosa. (Cardona et al., 2014)

En las condiciones de experimentacion de
sequia se logré un indice de intensidad a la sequia
(IIS) de 0,24. Estos resultados fueron semejantes
a los reportados por Jiménez & Acosta (2013), en
experimento, con ocho variedades de frijol comun, en
la Estaciéon Experimental del INIFAP en México, bajo
riego y sequia, donde se demostr6 una reduccion en el
rendimiento de todos los genotipos en comparaciéon
con el tratamiento de riego, a una intensidad de
sequia representada por un valor de 0,27.

Probablemente la pérdida de rendimientos en
estos indicadores de productividad estudiados,
obedezca a la limitada actividad fotosintética y a
una menor absorcion de nutrientes por la reducida
movilidad de iones en el suelo y toma de agua por
las raices. Los resultados alcanzados en este trabajo
evidenciaron variabilidad entre genotipos en cuanto
a la reduccién del rendimiento, lo que concuerda
con lo reportado por otros autores (Ishiyaku &

Aliyu, 2013; Cardona, Jarma & Araméndiz, 2013);
algunas variedades presentaron mayor reduccion del
rendimiento, simultdneamente a un menor indice de
susceptibilidad a la sequia (ISS).

Segun Garcia (2009), cuando las precipitaciones
estan por debajo de las necesidades del cultivo,
los rendimientos
fundamentalmente si coinciden con la floracion

disminuyen drasticamente,
y el llenado de las vainas del cultivo, es decir,
que la precipitacion acumulada durante la etapa
reproductiva es determinante para el rendimiento
de frijol (Beebe, Rao, Blair & Acosta, 2010; Padilla,
Osuma, Martinez & Acosta, 2011). En varios estudios
se ha reiterado el efecto deletéreo de la sequia sobre el
crecimiento, el rendimiento y la nutricién mineral de
las plantas. (Afshar, Hadi, & Pirzard, 2013)

La medida del rendimiento relativo de genotipos
en ambientes de sequia y ambientes favorables,
parece un punto de partida comtn en la identificacion
de los genotipos deseables para las condiciones de
ambientes con lluvias impredecibles (Mohammadi,
Armion, Kahrizi, & Amri, 2010). Por tal razén, la
pérdida de rendimiento es la preocupacion principal
de los mejoradores de plantas, debido a lo cual se
enfatiza en el estudio del rendimiento obtenido bajo
condiciones de sequia. (Nazari & Pakniyat, 2010)

La reduccién del rendimiento alcanzado en las
condiciones experimentales de sequia concuerda con
los obtenidos por Osuna et al. (2013), en el cultivo
de 10 genotipos en diferentes condiciones de siembra
y riego. La reduccion de rendimiento por falta de
humedad fue evidente en todos los genotipos. La
mayoria de los genotipos presentaron moderada
tolerancia al estrés hidrico, debido a que obtuvieron
indices de susceptibilidad a la sequia menores a uno.
Los resultados de indices de susceptibilidad para los
genotipos estudiados en este trabajo estuvieron entre
0,90y 1,07. Estos fueron similares a los obtenidos por
Loépez, Tosquy, Ugalde & Acosta (2008) y Padilla,
Osuma, Martinez & Acosta (2011), quienes sugirieron
la utilizacién combinada de indice que provoque la
reduccién del rendimiento en este tipo de estudio.

Diversos estudios concluyen que el ISS podria
considerarse como un criterio para caracterizar y
seleccionar genotipos; sin embargo deben tenerse
en cuenta otras caracteristicas, ya que no siempre
las variedades mas tolerantes son las que presentan
mayor rendimiento, pero si las que menos reducen su
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rendimiento al variar la disponibilidad de agua (Rosales
et al., 2000). La variacion en el peso de las 100 semillas
puede explicarse por la incidencia del déficit hidrico
sobre el contenido relativo de agua, ya que este indicador
fisiologico se demostr6 que presenta correlacion
con la tolerancia a la sequia, lo que concuerda en las
variedades clasificadas como tolerantes, que fueron las
que presentaron los mayores pesos, esto puede significar
mayor contenido de agua. (Dominguez et al., 2014)

Por otra parte el peso de 100 semillas, en el segundo
experimento, revela que la mayoria de las variedades
estudiadas tienen un tamano intermedio, lo que difiere
con lo reportado en experimentos realizados con otras
variedades de frijol y BAT 304, en condiciones de sequia,
donde las variedades estudiadas presentaron mayores
valores del peso de las 100 semillas, entre 21 y 31.
(Rodriguez et al, 2009; Acosta, E., Acosta, J.A., Amador
& Padilla, 2008). Sin embargo el peso de las semillas de
BAT 304, es semejante a las reportadas en este trabajo.

III. CONCLUSIONES

Los genotipos Bolita 42, BAT 304, GEN 13,GEN 15 y
Tacarigua fueron los de mejores resultados obtenidos
en las condiciones de sequia experimental, lo que se
relaciona con su tolerancia al deficit hidrico. El indicador
de rendimiento que maés se afecto en las condiciones de
secano fue el peso de 100 semillas.

IV. RECOMENDACIONES

Multiplicar los genotipos Bolita 42, BAT 304, GEN 13 y
GEN 15 con la intencién de obtener mayores cantidades
de semillas y distribuirlas entre los pequefios productores
dela zona.
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Resumen

En Ecuador la megabiodiversidad est4 presente también en las mieles producidas en potes de cerumen, las cuales no estan in-
cluidas en las normas técnicas de calidad del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion NET INEN 1572. Las normas de miel sélo
se refieren a la miel producida por la abeja comercial Apis mellifera. “Angelita” es el nombre étnico de la abeja sin aguijon Tetra-
gonisca angustula en Ecuador y en otros paises latinoamericanos. A fin de singularizar las mieles de T. angustula, se realiz6 su
caracterizacion fisicoquimica segiin los métodos clésicos de indicadores de calidad en las normas para miel de abejas. El contenido
de nitrégeno se determiné por microKjeldahl. Son mieles claras de color &mbar entre 75 y 102 unidades Pfund. La composicién
fisicoquimica vario asi: acidez libre 22,50 — 25,20 meq/kg, aziicares reductores 56,43 — 63,83 g/ 100g, cenizas 0,50 — 0,16 g /100
g, color 75 — 102 unidades Pfund, hidroximetilfurfural 0,44 — 1,41 mg/kg, humedad 23,1 — 25,2 g/100 g, nitr6geno 33,66 — 85,78
mg/100 g, pH 3,66 — 4,22, sacarosa aparente 1,46 — 2,36 g/100 gy s6lidos insolubles en agua 0,03 — 0,07 g/100g.

Palabras Clave: analisis fisicoquimicos; angelita; Ecuador; miel; Tetragonisca angustula.

Physicochemical characterization of “angelita”
Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) honey
produced in Esmeraldas, Ecuador

Abstract

In Ecuador the mega-biodiversity is also present in the honey produced in cerumen pots, which are not included in the technical
quality norms of the Ecuadorian Institute of Norms NET INEN 1572. The honey norms only refer to the honey produced by the
comercial honey bee Apis mellifera. “Angelita” is the ethnic name of the stingless honey bee Tetragonisca angustula in Ecuador
and in other Latin-American countries. In order to single out the honey of T. angustula, its physicochemical characterization was
carried out according to conventional methods of quality indicators in standards for honey. The nitrogen content was determined by
microKjeldahl. These are clear amber color honeys from 75 to 102 Pfund units. The physicochemical composition varied as follows:
free acidity 22.50 — 25.20 meq/kg, reducing sugars 56.43 — 63.83 g/ 100g, ash 0.50 — 0.16 g /100 g, color 75 — 102 Pfund units,
hydroximethylfurfural 0.44 — 1.41 mg/kg, moisture 23.1 — 25.2 g/100 g, nitrogen 33.66 — 85.78 mg/100 g, pH 3.66 — 4.22, apparent
sucrose 1.46 — 2.36 g/100 g and water insoluble solids 0.03 — 0.07 g/100g.

Keywords: physicochemical analysis; angelita; Ecuador; honey; Tetragonisca angustula.
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I. INTRODUCCION

En Ecuadory Venezuela hay normas de calidad s6lo para
la miel de abejas producida por la abeja Apis mellifera
(INEN, 1988; COVENIN, 1984a,b). En Venezuela las
normas no han sido revisadas desde el afo 1984 y
en Ecuador hay una revision en curso; sin embargo,
también se produce y se comercializa la miel de abejas sin
aguijon. Estas abejas habitan en las regiones tropicales
y subtropicales del planeta (Crane, 1990), pertenecen a
la tribu Meliponini, y estan representadas por un poco
mas de 400 especies en el Neotropico (Camargo y Pedro,
2007). En Colombia, la norma de miel fue revisada en el
ano 2006, cuando se incluy6 un anexo para las mieles
producidas por abejas nativas (ICONTEC, 2007) y Brasil
es el nico pais que cuenta con una norma estatal para
miel producida por abejas del género Melipona, en el
estado de Bahia (ADAB, 2014).

El primer registro de abejas sin aguijon fue publicado
en el afio 1557 por el mercenario aleman Hans Staden en
Brasil (Engels, 2009). Las abejas del género Tetragonisca
son las més extendidas en la geografia neotropical, desde
México hasta el norte de Argentina (Camargo y Pedro,
2007). En la Provincia de Esmeraldas en Ecuador, esta
abeja se conoce como “angelita”.

Apenas hay un estudio de composicién de mieles
de pote ecuatorianas en una tesis de la Pontificia
Universidad Catoélica de Ecuador, del afio 1989 (Chieruzzi
Lowenstein, 1989), donde se incluye la miel producida
por la abeja Tetragonisca angustula (Latreille, 1811). Su
composicién ha sido estudiada también en Venezuela
(Vit, 1997), Guatemala (Dardén y Enriquez, 2008),
Colombia (Fuenmayor et al., 2012), Bolivia (Ferrufino
y Vit, 2013) y Brasil (Almeida Muradian, 2013). Estos
estudios son indispensables para recomendar los
estandares de calidad, tan necesarios para promover
su comercializacion e impulsar la meliponicultura de
Ecuador, ya que la miel de angelita tiene numerosos
usos medicinales, siendo el mas notable su aplicacion
oftdlmica topica para tratar pterigios y cataratas oculares
(Vit, 2004 ; Vit et al., 2004).

En esta investigacion se caracterizaron diez
indicadores de calidad fisicoquimica en cuatro mieles
ecuatorianas de Tetragonisca angustula (Latreille, 1811),
recolectadas en la provincia de Esmeraldas.

II. DESARROLLO

1. Materiales y Método
Abejas
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Se recolectaron unas 10 abejas en la entrada de las
colmenas y se conservaron en alcohol isopropilico
durante su transporte, luego se evapord el alcohol a
temperatura ambiente y se conservaron en papel dentro
de una caja rigida con algodén antes de su envio a Brasil,
para su identificacibn entomoldgica en el Departamento
de Biologia de 1a Facultad de Filosofia, Ciencia y Letras, en
la Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Sao Paulo,
Brasil.

Miel

Se recolectaron aproximadamente 50 g de miel por
compresion de potes de cerumen de la reserva de miel
en cuatro nidos de la abeja “angelita” Tetragonisca
angustula, San Lorenzo, provincia de Esmeraldas, desde
diciembre 2014 hasta junio 2015, la cual se almacend en
envase plastico hermético y se congeld hasta su anilisis.

Analisis fisico-quimicos

Se evalub color en unidades Pfund, con el colorimetro
Hanna Honey Color 221; pH y acidez libre por método
titrimétrico, humedad por método refractométrico;
azcares reductores y sacarosa aparente, por el método de
Laney Eynon; cenizas porincineraciony gravimetria segin
se indica en las normas para miel de abejas (INEN, 1988;
COVENIN, 1984b). El contenido de nitrégeno se midié
por microKjeldahl (Vit, 1987). Se realizaron mediciones
espectrofotométricas de hidroximetilfurfural, segin la
norma chilena (INN, 2006). Y los sélidos insolubles por
gravimetria segin la norma brasilera (Brasil, 2000).

Analisis estadisticos
Se realizo estadistica descriptiva con medias + desviacion
estandar, utilizando SPSS 12.0.

2. Resultados

En la Tabla 1 se presenta la composicion fisicoquimica
de la miel de Tetragonisca angustula recolectada en la
provincia de Esmeraldas.

3. Discusion

La especie Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) esta
extendida desde México hasta Brasil y Tetragonisca
bulchwaldi (Friese, 1925), es una especie nativa de
esta region ecuatoriana (Camargo y Pedro, 2007); sin
embargo, no corresponde a la especie de San Lorenzo. Si
bien la abeja “angelita” de este trabajo se identific6 como
Tetragonisca.
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Tabla 1. Composicion fisicoquimica de la miel de
angelita Tetragonisca angustula (n=4)

Indicador‘es de calidad Media £ DE Min - Max
(unidades)

Acidez libre (meqg/kg) 2383 +1,24 22,50 -25,20
Azucares reductores (g/100 g) 60,18 +3,35 56,43 — 63,33
Cenizas (/100 g) 036+0,15 0,50-0,16
Color (unidades Pfund) 87,5+ 11,96 75-102
Hidroximetilfurfural (mg/kg) 1,21+0,91 0,44 -1,41
Humedad (g/100 g) 2383+ 1,24 23,1-252
Nitrogeno (mg/100 g) 61,21+24,12  33,66—85,78
pH 3,95+0,25 3,66 —422
Sacarosa aparente (g/100 g) 2,00+ 0,39 1,46 -236
Solidos insolubles (g/100 g) 0,06 +0,02 0,03 -0,07

angustula (Latreille, 1811), es probable que hay una
especie nueva Tetragonisca sp. gr. angustula, segin
hipétesis de distribucién al oeste de Los Andes por el
Profesor JMF Camargo™ (comunicacién personal). Las
especies nuevas sblo pueden nombrarse luego de una
revisién taxonomica extensiva del grupo, incluyendo
informaciéon morfolégica, bioldgica y molecular. Cabe
destacar que esta especie tiene hébitos antropicos y es
cultivada en Colombia. Considerando que la provincia
de Esmeraldas limita con la frontera colombiana,
podria tratarse de una especie introducida para la
meliponicultura.

En la revision de composicion de miel de pote para
sugerir estindares de calidad para diversas especies
de abejas sin aguijon (Souza et al., 2006), se incluyd
la miel de Tetragonisca angustula de Brasil, México y
Venezuela (Vitetal.,2004), se usaron diezreferenciales,
de los cuales siete se evaluaron en el presente trabajo
para acidez libre (7,7 — 109,0 meq/kg), azlcares
reductores (58,0 — 70,0 g/100 g), cenizas (0,38 a 0,45
g/100 g), HMF (5,0 a 39,1 mg/kg), humedad (23,2 —
26,7 £/100 g), nitrégeno (142,27 a 144,00, mg/100 g),
pH (3,69 a 4,35), y sacarosa aparente (2,1 — 2,4 g/100
g). Otros tres parametros indicadores de la calidad
de la miel, no evaluados aqui son la actividad de la
diastasa (17,9 — 23,0 ND), la actividad de la invertasa
(50,1 UI) y la conductividad eléctrica (0,78 — 7,32 mS/
cm). Las variables de color (unidades Pfund), y s6lidos
insolubles en agua (g/100 g) no se consideraron en
esa revision. Los valores de la revision presentan un
rango méas amplio y son ligeramente mayores que en
las mieles ecuatorianas de Tetragonisca angustula,

segtn valores de la Tabla 1 para acidez libre (22,50 —
25,20 meq/kg), azicares reductores (56,43 — 63,83
g/100 g), cenizas (0,16 — 0,50 g/100 g), HMF (0,44 —
1,41 mg/kg), humedad (23,1 — 25,2 g/100 g), nitrégeno
(33,66 — 85,78 mg/100 g), pH (3,66 — 4,22), y sacarosa
aparente (1,46 — 2,36 g/100 g).

Los resultados obtenidos en este trabajo se
compararon con indicadores de calidad en la norma
ecuatoriana para Miel de Abejas (INEN, 1988) y con
la norma venezolana para Miel de Abejas (COVENIN,
1984b), que se refieren a miel de Apis mellifera: 1.
Humedad (max 20%). 2. Azacares reductores (min
65 %). 3. Sacarosa aparente (max 5%). 4. Acidez libre
(max 50 meq/kg 1, max 4 meq/100 g 3). 5. Cenizas
(max 0,5 %). 6. Hidroximetilfurfural (max. 40 mg/
kg 1, negativo 3). Ademéas del color, el contenido de
nitrégeno y de sélidos insolubles que no figuran en
la norma ecuatoriana (INEN, 1988) ni en la norma
venezolana (COVENIN, 1984b) para miel de abejas.

En la Tabla 2 se presenta una sintesis de
parametros evaluados en investigaciones previas sobre
la composicién de miel de Tetragonisca angustula
por (Chieruzzi Lowenstein (1989) en Ecuador, Vit
(1997) en Venezuela, Dardon y Enriquez (2008) en
Guatemala, Fuenmayor et al. (2012) en Colombia,
Ferrufino y Vit (2013) en Bolivia, y Almeida-Muradian
(2013) en Brasil.

Al comparar la Tabla 1 con la Tabla 2, se puede
observar que estas mieles de angelita cumplen con
el requisito de la norma NTE INEN 1572 (INEN,
1988) para un maximo de acidez libre de 50 mg/kg,
e inclusive de la norma venezolana COVENIN 2194-
84 (COVENIN, 1984b) que permite un maximo de 40
meq/kg miel. Las mieles ecuatorianas presentaron una
acidez libre de 23,83 + 1,24 meq/kg, similar a las de
Guatemala, aproximadamente la mitad que las mieles
de Venezuela, Colombia, Bolivia y Brasil. Para efectos
de la norma se sugiere mantener el maximo de acidez
libre en 50 mg/kg, mientras se justifique un valor
menor en futuras investigaciones con miel de angelita
ecuatoriana recolectada en otras provincias del
Ecuador. La norma ecuatoriana permite un maximo de
50 meq/kg miel mientras que El pH no aparece en las
normas de calidad (INEN, 1988; COVENIN, 1984b),
pero cuando se mide la acidez libre se puede medir
el pH de inicio para tener un descriptor adicional.
Las variaciones de pH observadas para estas mieles
presentaron un rango entre 3,95y 5,18.
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Tabla 2. Indicadores de calidad de miel de Tetragonisca angustula producida en Ecuador, Venezuela,
Guatemala, Colombia, Bolivia y Brasil.

Paises de origen de la miel de "angelita”
Indicadores de calidad Ecpador. Guater:ﬂala Colombia Bolivia Brasi-l
(unidades) (Chieruzzi Venezuela (Dardén y (Fuenmayor et (Ferrufino (Almeida
Lowenstein,  (Vit, 1997) Enriquez, al 20?2) Vit. 201 3)y Muradian,
1989) 2008) ? ’ 2013)
48,27 17,39 39,2 37,34
Acidez libre (meq/kg) - 43,8
(4,08) (10,35) (22,9) (16,74)
65,00 57,09
Azucares reductores (g/100 g) 62,7 65,78 53,6 58,6
(2,61) (7,83)
0,38 0,35 0,205 0,28
Cenizas (g/100 g) - 0,33
(0,04) (0,26) (0,07) (0,11)
49
Color (unidades Pfund) - - - -
(19)
Hidroximetilfurfural (mg/kg) 9,83 1,3 0,65
- 0,20 (0,00) -
(5,28) 2.1 (0,25)
Humedad (g/100 g) 23,17 243 24,37
24,4 17,45 (2,8) 25,1
0,37) (2,3) 0,77)
Nitrogeno (mg/100 g) 142,27
(3.47)
H 5,18 (1,35 4,2
p ) i (1,35) 45 i
0,3)
Sacarosa aparente (g/100 2,05 2,14
P & g 0,00 4,83 - 1,8
(0,86) (1,80)
Solidos insolubles (g/100 g) 0,06
(0,03)
Conductividad eléctrica (mS/cm) 7,32 658*
(0,23) (57)
o ) 23,00 12,27 16,7 16,93
Actividad diastasa (ND)' - -
(6,30) (10,29) 9,2) (3,94)
Actividad invertasa (UI)? 50,13
(11,53)

Los valores de la Tabla representan la media + (DE).
*uS/ecm

!ND = Numero de Diastasa.

2UI = Unidades de Invertasa.

El contenido promedio de azdcares reductores
observado (68,18 + 3,35) es inferior al minimo de 65
g/100g indicado en la norma NTE INEN 1572 (INEN,
1988), similar al valor de Colombia (Fuenmayor et al.,
2012), pero inferior a Bolivia (Ferrufino y Vit, 2013),
Brasil (Almeida Muradian, 2013) y Ecuador (Chieruzzi
Lowenstein, 1989), los cuales tampoco cumplen con
la norma, a diferencia del valor para Venezuela (Vit,
1997) y Guatemala (Dardén y Enriquez, 2008) que si
cumplen con este requisito. Este indicador de calidad
muestra variaciones segin el origen geografico de la
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miel de Tetragonisca angustula. Para el contenido de
sacarosa aparente, la norma ecuatoriana (INEN, 1988)
establece un maximo de 5 g/100g, el cual se cumple en
todas las mieles analizadas de la Tabla 1 (2,00 + 0,39) y
la Tabla 2, por lo tanto se puede mantener este requisito.
El perfil de azdcares por cromatografia proporciona
informaci6n sobre los tipos y sus concentraciones en las
mieles (Bogdanov et al., 1996; Vit et al., 1998), lo cual no
es posible con los anélisis cuprimétricos de la normas
para Miel de Abejas de Venezuela (COVENIN, 1984b),
del Ecuador (INEN, 1988), de Brasil (Brasil, 2000), y
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de Colombia (ICONTEC, 2007). Para ello, se requiere
armonizacion con andlisis cromatograficos en el futuro,
a fin de obtener espectros de azicares.

Respecto al contenido de cenizas, la norma
ecuatoriana (INEN, 1988) y la norma venezolana
(COVENIN, 1984b) establecen un méaximo de 0,5
g/100g, €l cual también se cumple en todas las mieles
analizadas de la Tabla 1 (0,36 + 0,15) y la Tabla 2, por lo
tanto se puede mantener este requisito de la miel de Apis
mellifera en la miel de Tetragonisca angustula.

El color de la miel no figura en la norma ecuatoriana
(INEN, 1988) ni en la norma venezolana (COVENIN,
1984b). En la Tabla 1 se puede observar un valor
promedio de 87,5 + 11,96 unidades Pfund para la miel de
Ecuador y en la Tabla 2 un valor de 49 unidades Pfund
para la miel de Guatemala (Dard6n y Enriquez, 2008),
los cuales junto con otro valor de 150 unidades Pfund
para la miel de angelita peruana (Rodriguez-Malaver et
al., 2009) constituyen los referenciales disponibles. Esta
variacion, al igual que la de otros indicadores, puede ser
debida al tipo de flora visitada por las abejas y justifica
aumentar el muestreo en otras provincias ecuatorianas
para conocer la variabilidad de colores de mieles de
Tetragonisca angustula en Ecuador. Las mieles de
Guatemala presentaron un color &mbar mas claro que
las mieles de Ecuador estudiadas en este trabajo, y la
miel de Pert fue la més oscura.

El hidroximetilfurfural es wun
calentamientoy de envejecimiento dela miel, y se permite
un méximo de 40 mg/kg en la norma ecuatoriana (INEN,
1988) aunque los laboratorios oficiales del ARCSA en
Ecuador no miden este parametro en miel. En Venezuela
la norma para miel de abejas (COVENIN, 1984b) tiene
un referencial cualitativo con otro método, por este
motivo se usd el método de la norma chilena (INN,
2006). Los valores promedio de hidroximetilfurfural
(1,21 £ 0,91 mg/kg) obtenidos en el actual estudio con
miel ecuatoriana (Tabla 1) y en estudios previos con
mieles de Venezuela (Vit, 1997), Guatemala (Dardén y
Enriquez, 2008), Colombia (Fuenmayor, 2012) y Brasil
(Almeida Muradian, 2013) son muy inferiores al maximo
permitido en la norma ecuatoriana (INEN, 1988), lo
cual justifica disminuir este valor si luego de muestrear

indicador de

mieles de Tetragonisca angustula en otras provincias
de Ecuador, se mantiene esta tendencia. La experiencia
previa de esta decision fue observada en mieles de pote
producidas por abejas Melipona en el estado de Bahia,
en Brasil, donde se indica un maximo permitido de 10

mg HMF/kg miel en la norma para miel de abejas del
género Melipona (ADAB, 2014).

La humedad es un indicador que merece especial
atencion ya que suele ser mayor en mieles de
meliponinos que en las mieles comerciales de Apis
mellifera, en las cuales se permite un maximo de 20
g/100 g (INEN, 1984; COVENIN, 1984b) para prevenir
la fermentacién post-cosecha. Nuevamente hay mucha
variabilidad entre paises donde se produce miel de
Tetragonisca angustula; por ejemplo, en la Tabla
2 se puede observar que sb6lo Guatemala (Dardén y
Enriquez, 2008) cumple con este requisito de calidad.
Definitivamente sera necesario aumentar el valor de este
requisito para la maxima concentracién de humedad
permitida, segtin la Tabla 1 y la Tabla 2. Los promedios
reportados para humedad de miel de angelita en este
trabajo (23,83 + 1,24 g/100 g) y en publicaciones previas
(Chieruzzi Lowenstein, 1989; Vit, 1997; Fuenmayor
et al., 2012; Almeida Muradian, 2013; Ferrufino y Vit,
2013) pueden cumplir con un maximo de 25 g agua/100
g miel; sin embargo, en el analisis de mieles de pote
peruanas producidas por diez especies de meliponinos,
se encontraron valores superiores a los del presente
estudio, con una humedad de 28,9 g/100g para la miel
de angelita (Rodriguez-Malaver et al., 2009). Se reitera
la necesidad de estudiar mieles de angelita producidas
en otras provincias de Ecuador, porque la modificacion
del requisito podria ser un maximo de 30 g/100 g en caso
de encontrarse valores similares a las mieles peruanas.

El contenido de nitrégeno tampoco figura como
indicador de calidad en la norma ecuatoriana (INEN,
1988) ni en la venezolana (COVENIN, 1984b); sin
embargo, su utilidad para controlar la autenticidad de
la miel (Vit, 1987) justifica considerar su inclusion en la
norma. Valores de 142,27 mg N/100 g miel en Venezuela
(Vit, 1997) y de 61,21 + 24,12 mg N/100 g miel en el
actual estudio, permiten observar la variabilidad de este
parametro en las mieles de Tetragonisca angustula.

El contenido de 0,06 + 0,02 g de sdlidos insolubles
en agua/100 g miel encontrado en la Tabla 1, coincide
con el publicado para las mieles de Brasil (Almeida
Muradian, 2013). La norma estatal de Bahia (ADAB,
2014) sugiere un méaximo de 0,1g/100g, lo cual se
cumple. Se recomienda incluir este indicador en la
norma ecuatoriana para miel porque es sencillo de
medir, es indicador de higiene y permite conocer el tipo
de extraccion (succion, decantacion o prensado).

En algunos estudios se logré medir la conductividad
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eléctrica de la miel, la cual es directamente proporcional
al contenido de cenizas en la miel. En la Tabla 2 se
muestran referenciales de conductividad eléctrica
para mieles de Venezuela (Vit, 1997) y de Colombia
(Fuenmayor et al., 2012). Este parametro no figura
en las normas para miel de abejas de Ecuador (INEN,
1988) ni de Venezuela (COVENIN, 1984b), pero es
valioso incluirlo ya que su medicion es mas sencilla
que la de cenizas.

La evaluacion de la actividad de la enzima diastasa
fue realizada en las caracterizaciones de mieles
producidas en Venezuela (Vit, 1997), Guatemala
(Dardén y Enriquez, 2008) y Colombia (Fuenmayor
et al., 2012), donde se obtuvieron valores del nimero
de diastasa (ND) comprendidos entre 12,27 y 23,00.
La actividad de la invertasa s6lo se midi6 en las mieles
de angelita producidas en Venezuela (Vit, 1997), con
un referencial de 50,13 unidades de invertasa (UI). Al
igual que la concentracion del hidroximetilfurfural,
la actividad enzimética se usa como indicador del
grado de frescura de la miel y de calentamiento,
pero su comportamiento es inverso, el HMF
aumenta con el tiempo y en mieles calentadas,
mientras que la actividad de las enzimas disminuye
a medida que envejecen las mieles y en las mieles
calentadas.

Tratdndose de mieles medicinales usadas para
tratar cataratas oculares (Vit y Jacob, 2008);
ademas de la caracterizacion con indicadores
de calidad de la miel de angelita, es necesario
identificar el origen botanico (Vit y Ricciardelli
D’Albore, 1994; Vit, 2005) junto con la evaluacion
de indicadores de bioactividad mediante perfiles
de compuestos fendlicos (Vit et al., 1997; Vit y
Tomas-Barberan, 1998), mediciones de actividad
antioxidante (Vit et al., 2009) y asociaciones con
biolementos presentes en la miel (Vit et al., 2010).
Asimismo, es importante considerar los efectos
de la forma de extraccién y el almacenamiento
de la miel (Rios et al., 2001) para optimizar sus
propiedades medicinales.

Considerando la  megabiodiversidad de
meliponinos ecuatorianos, con 89 especies en
apenas tres de sus provincias sureflas de El
Oro, Loja y Zamora Chinchipe (Ramirez et al.,
2013), cabe destacar la complejidad del estudio
de sus mieles producidas en pote, donde la
presente caracterizaciéon aporta informacién para
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una de esas especies de abejas neotropicales,
la Tetragonisca angustula. Una vez mas se
demuestra la necesidad del control de calidad de la
miel de pote producida por abejas sin aguijon (Vit
et al., 2006). Si bien son las abejas mas antiguas
del planeta (Vit, 2010; Engel y Michener, 2013),
las mieles precolombinas presentes en los saberes
ancestrales de Latinoamerica,
requisitos de calidad en las normas de ningtn

atn no tienen

pais tropical donde se producen (Vit, 2008); sin
embargo, forman parte de la farmacopea popular
con sus tradicionales usos medicinales (Vit et al.,
2015).

En Ecuador, la Tetragonisca angustula es muy
abundante en diversas provincias donde hace nidos
en zonas urbanas (P. Vit, observaciéon personal)
(Vit, 2015), pero la produccion de miel requiere
de capacitaciéon para el manejo de las colmenas,
quizas por el Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acualcultura y Pesca del Ecuador (MAGAP), a
fin de optimizar el rendimiento y promover su
industrializaciéon. Como indica el Viceministro del
MAGAP, la apicultura y la meliponicultura han
sido actividades agropecuarias que no han recibido
la atencién que merecen en el Ecuador (P. Jaicome
Estrella, comunicacion personal). Una mujer
meliponicultora de la provincia de Esmeraldas
es quizas la depositaria del saber ancestral para
cuidar la angelita en Ecuador: la Sra. Marlenis
Valencia, quien mantiene esta abeja en colmenas
especialmente disefiadas para ese tamaho de
abejas y de potes de miel (P. Vit, observacién
personal) (Vit, 2015). La inclusion de las mieles
de pote en una norma ecuatoriana para tal fin,
también implica la inclusién y la participaciéon
en la economia nacional de quienes cuidan estas
abejas y su biodiversidad.

III. CONCLUSIONES

Las caracterizacion de la miel de pote producida
por la abeja sin aguijén Tetragonisca angustula
de la provincia de Esmeraldas, es la primera
contribucion paralas autoridades de normalizaciéon
ecuatorianas para la elaboracion de la norma de
calidad “Miel de Pote”. El inicio de esta base de
datos permitira expandir el alcance de la norma
de control de calidad de miel de abejas NTE INEN
1572 (INEN, 1988) producida por las diferentes
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especies de abejas sin aguijon de Ecuador. La riqueza
entomolégica de las mieles ecuatorianas permite
valorizar su megabiodiversidad.
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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de la adicién de acido ascorbico para reducir la concentracién de nitri-
tos y nitratos en mortadela. Se realizaron tres formulaciones de mortadela a las cuales se afiadi6 tres concentraciones diferentes de
4cido ascorbico (F1: 0,25 g/kg, F2: 0,50 g/kgy F3: 0,75 g/kg) y un testigo. Mediante espectrofotometria UV-Visible se cuantifico la
concentracion inicial y 1a final de nitratos y nitritos y la formacién de color, y mediante voltametria se cuantifico el acido ascorbico
residual. El analisis de varianza indic que si existen diferencias significativas (p<0,05) entre los tres tratamientos. Se alcanzd
reduccién de nitratos del 30,78% en la F1, 50 % en la F2 'y 76% en la F3 y valores de nitrito formado de 0,41 mg/kg en la F1, 0,24
mg/kg en la F2 y 0,04 mg/kg en la F3, en la formacion de nitritos. La F3 presentd el mayor porcentaje de reduccién de nitratos y
la menor cantidad de formacion de nitritos. En conclusion la adicién de 4cido ascorbico a la mortadela reduce la concentracién
residual de nitratos al cabo de tres dias, donde ya no se present6 reduccion significativa de este conservante.

Palabras Clave: icido ascorbico; espectrofotometria UV-Visible; mortadela; nitritos; nitratos; voltametria.

Effect of addition of ascorbic acid in the degradation
of nitrate and nitrite in mortadella

Abstract

The aim of this research was to evaluate the effect of the addition of ascorbic acid to reduce the concentration of nitrites and nitrates
in mortadella. Three formulations of mortadella were tested to which three different concentrations of ascorbic acid (0.25 g / kg,
F2: 0.50 g / kg and 0.75 g F3 / kg F1) were added. Through UV-visible spectrophotometry it was quantified the initial and final
concentration of nitrates and nitrites and color formation, and the residual ascorbic acid was quantified by voltammetry. The analysis
of variance indicated that there was significant difference (p<0,05) among the three treatments. Nitrate reduction of 30.78% in F1, F2
50% at 76% and the values of F3 and formed nitrite 0.41 mg / kg in F1 0.24 mg / kg was achieved in F2 and 0.04 mg / kg in F3, in the
formation of nitrite. F3 showed the highest percentage reduction of nitrates and the least amount of formation of nitrite. In conclusion,
the addition of ascorbic acid to mortadella reduces the residual nitrate concentration after three days, where no longer significant
reduction of this preservative was presented.

Keywords: ascorbic acid; spectrophotometry UV-Visible; mortadella; nitrites; nitrates, voltammetry.
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I. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en
octubre de 2015, basada en estudios realizados
por la Agencia Internacional para la Investigacion
del Céancer (IARC) declar6 los embutidos como
cancerigenos (OMS, 2014). El uso de conservantes
quimicos como nitratos y nitritos en la elaboracién de
productos carnicos, es imprescindible, por su accion
antimicrobiana y por la coloracién rosada que forma
en los embutidos. La utilizacién de estos compuestos
aunque esta justificada, hay que sehalar que se ha
descrito para estos aditivos una problematica de tipo
toxicolégico, que hace cuestionar su uso en este tipo
de alimento (Jakszyn, 2006).

La accidon que tienen los nitritos y nitratos al
inhibir a Clostridium botulinum (bacteria causante
del Botulismo), es un argumento poderoso acerca dela
necesidad de utilizarlo sin tomar en cuenta la salud del
consumidor. Un factor determinante en la incidencia
de la toxicidad del nitrito es la concentraci6on de
nitratos, ya que estos dltimos pueden reducirse a
nitritos por la accién de bacterias nitrato-reductasas.
De acuerdo a estudios efectuados por la OMS y
otras instituciones de salud, se ha detectado que los
nitratos, al reducirse a nitritos, puede provocar la
enfermedad conocida como metahemoglobinemia
(Cabrera et al., 2003) (Rodriguez et al., 2012).

Aunque la formaciéon de metahemoglobina es
un proceso reversible, si puede llegar a provocar la
muerte, especialmente en los lactantes. Esta es una
poblacién de alto riesgo por tener una acidez estomacal
baja, lo que permite el crecimiento de ciertos tipos de
bacterias en el estdbmago y los intestinos, facilitando
la reducci6n de nitratos a nitritos.

Ademés los nitritos originan
denominados
reaccionar con aminas secundarias o terciarias

compuestos
cancerigenos nitrosaminas, al
presentes en el embutido. Las cuales pueden surgir,
en el producto carnico, lo que se conoce como
nitrosaciéon exdgena y en el organismo, de manera
fundamental, en la saliva y el estdbmago, lo que se
conoce como nitrosaciéon endogena.

Las nitrosaminas pueden ser metabolizadas
a fuertes agentes alquilantes (radicales libres).
Dichos agentes tienen la capacidad de reaccionar
con el ADN alterando la configuracion de sus bases.
Investigaciones realizadas por la OMS revelan que
la acumulacién de radicales libres en el organismo,
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puede conducir al deterioro y muerte -celular,
envejecimiento, estrés oxidativo, y algunos tipos de
cancer.

Las nitrosaminas han probado favorecer el cancer
oral. Laproduccion de nitrosaminas, y su metabolismo
a nivel de la cavidad oral, se relaciona intimamente
con la absorcién de nitratos presentes en la dieta. En
la cavidad oral, los nitratos (NO-3) son transformados
en nitritos (NO-2) por la acciéon de bacterias nitrato-
reductasas, estos reaccionan con aminas y amidas
para formar nitrosaminas. La carcinogenicidad de
estos compuestos puede resultar de una exposiciéon
de corta duracién, a una dosis elevada o a exposicion
cronica a dosis relativamente bajas.

En vista de la complejidad del problema, lo que
interesa es restringir la presencia de nitrosaminas
y sus posibles precursores, tanto como sea posible,
en los alimentos. Esto no deberia ir acompanado
de una pérdida de proteccién frente al botulismo u
otros atributos y, por ello, probablemente la mejor
alternativa sea la utilizacién de inhibidores de la
nitrosaciéon, como el dcido ascérbico.

El consumo de alimentos con acido ascorbico
disminuye el riesgo de desarrollar algunos tipos de
canceres: gastrico, y colorrectal (Zamora, 2007),
considerado como uno de los més potentes agentes
antioxidantes del organismo. Es una vitamina
hidrosoluble y esencial. Los antioxidantes de la dieta
como el carotenos, vitamina E y vitamina C pueden
inhibir la formacion intragastrica de esos compuestos
N-nitrosos, como también neutralizar o “barrer”
radicales libres y de esta manera proteger contra el
cancer gastrico.

En consecuencia, podria estudiarse la posibilidad
de reducirlos niveles de nitratos y nitritos adicionados
hasta niveles en que solo fuesen necesarios,
para desempeiar sus funciones tecnoldgicas. Se
recomienda utilizar acido ascorbico en la formulaciéon
de las sales del curado.

La actuacién frente a la formacion de nitrosaminas
en los alimentos se basa en el empleo de sustancias
inhibidoras y bloqueantes de la nitrosacion, tales
como el 4cido ascorbico o vitamina C y el a-tocoferol
o vitamina E.

También ha sido observado en productos carnicos
curados, por lo que se recomienda que las mezclas
empleadas en el curado de estos productos presenten
ascorbatos o eritrobatos en concentraciones de 550
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ppm (Ventanas & Ruiz, 2004). Rywotycki observo el
aumento de los niveles de nitrosaminas en jamones
pasterizados como consecuencia del empleo de
polifosfatos y nitrito sédico, los cuales se reducian
considerablemente con el empleo de ascorbato sddico
(Ventanas & Ruiz, 2004) (Rywotycki , 2002).

II. DESARROLLO

1. Metodologia

Localizacion de la Investigacion. El presente
trabajo de investigacion, se realiz6 en el Laboratorio
de Investigacion de la Unidad Académica de Ciencias
Quimicas y de la Salud de la Universidad Técnica de
Machala, localizado en el km 5 V2 via Pasaje.

Latitud 3°17°07,19"

Longitud 79°54" 46,17"

Tipo de investigacion. Por ser un estudio explicativo
experimental, consisti6  en
realizar una explicaciéon del comportamiento de las
concentraciones de nitratos y nitritos al variar la
concentraciéon de acido ascorbico en el embutido. El
desarrollo del disefio experimental se fundamento6 en
los beneficios obtenidos al reducir la concentracion

consecuentemente,

de NaNO3- y NaNO2- en los productos carnicos al
variar la concentraciéon de 4cido ascorbico (vit C) a
tres diferentes concentraciones (0,25, 0,5y 0,75 g/
kg) (Souvik, 2016).

Disefio del experimento. Para el desarrollo del
experimento, se elabor6 una muestra testigo de
mortadela la cual contuvo los ingredientes estandar
para este tipo de embutido (Carne de res sin tejido
conjuntivo 64%; grasa de cerdo 15%; hielo triturado
19%; sal curante 2%; aztcar 0,2%; ajo en polvo 1g/
Lb; condimentos para mortadela 1g/Lb; polifosfatos
1g/Lb; emulsificantes 1g/Lb) (FAO, 2000), y tres
formulaciones de mortadela en la cual solo se vari6 la
concentracién de 4cido ascorbico (F1= 0,25 g/kg; F2=
0,5 g/kg; F3= 0,25 g/kg). Ver Tabla 1.

Tabla 1. Diseio del experimento.

Concentracion de

Tipo de muestra acido ascérbico (g/kg)

Testigo 0,0
Formulacion 1 0,25
Formulacion 2 0,50
Formulacion 3 0,75

Métodos analiticos

Determinacion de Nitratos en Mortadela. El
método empleado para la determinacién de nitratos
fue diazotacion mediante de espectrofotometria UV-
Visible. (INEN - 785, 2012)

La cuantificacion de los nitritos mediante

espectrofotometria UV-visible, se la realizd previo
tratamiento de la muestra: 10 g de muestra en 9o mL
de agua desionizada, se licta, se filtra y se coloca la
emulsion obtenida en tubos de 10 mL. Posteriormente
se aflade el reactivo (ferrocianuro potéasico al 15%
y acetato de zinc al 30 %) y después de 5 minutos se
realiza la lectura en el equipo a 410 nm. La formacién
de coloracion marrén indica la presencia cualitativa de
nitratos (Hach Company, 2005).
Determinacion de Nitritos en Mortadela. El
método empleado para la determinacion de nitritos fue
la reducciéon de cadmio método de espectrofotometria
UV-Visible (INEN - 784, 2012).

La  cuantificacion de los nitratos, mediante

espectrofotometria UV-visible, se la realiz6 previo
tratamiento de la muestra: 10 g de muestra en 90 mL
de agua desionizada, se licta, se filtra y se coloca la
emulsion obtenida en tubos de 10 mL. Posteriormente
se afiade el reactivo (ferrocianuro potasico al 10%
y acetato de zinc al 22 %) y después de 5 minutos se
realiza la lectura en el equipo a 410 nm. La coloracion
verde indica la presencia cualitativa de nitritos (Hach
Company, 2005).
Determinaciéon del Color. El método empleado
para la determinaciéon de color fue el método de
espectrofotometria UV-Visible basados en la Normativa
Técnica Ecuatoriana NTE INEN 784.

Se realizo el tratamiento previo a la muestra, de
acuerdo a Hach Company (2005): se trituray pesa 10
g de muestra, en 100 mL de agua desionizada, se coloca
1 mL de la solucién sobrenadante en tubos de 10 mLy
aflade 9 mL de acetona, se deja reposar por 24 horas y
mide las unidades de color a una absorbancia a 538 nm.
Determinacion de acido ascorbico mediante
Voltametria lineal. Este método comprende
un grupo técnicas electroquimicas que se basan en
la respuesta corriente-potencial de un electrodo
polarizable en la solucién que se analiza.

En estas técnicas, se estudian los cambios de
corriente, como una funcién del potencial aplicado a
través de la celda electrolitica. El proceso involucra la
electrolisis de una o mas especies electroactivas, el cual
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comprende: reaccién de la especie electroactiva
en el electrodo y mecanismo de transferencia de
masa. Estos ultimos pueden ser por migraciéon
(movimiento de especies por diferencia de carga),
conveccion (movimiento de la materia por cambios
fisicos) y difusiéon (movimiento de las especies por
gradiente de concentracion). El equipo utilizado
fue el Potenciostato Princeton Applied Research
(Ortiz & Martinez, 2013). Ver Figura 1.

Figura 1. Potenciostato marca Princeton Applied
Research

El método establece 1la concentracién
desconocida del analito (Acido ascérbico) en la
muestra que es analizada, agregando una cantidad
definida de una solucién estdndar de concentracion
conocida. Para ello se establece una relacién entre
el volumen de estandar agregado y la respuesta del

anélisis (corriente maxima).

2. Resultados y discusion

Cuantificaciéon Inicial de la Concentracion
de Nitratos y Nitritos en la Mortadela

Los nitratos son empleados como conservantes de
productos carnicos. Ademés de proporcionar color
adecuado a la carne, los nitritos tienen otros efectos
sobre los alimentos: retarda el proceso de oxidacion
de los lipidos, con la consecuente disminucion del
caracteristico olor de enranciamiento, produce
una mayor firmeza en la textura, y provee a los
alimentos de un importante efecto antimicrobiano
(especialmente frente a Clostridium botulinum y
sus toxinas) (Usinger, et al., 2016; Caballero, et al.,
2016). Enla Figura 2 se muestralas concentraciones
iniciales de nitritos y nitratos del testigo y las tres
formulaciones estudiadas.
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Figura 2. Concentraciones iniciales de nitratos y
nitritos.

La Figura 2 indica las concentraciones iniciales de
nitrato de sodio que se obtuvieron en el experimento, el
testigo alcanzo6 la mayor concentracion con 173,54 mg/
kg, mientras que la F1 obtuvo 165,46 mg/kg. Ademas,
existi6 una minima degradaci6n de los nitratos a nitritos,
produciéndose 2,45 mg/kg de nitritos en la Formulacién
1. (Ruiz & Jimenéz, 2008; Ruiz & Jiménez, 2008)

Cuantificacion de la Concentraciéon de
Nitratos y Nitritos Después de Tres Dias de
Experimentaciéon

Las normas del Codex Alimentarius para los productos
carnicos elaborados, establecen que la dosis maxima
afiadida de sales de nitrito de sodio y/o potasio es 175
ppm. Sin embargo, la cantidad precisa para un control
efectivo del botulismo depende de cada tipo de producto
en particular, siendo el nivel de nitrito residual presente
en el producto determinante para impedir el crecimiento
del C. botulinum (Dos Santos, 2010). En las Figuras 3y 4
se muestran las concentraciones constantes a las cuales
llegaron los nitritos y nitratos, de las tres formulaciones
estudiadas.
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Figura 3. Concentracion constante de nitritos
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La Figura 3 indica las concentraciones constantes
a las cuales llegaron los nitritos después de tres
dias de experimentacién. Evidencidndose que el
embutido que presentaba en su formulacion 0,75
gr de acido ascorbico degradé mas a los nitritos,
ya que éste inici6 con una concentraciéon de 2,36
mg/kg y finalizé6 el dia 3 con 0,04 mg/kg, en
comparaciéon al patron (que no contiene &cido
ascorbico), éste inici6 con una concentracion de
2,88 mg/Kg y finaliz6 el dia 3 con 0,47 mg/Kg. El
acido ascorbico y sus sales permiten una reducciéon
en las cantidades de nitrito necesarias para el
6ptimo desarrollo del color. (Fatemeh, et al., 2016;
Minh, et al., 2014; Chang, et al., 2016; Eric, et al.,
2016)
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Figura 4. Reduccién de la concentracion nitratos
hasta concentracion constante.

La Figura 4 indica que el experimento, después
de tres dias llegb a concentraciones constantes de
nitratos, alcanzando el patréon 116,37 mg/kg y la
F3 40,03 mg/kg. Cuando se utiliza el nitrato como
conservante este es reducido hasta 6xido nitroso
(NO), debido a la accion reductora que poseen las
bacterias nitrato-reductasas presentes en la carne.
El acido ascorbico acelera ésta transformacién
(Diaz, 2002).

No se evidencia diferencia significativa en
la concentracion de nitrato entre el 3er y 4to dia
de experimentaciéon. Los valores presentes en
la Tabla 2 indican que las concentraciones de
nitratos analizadas entre el dia 3 y 4 no presentan
diferencia significativa (p= 0,05), entre la variable
antes mencionada.

Tabla 2. ANOVA de una via del experimento

Fuente Dia Medl;l Varianza Significancia
NO-
) 3 31,31 0,01 F=0,73
Testigo
4 31,28 0,44 p=043
3 30,75 0,41 F=2284
Formulacion 1
4 30,79 0,01 p=0,16
3 30,75 0,41 F=1751
Formulacion 2
4 30,78 0,01 p=0,05
3 14,10 0,30 F=2,16
Formulacion 3
4 10,78 0,58 p=0,21

Determinacién del Porcentaje de Acidez

La acidificacion es un fen6meno importante en los
embutidos, ya que contribuye al enrojecimiento
del producto final (Jiménez & Carballo, 1989). En
la Figura 5 se muestran los porcentajes de acidez
alcanzados en el experimento.
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Figura 4. Reduccion de la concentracién nitratos

hasta concentracion constante.

La Figura 5 indica el % de acidez en cada
una de las formulaciones durante tres dias de
experimentacion, observandose que existi6 una
acidez de 0,265 % que corresponde a la formulaci6on
3 del dia 3 y el porcentaje menor fue de 0,1536%
que corresponde al patrén del dia 0. Se evidencid
que el porcentaje de acidez aument6 al transcurir
los dias. Ademas de las bacterias que contribuyeron
al enrojecimiento, se desarrolla otro importante
grupo de gérmenes (bacterias acidolacticas, debido
a que se degrada el glucdgeno presente en la carne
dando lugar a la formacién de acido lActico),
acidificandose de este modo el producto final.
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Determinacién del pH

La disminucién de la concentraciéon de iones
hidrégenos en un embutido indica que este
alimentos se est4 acidificando (Mansilla, 2014). En
la Figura 6 se muestra los valores de pH y acidez
respectivamente.
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Figura 6. Comportamiento del pH durante el tiempo
de experimentacion

La Figura 6 indica el pH en el patrén y las
tres formulaciones,
experimentacion, observiandose que el pH mayor
obtenido fue de 6,9 que correspondi6 al patrén del
dia 3 y en el menor de los casos un pH de 5,6 a la
formulacioén 3 del dia 3.

durante los tres dias de

Determinacion del Color
El problema practico al que se enfrenta esta
parte de la Optica es especificar los colores, es
decir, que dado un color, se le pueda asignar una
denominacién inequivoca que dé las bases para
reproducirlo con exactitud, o bien que dada una
fuente de luz (primaria transmitida o reflejada por
un cuerpo), se disponga de los métodos cientificos
para determinar su color una vez establecida
la norma de especificacion (Yong, 2008). En la
Figura 7 se muestra los valores de las unidades de
color determinados mediante espectrofotometria
UV-Visible, en el patréon y las tres formulaciones.
La Figura 7 indica la formaciéon de una gran
variedad de colores en el patrén (muestra sin acido
ascorbico), mientras que en las tres formulaciones
donde se incorpor6 el Acido ascorbico existié menos
formacion de colores y el color predominante en
el experimento fue el rosado, alcanzando mayor
intensidad en la formulacién 3 (741 unidades).
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Figura 7. Medicion de color en la mortadela.

Determinacion del Color

La Figura 7 indica la formaci6n de una gran variedad
de colores en el patrén (muestra sin acido ascorbico),
mientras que en las tres formulaciones donde se
incorporo el acido ascorbico existi6 menos formacion de
colores y el color predominante en el experimento fue el
rosado, alcanzando mayor intensidad en la formulacion
3 (741 unidades).

Cuantificacién del Acido Ascorbico Residual en
el Experimento

Las reacciones de nitrosacion pueden verse afectadas por
diversos agentes, como ciertos aniones y 4cidos débiles,
fenoles, a-tocoferol propilgalato, piperacina, sin lugar a
dudas el mas estudiado y utilizado en la elaboracién de
alimentos es el acido ascorbico, que se comporta como
un potente inhibidor de la nitrosacion (Ordonez, et al.,
2008). En la Figura 8 se muestra la concentracién de
acido ascorbico residual.
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Figura 8. Concentracion residual de acido ascorbico.
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La Figura 8 da cuenta que el residual de acido
ascorbico presente en la Formulacion 1 (0,25 g de 4cido
ascorbico/kg) fue de 546,95 ug/mlL, para la Formulacion
2 (0,5 g de acido ascorbico/kg) se obtuvo un residual de
787,15 ug/mL y para la Formulacion 3 (0,75 g de acido
ascorbico/kg) su residual fue de 1145,65 pg/mL.

III. CONCLUSIONES

Mediante espectrofotometria UV-visible se analizaron
cuatro  diferentes  formulaciones, obteniéndose
concentraciones finales de nitratos, en el caso de la
muestra patron fue de 116,37 mg/kg, esto representa una
reduccion aproximada del 33 %, mientras que para la
formulacién 3 se obtuvo 30,05 mg/Kg, esto representa
unareducciéon del 75 %. Con esto puede concluirse quela
adicion de 4cido ascorbico en la mortadela favorece a la
reduccion de los niveles residuales de nitratos y nitritos,
limitando asi el potencial de formacién de nitrosaminas
cancerigenas. (Ibafiez, et al., 2003; Butler, 2015)

Al reducir las concentraciones de nitratos y nitritos
en un 75% en la mortadela, se bloquea el mecanismo
quimico para la formacién de nitrosaminas, enla F3 (0,75
g/kg) el acido ascorbico se disminuyb en 99,84%, lo cual
indica que casi en su totalidad reaccion6 con el nitrato,
debido a su alto poder reductor y gran efectividad como
aceleradores de la oxidacién de los nitratos y nitritos y
se transformé en dihidroascorbato (Honikel, 2008;
Redondo, et al., 2013).

El pH disminuy6 al transcurrir los dias de
experimentacién, observandose un pH de 6,9 en la
muestra patrén en el dia 3 y Ph 5,6 correspondiente
a la formulacion 3 en el dia 3. El pH desciende con el
aumento de la acidez y de la concentraciéon de acido
ascorbico, contribuyendo a la formacion del color, olor y
sabor caracteristicos del producto, a pH menores a 5,5 se
bloquea la reduccion de nitratos a nitritos y la coloracion
es nula. (Holmgaard, et al., 2013)

La F3 present6 el mayor % de reduccion de nitratos
y la menor cantidad de formacion de nitritos. En
conclusi6n la adicién de 4cido ascorbico a la mortadela
reduce la concentracion residual de nitratos al cabo de
tres dias, donde ya no se present6 reduccion significativa
(p>0,05) de este conservante.

El andlisis del colorimetria en la muestra patron
(muestrasinicidoascorbico), presenté unagranvariedad
de colores mientras que en las tres formulaciones donde
se incorporé el acido ascorbico existi6 menos formacion
de colores y el color predominante y de mayor intensidad

fue el rosado.
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Efecto de la nisina sobre la conservacion del
helado tipo italiano

Efrain, Romero-Machado'; Eduardo, Héctor-Ardisana?

Resumen

La nisina, antibi6tico sintetizado por Lactococcus lactis, se ha empleado en la conservacién de numerosos alimentos; sin embargo,
no existen antecedentes de su uso en la preservacion de helados. En este trabajo se investiga el efecto de la nisina en la conservacion
del helado tipo italiano. Se disefiaron cuatro tratamientos (control sin nisina, y nisina 10, 50 y 100 ppm). A los 0, 30, 60 y 90 dias
se determind la presencia de E. coli, Salmonella, coliformes y aerobios mesofilos por técnicas microbioldgicas. Se evaluaron las
siguientes propiedades organolépticas: aspecto superficial, dureza, presencia de hielo, cremosidad, gomosidad, presencia de grasa,
presencia de espuma, sabores extrafios y dulzura. La evaluacion fue realizada por un panel de 15 catadores, mediante escalas hed6-
nicas. No se detect6 Salmonella, E. coli o coliformes en las muestras, al parecer por la asepsia de las materias primas, el proceso de
elaboracién y el almacenamiento a bajas temperaturas. La nisina redujo el crecimiento de los aerobios mesdfilos, particularmente
alos 90 dias. El tratamiento con nisina no provoco cambios importantes en las propiedades organolépticas, excepto en la dulzura
a partir de los 60 dias, probablemente debido a la incorporacién al helado de productos de la desintegracion celular microbiana.

Palabras Clave: conservacion; control de microorganismos; helado tipo italiano; nisina; propiedades organolépticas.

Effects of nisin on the preservation of italian style
ice cream

Abstract

Nisin, antibiotic synthesized by Lactococcus lactis, has been widely used in food conservation; however, there is no history of its
use in the preservation of ice cream. This study aimed to investigate the effect of nisin in preserving Italian style ice cream. Four
treatments (control without nisin, and nisin 10, 50 and 100 ppm) were designed. The presence of E. coli, Salmonella, coliforms and
mesophilic aerobics was determined by microbiological techniques at 0, 30, 60 and 90 days. The following organoleptic properties
were evaluated: surface appearance, hardness, presence of ice, creamy, gumminess, presence of fat, presence of foam, strage flavors
and sweetness. The evaluation was carried out by a panel of 15 tasters, using hedonic scales. No Salmonella, E. coli or coliforms were
detected in the samples, apparently for the cleanliness of raw materials, the process of preparation and storage at low temperatures.
Nisin reduced the growth of aerobic mesophilic bacteria, particularly at 9o days. Nisin treatment did not cause significant changes in
the organoleptic properties, except for sweetness after 60 days, probably due to the incorporation into the ice cream of products from
microbial cell disintegration.

Keywords: nisin; Italian style ice cream; conservation; microorganisms control; organoleptic properties.
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I. INTRODUCCION

El helado tipo italiano se elabora con ingredientes
como leche, nata, varios azGcares y aromas,
incluyendo frutas y frutos secos (Correu, 2010). Se
diferencia del resto de los helados por varias razones
como: posee un menor contenido de grasa butirica,
de 4 a 8 %; suele ser bajo en azicar, entre 16 y 22
%, estando esta cantidad cuidadosamente equilibrada
con el agua para evitar que ésta se hiele; los tipos
de azticar empleados son la sacarosa y la dextrosa,
usandose azicar invertido para controlar el dulzor
del producto final, y contiene una base estabilizadora,
que suele ser yema de huevo, en los sabores basados
en crema amarilla.

Los productos alimenticios son un medio propicio
para el crecimiento de microorganismos que dafian
su composicion y en muchos casos son nocivos
para el consumidor. De ahi que se utilicen diversas
técnicas y sustancias de diferente naturaleza, para
lograr su preservacion del ataque de microbios. Entre
los compuestos mas usados en la conservaciéon de
alimentos se encuentra la nisina, que es un antibiotico
peptidico policiclico sintetizado de forma natural por
la bacteria Lactococcus lactis. Esta molécula contiene
diversos amino4cidos (como la lantionina y el p-
metil-lantionina). Unica aplicada a nivel comercial
como bio-conservador de alimentos, en méas de 50
paises, con una efectividad comprobada, es ademas
considerado como producto seguro con nivel GRAS
(Generally Recognized As Safe) y con autorizaci6on
para su aplicacion por la FDA (Food and Drug
Administration) (Chen & Hoover, 2003).

La nisina se ha empleado con éxito en la
conservacion de alimentos carnicos, vegetales y
principalmente en la industria quesera (Ross, 2005).
Sin embargo, no existen antecedentes de su uso
en la preservacion de helados. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto de la nisina en
el control de microorganismos y las propiedades
organolépticas del helado tipo italiano, con vistas a su
posible uso como conservante de este alimento.

II. DESARROLLO

1. Metodologia

Materiales y Métodos

La formulacién del helado se realiz6 segin una
variante de lo propuesto por Villacis (2010), (Figura

1).
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Figura 1. Procedimiento para la formulacion del
helado

La nisina empleada fue la comercializada por

Lactocomerce S.A, se afadié en proporciones de o

(tratamiento control), 10, 50 y 100 ppm, en el momento

de la pasteurizacion. El helado fue almacenado a -170 C.

Alos 0, 30, 60 y 90 dias de almacenamiento, se evalud el

efecto de la nisina sobre el control de microorganismos,

para lo cual se utilizaron los procedimientos descritos en

las normas técnicas ecuatorianas:

- Microorganismos coliformes: NTE INEN 1 529-7
(INEN, 1990a)

- E.coli: NTE INEN 1 529-8 (INEN, 1990b)

- Salmonella: NTE INEN 1 529-15 (INEN, 2009)

- Aerobios mesoéfilos: NTE INEN 1 529-5 (INEN,
2006)
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En los mismos momentos de muestreo se evaluaron
las siguientes propiedades organolépticas: aspecto
superficial, dureza, presencia de hielo, cremosidad,
gomosidad, presencia de grasa, presencia de espuma,
sabores extrafios y dulzura. El panel estuvo compuesto
por 15 miembros, profesores de Gastronomia de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ESPOCH

(Ecuador). Las muestras se tomaron con una cuchara
para helado; se tomé y colocd una bola de helado en
una copa y entregd a cada miembro del panel, a una
temperatura ambiente entre 16 y 270 C. La temperatura
de servicio del helado fluctu6 entre -60 y -100 C. Para
la evaluacion se emplearon escalas hedénicas (Tabla 1).

Tabla 1. Escalas hedonicas para la evaluacion de las propiedades organolépticas

Propiedad Escalas

Aspecto superficial Mate (5) Brillante (3) Con liquido (2)

Dureza Muy Duro (1) Poco Duro (3) Adecuado (5) Blando (3) Muy Blando (1)
Presencia de hielo Nulo (5) Muy Ligero (4) Ligero (3) Definido (2) Pronunciado (1)
Cremosidad Adecuado (5) Poco Cremoso (3) Acuoso (1)

Gomosidad Nula (5) Ligera (3) Pronunciada (1)

Presencia de grasa Nula (5) Ligera (3) Pronunciada (1)

Presencia de espuma ~ Muy Compacto (1) Compacto (3) Adecuado (5) Espumoso (3) Muy Espumoso (1)
Derretimiento Muy Rapido (1) Rapido (3) Adecuado (5) Lento (3) Muy Lento (1)
Sabores extraiios Ninguno (5) Ligero (3) Pronunciado (1)

Dulzura Muy Dulce (1) Dulce (3) Adecuada (5) Poco Dulce (3)  Desabrido (1)
Los datos de control de microorganismos se 2.Resultados

procesaron mediante un andlisis de varianza de
clasificacion doble (4 tratamientos x 4 tiempos de
almacenamiento); se tomaron 4 muestras (repeticiones)
por cada combinacién tratamiento x tiempo de
almacenamiento; las medias se compararon a través de
la prueba de Tukey con p< 0,05. Para las propiedades
organolépticas se consideraron 15 repeticiones
(miembros del panel); los datos se procesaron a
través de la prueba de Kruskal-Wallis con p< 0,05.
En el procesamiento de los datos se utilizo el paquete
estadistico IBM SPSS Statistic v. 20.

Srodiow rowelibon | LIS
a
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Efecto de la nisina sobre el control de
microorganismos: los examenes microbiologicos en
el laboratorio, a partir de las muestras tomadas a los
0, 30, 60 y 90 dias, en los tratamientos que contenian
nisina y el control sin el antibidtico, evidenciaron
total ausencia de Salmonella, coliformes y E. coli. Ello
demostré que el producto fue elaborado con todas las
normas de seguridad e higiene. En cambio, se observd
el crecimiento de aerobios mesoéfilos en todos los casos
(Figura 2), con los valores mas altos, en las muestras
tomadas a los 90 dias, en cada uno de los tratamientos.

Leyenda: To: sin nisina; T1: nisina 10 ppm; T2: nisina 50 ppm; T3: nisina 100 ppm a los 0, 30, 60 y 90 dias
(letras desiguales indican diferencias significativas para la prueba de Tukey con p< 0.05).
Figura 2. Presencia de aerobios mesofilos en las muestras tomadas de los
tratamientos
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Efecto de la nisina sobre las propiedades
organolépticas: no se encontraron variaciones entre
el control y los tratamientos con nisina en las variables
dureza, presencia de hielo, cremosidad, gomosidad,
presencia de grasa y derretimiento. Para la variable
“aspecto superficial”, a los 60 dias se obtuvieron
diferencias significativas entre los tratamientos. Los
valores mayores de esta variable ocurrieron en los
tratamientos con mayor concentracion de nisina,
clasificando como “adecuado”, dentro del rango de la
correspondiente escala heddnica (Figura 3).
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Figura 3. Aspecto superficial del helado tipo italiano
conservado sin y con nisina a los 60 dias. X% 11,653
A: 0,009.

Para la variable “presencia de espuma” a los 90
dias se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos. El menor valor se obtuvo con el tratamiento
de nisina 50 ppm, clasificando dentro del rango de la
escala hed6nica como “espumoso” (Figura 4).
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Figura 4. Presencia de espuma en el helado tipo
italiano conservado sin y con nisina a los 90 dias.
X2 8,578 A:0,035.
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Alos 0 dias, se evidenciaron diferencias significativas
entrelos tratamientos parala variable “sabores extrafios”.
El menor valor otorgado por los panelistas se obtuvo con
el tratamiento de nisina 100 ppm, clasificandolo en la
categoria “ligeros”, en la escala hedénica (Figura 5).
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Figura 5. Presencia de sabores extraios en el helado
tipo italiano conservado sin y con nisina a los 0 dias.
X2: 10,934 A: 0,012.

No se encontraron diferencias significativas para la
variable “dulzura” entre el control y los tratamientos con
nisinaalosoygodias. Sinembargo, alos 60y9o diashubo
diferencias entre los tratamientos, correspondiendo en
ambos casos los mayores valores (categoria “adecuada”
de la escala hedbnica) al tratamiento control (Figuras 6

y7).
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Figura 6. Dulzura en el helado tipo italiano
conservado sin y con nisina a los 60 dias. X% 13,318
A: 0,004.
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Figura 7. Dulzura en el helado tipo italiano
conservado sin y con nisina a los 90 dias. X%: 10,684
A: 0,014.

3. Discusion

Efecto de la nisina sobre el control de
microorganismos: en los andlisis efectuados no
se detecto, en ninguna de las muestras estudiadas, la
presencia de E. coli, Salmonella o coliformes.

Otros autores, que han estudiado el efecto de
la nisina sobre el crecimiento de estos géneros
microbianos en otros alimentos, han obtenido
resultados similares. La nisina inhibe el crecimiento
de Staphylococcus y Salmonella en carne de cangrejo
(De Lima & Gorlach-Lira, 2005); impide el desarrollo
de Staphylococcus en queso de mano preservado con
este antibi6tico natural (Maldonado & Llanca, 2007).
En el queso “telita” tratado con nisina, no se detect6
Salmonella ni L. monocytogenes, y las cantidades de
Staphylococcus presentes fueron significativamente
menores que en el control no tratado (Marquez &
Garcia, 2007); tampoco se observé crecimiento de
Staphylococcus ni de coliformes en queso blanco
tratado con nisina (Castro et al, 2009).

Los resultados de estos autores pueden parecer
contradictorios, lo cual se deberia al hecho que
los Staphylococcus son bacterias Gram positivas,
mientras Salmonella y E. coli son bacterias Gram
negativas, y dado que la nisina no tiene efecto sobre
este dltimo tipo de microbios (QuimiNet, 2006), es
poco probable esperar que de haber estado presentes,
ésta bacteriocina hubiera podido controlarlos. Pero
estaafirmacién tampoco es absoluta: seha demostrado
también, que un choque térmico puede aumentar la
sensibilidad de la célula bacteriana Gram negativa a
la nisina, aunque el efecto ocurre mayormente cuando
la bacteriocina esta presente durante el tratamiento

térmico y no cuando se adiciona después, debido a
que las células pueden recuperarse del efecto negativo
causado por las temperaturas elevadas (Boziaris &
Adams, 2001). Bajo estos supuestos, la pasteurizaciéon
del helado junto con la nisina, desarrollada en la
formulaciéon del helado para esta investigacion,
podria haber contribuido al control de estas bacterias
Gram negativas.

No obstante, como no se advirti6 presencia
de microorganismos de estos géneros en ninguna
de las muestras tomadas y en los controles en los
diferentes tiempos de almacenamiento, es imposible,
partiendo de los experimentales,
sefialar a la nisina como causante del control de
estos géneros microbianos. La ausencia de estos
parece mdas probable, sea
consecuencia de las adecuadas condiciones higiénicas

resultados

microorganismos,

de las materias primas, la preparaciéon de la mezcla
y conservacion del helado. Estas bacterias, ademaés,
son termotroéficas (Mossel, Moreno & Struijk, 2003),
por lo que su presencia era poco probable, dado las
bajas temperaturas a las que se almacena el helado
(si la pasteurizacion ha sido adecuada). Por altimo,
un estudio mas detallado a través de la inoculacion
de cantidades conocidas de estos microroganismos,
podria contribuir al analisis del efecto de la nisina
sobre ellos.

En cambio, llama la atencién que los mayores
valores de microorganismos aerobios mesofilos
se hayan alcanzado en todos los tratamientos a
los 90 dias (el maximo tiempo de conservacion
estudiado), y que el empleo de la nisina, en las tres
concentraciones ensayadas, haya conducido a valores
significativamente menores que los alcanzados por el
control sin nisina, a los 90 dias de almacenamiento.

En investigaciones realizadas sobre la
conservacion de otros alimentos, el efecto inhibidor
de la nisina sobre la cantidad de aerobios meso6filos
presentes en el queso blanco, persisti6 durante los 10
dias de almacenamiento del producto (Castro et al,
2009); en salchichas tratadas con nisina, aparecian
menos aerobios mesoéfilos que en el control no
tratado (Villarroel, 2006); resultados similares se
obtuvieron al emplear la nisina como preservante en
hamburguesas (Gomez et al, 2013).

Los aerobios mesoéfilos son microorganismos
que viven en presencia de oxigeno, a temperaturas
de rango medio. Segiin Food News Latam (2015),
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un crecimiento elevado de estos microbios puede
significar:

Excesiva contaminaci6én de la materia prima.

Deficiente manipulacion durante el proceso de

elaboracion.

La posibilidad que existan patdgenos, pues estos son

mesofilos.

La inmediata alteracién del producto.

El recuento de mesoéfilos, por lo tanto, es un
indicador de las condiciones de salubridad de
los alimentos. A medida que aumenta el tiempo de
almacenamiento es posible que la cantidad de unidades
formadoras de colonias de estos se incremente, y el hecho
que a los 90 dias el empleo de la nisina haya conducido a
conteos significativamente menores, que los del control
sin nisina, abre una posibilidad para la conservaciéon del
helado tipo italiano con la ayuda de esta bacteriocina. No
obstante, se requeriran estudios mas detallados sobre las
concentraciones de nisina a emplear y los tiempos a los
que es efectiva para llegar a una mayor precisiéon sobre
sus posibilidades de uso generalizado.

Efecto de la nisina sobre las propiedades
organolépticas: aunque se encontraron diferencias
entre el control y los tratamientos con nisina en las
propiedades “presencia de espuma” a los 9o dias,
y “sabores extrafios” a los 0 dias de almacenaje, los
resultados més preocupantes a los efectos del empleo de
esta bacteriocina en la conservacién del helado italiano,
estan relacionados con los cambios en la dulzura a los 60
y 90 dias de almacenaje, en los tratamientos con nisina.

Una vez mads, los resultados obtenidos por otros
autores, en cuanto a la accién de la nisina sobre las
propiedades organolépticas de productos alimenticios
son contradictorios. En salchichas, el tratamiento
conservante con nisina no causdé variaciones
significativas en el color, sabor y apariencia (Villarroel,
2006). Tampoco se produjeron alteraciones en el sabor
del queso “telita” elaborado con nisina con respecto al
control (Sangronis & Garcia, 2007). Sin embargo, en
hamburguesas, el empleo de nisina redujo los valores
de textura y sabor a rangos intermedios, aunque los
mantuvo dentro de los limites aceptables (Gomez et al,
2013). Al utilizarla en la carne de pollo no se encontraron
diferencias en el olor y el color, pero si en la textura, el
sabor y la aceptabilidad (Moreno, 2012).

Aunque en esta investigacion no se realizaron
estudios en este sentido, una posible causa de este cambio
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en la dulzura puede buscarse en el propio modo de accion
bactericida de la nisina. Se conoce que esta bacteriocina
provoca la vesiculacion del citoplasma, la formacion de
poros y la desintegracion de la célula microbiana (Bizani
et al, 2005), como resultado de lo cual el jugo celular se
incorpora al medio exterior, en este caso el helado. Los
productos celulares asi incorporados y acumulados en
el tiempo —obsérvese que las diferencias aparecieron a
partir de los 60 dias- podrian ser los responsables de la
variacion en la dulzura en el helado.

En todo caso, la ausencia de estudios previos en
helados, y en particular en los de tipo italiano, sugieren
precaucion en el empleo de la nisina para propositos de
conservacion de este producto alimenticio, y realizar
investigaciones mas amplias y detalladas con este fin.

III. CONCLUSIONES

La ausencia de Salmonella, E. coli y coliformes en
las muestras de helado tipo italiano, al parecer no es
consecuencia de la aplicacién de la nisina como agente
conservante, sino de las adecuadas condiciones asépticas
de las materias primas, el proceso de elaboraciéon y el
almacenamiento del producto a bajas temperaturas.
El empleo de nisina fue efectivo en la reducciéon del
crecimiento de los aerobios meso6filos, en particular a
los 90 dias de almacenamiento del helado tipo italiano.
El tratamiento con nisina no provoco variaciones
importantes desde el punto de vista practico en las
propiedades organolépticas del helado tipo italiano,
excepto por la variacion en su dulzura a partir de los 60
dias, lo cual probablemente se deba a la incorporacién
al helado de productos de la desintegracion celular
microbiana que causa esta bacteriocina.
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Procesamiento del Teé Verde, enriquecido con
Vitamina C y Superoxido Dismutasa para la
obtencion de una bebida funcional antioxidante
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Resumen

Existen estudios que analizan el impacto de los antioxidantes frente a los radicales libres, los cuales neutralizan el exceso de los
mismos para proteger las células de sus efectos dafiinos y prevenir el desarrollo de enfermedades. En este trabajo se presentan
los resultados de la elaboracion de una bebida funcional a base de té verde, a la cual se afadi6 Super6xido Dismutasa y Vitamina
C, con el fin de determinar el efecto antioxidante. Se estudiaron los principales componentes antioxidantes del té verde. Una vez
elaborado el producto se valoré su estabilidad, natural y acelerada, con resultados dentro de los rangos establecidos. Se us6 como
instrumento de anélisis el HPLC, para la determinacién de Superdxido Dismutasa y para la valoracion de acido ascorbico se usé el
método volumétrico, ambos establecidos en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP). Se concluye que es posible desarrollar la
bebida, debido a que la estabilidad de la SOD fue adecuada para el producto desarrollado a lo largo de los tres meses de su estudio.

Palabras Clave: enfermedades; estabilidad; radicales libres; super6xido dismutasa.

Processing of Green Tea, enriched with Vitamin C
and Superoxide dismutase for the obtainment of an
antioxidant functional Drink

Abstract

There are studies that analyze the impact of antioxidants against free radicals which neutralize their excess, to protect cells from its
harmful effects and prevent the development of disease. In this paper, the results of the development of a functional drink based on
green tea, which was added with superoxide dismutase and vitamin C in order to determine the antioxidant effect are presented.
The main antioxidant components of green tea were studied. Once the product was developed its stability was assessed, both natural
and accelerated, giving results according to required specifications; HPLC was the equipment used for determination of Superoxide
Dismutase and for the assessment of ascorbic acid, the volumetric methods were used , both established in the United States
Pharmacopeia (USP) . It is concluded that it is possible to develop the drink, because the stability of the SOD was suitable for the
product developed over three months of study.
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I. INTRODUCCION

Las multiples actividades cotidianas y el estrés
del ritmo de vida actual, junto con el crecimiento
demografico, la vida sedentaria, ademas del consumo
de alimentos procesados, y otros factores son algunos
de los causantes que el organismo sea sometido
a situaciones que lo exponen a la generaciéon de
radicales libres. Para Cheesman & Slater (1998),
desde el punto de vista quimico, los radicales libres
son todas aquellas especies quimicas, cargadas
0 no, que en su estructura atémica presentan un
electron desapareado o impar en el orbital externo
que les da una configuraciéon espacial generadora
gran inestabilidad, sefializado por el punto situado
a la derecha del simbolo. Poseen una estructura
birradicalica, son muy reactivos, tienen una vida
media corta, por lo que actiian cercano al sitio en que
se forman y son dificiles de dosificar.

Para Naqui, et. al. (1986) desde el punto de vista
molecular son pequefias moléculas ubicuitarias
y difusibles que se producen por diferentes
mecanismos entre los que se encuentran la cadena
respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de
electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y
las reacciones de oxidacion, por lo que producen dafo
celular (oxidativo) al interactuar con las principales
biomoléculas del organismo. Existe un término que
incluye a los radicales libres y a otras especies no
radicalicas, pero que pueden participar en reacciones
que llevan a la elevacion de los agentes prooxidantes
y son las especies reactivas del oxigeno.

Varios estudios cientificos confirman que existe
una clara relaciéon entre la producciéon de radicales
libres y el cancer, ademas de otras patologias
degenerativas. El daho se puede realizar por la
alteracion (inactivacion/pérdida de algunos genes
supresores de tumores que pueden conducir a la
iniciacion, progresion, o ambas de la carcinogénesis).
Los genes supresores de tumores pueden ser
modificados por un simple cambio en una base critica
de la secuencia del ADN. Asimismo él indica que en
América Latina y el Caribe existen por cada 100.000
habitantes, 163 cuadros de cancer en toda la region.
Ademas, las investigaciones estiman que si no se hace
algo pronto, para 2030 habré 1,7 millones de casos de
cancer diagnosticados y que un milléon de individuos
moriran al afio por alguna forma de esta enfermedad.
El cancer en Ecuador es desde hace algunos afios un

problema importante de Salud Publica; en el pais, en
1980, “seis de cada 100 defunciones eran provocadas
por cancer”. En 2010, ese porcentaje subi6 a 16 casos
por cada 100 habitantes; de estos, la mayor parte se
concentra en Quito y Guayaquil (Lupera, 2013).

Entre los estudios que han analizado el impacto
de los antioxidantes frente a los radicales libres, se
encuentra el Estudio Demografico General de Linxian
(SIIC, 2002) sobre Intervencién en la Nutricién; el
cual, fue el primer estudio aleatorizado a gran escala
para investigar los efectos de complementos de
antioxidantes en el riesgo de cancer. En 2009, se dio
un informe de los resultados de este estudio a 15 afios
(10 afios después de dejar de tomar los complementos
de antioxidantes). En los resultados actualizados, “ya
no se encontrd un riesgo menor de morir por cancer
de estbmago para quienes tomaron los complementos
de antioxidantes en comparacién con quienes no los
tomaron”.

Con tales antecedentes, se planted la idea de
desarrollar una bebida funcional antioxidante a
base de té verde, anadido de Super6xido Dismutasa;
ingrediente que coadyuva en la prevencion de
enfermedades degenerativas causadas por el estrés
oxidativo que generan los radicales libres. Para la
European Food Internacional Council (EUFIC, 2005),
los alimentos funcionales “son aquellos alimentos
que son elaborados no solo por sus caracteristicas
nutricionales, sino también para cumplir una funcién
especifica como puede ser el mejorar la salud y reducir
el riesgo de contraer enfermedades. Para ello se les
agregan componentes biolégicamente activos, como
minerales, vitaminas, cidos grasos, fibra alimenticia
o antioxidantes, etc.”.

Antioxidantes

Segin Zamora (2007):
sustancias que previenen o retardan el dafio oxidativo
producido por los radicales libres. Para que una
sustancia actie como antioxidante debe ser capaz
de reaccionar facil y especificamente con un radical
libre, neutralizandolo e impidiendo el dafio oxidativo

“los Antioxidantes son

a las células”. En otras palabras, se trata de un grupo
de vitaminas, minerales, colorantes naturales y otros
compuestos de vegetales y enzimas, que bloquean el
efecto perjudicial de los radicales libres; la mayoria
se encuentran en alimentos vegetales como: frutas,
legumbres, verduras y hortalizas.
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Somoza (2009) sefiala respecto a los antioxidantes
lo siguiente: “Los antioxidantes se han clasificado
principalmente en dos sistemas: enzimaticos y no
enzimaticos también conocidos como endbgenos y
ex6genos respectivamente, los cuales pueden actuar
en el espacio intra y extra celular. El sistema ex6geno
lo conforman principalmente vitaminas como la
A,C,E, carotenoides, minerales como el selenio y
zinc, entre otros. El sistema enddgeno lo conforman
enzimas del cuerpo humano como la SOD, GPX y la
CAT”. El mismo autor destaca que las concentraciones
de antioxidantes, que presente la alimentacion de
cada individuo, dependera en gran medida de cuan
balanceada y correcta sea la misma; asi como de la
forma como se prepare y el nivel de nutrimentos que
contenga al momento de ser consumida.

Té Verde

El té verde es un tipo de té (Camellia Sinensis) que
no ha sufrido una oxidacién durante su procesado,
a diferencia del té negro, ya que las hojas se recogen
frescas y después de someterse a la torrefaccion, se
prensan, enrollan, trituran y se secan. El té verde
supone entre una cuarta y una quinta parte del total
de té producido mundialmente.

Segtin el Cddigo Alimentario Argentino, C.A.A
(1985), define al té de la siguiente manera:

"Con la denominacion genérica de Té, se
entiende exclusivamente el producto obtenido
por el procesamiento conveniente de las yemas,
hojas jovenes, peciolos y tallos tiernos de la especie
Camellia sinensis L. El té destinado a la preparacion
de infusiones podra ser:

1. Té o té negro, que corresponde al producto
obtenido mediante marchitado, enrulado, fermentado
y secado de las yemas, hojas jovenes, peciolos y tallos
tiernos.

2. Té verde, que corresponde al producto obtenido
por calentado, enrulado, secado de las yemas, hojas
jovenes, peciolos y tallos tiernos sin que hayan
experimentado ningin proceso de fermentacién".

Superéxido Dismutasa (SOD)

Segin Berg, et. al., (2006) las SOD constituyen
un grupo de metaloenzimas que pueden dividirse
en 2 familias filogenéticas diferentes: cobre-zinc
superéxido dismutasas (Cu/Zn-SOD), y hierro-
manganeso superoxido dismutasas (Fe/MnSOD).
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Todos los tipos de SOD catalizan la conversion del
anion superoxido (0,7) a perdxido de hidrégeno (H,0,)
y oxigeno (0O3). Estas proteinas constituyen las dnicas
enzimas conocidas que actiian sobre un radical y todas
las isoformas catalizan la reaccién de dismutacién
del O, con similar eficiencia. Aunque el 0, puede
dismutar espontaneamente a O, y H,0, auna velocidad
de aproximadamente 105 M-1s-1, la enzima cataliza la
dismutacion a una velocidad de 7x109 M-1s-1, lo que
garantiza la eliminacién de este radical, siendo una de
las enzimas mas eficientes conocida.

La SOD, tiene otros mecanismos de accibn, tales
como: la intervencion en procesos de envejecimiento
celular, por lo que puede estar relacionada con
procesos de apoptosis y de la replicacion viral. Segin
Bannister et. al., cientificamente se ha comprobado
que junto con la catalasa y la glutation peroxidasa,
es una de las més representativas defensas naturales
frente al exceso de radicales libres y al estrés
También actiia reduciendo el dafio de
los superoxidos, los radicales libres mas comunes
en el cuerpo, y reparando las células. Estos son los

oxidativo.

radicales mas reactivos que se producen cuando el
oxigeno gana un electrén negativo, esto ocurre en los
procesos metabdlicos normales.

Bannister et al (1987), indican que las funciones
de la SOD es contribuir con ayuda al cuerpo a usar
el zinc, cobre y manganeso; por ello, existe dos tipos
de SOD: la Cu/Zn SOD y la Mn SOD. Ambas tienen
un papel diferente en mantener las células sanas,
asf como la Cu/Zn protege el citoplasma celular, el
Mn protege la mitocondria del dafio de los radicales
libres.

Los radicales libres ROS pueden alterar el ADN y
la membrana de las células resultando en un codigo
genético mutado dentro de la célula; esto finalmente
puede convertirse en cancer. Sin embargo, la SOD
puede inhibir la metastasis; es decir, la SOD puede
retrasar el crecimiento tumoral y prevenir el dafio
celular inicial que puede llevar al cancer.

Vitamina C

La Vitamina C o acido ascoérbico es una vitamina
hidrosoluble. Mientras que la mayoria de los
animales son capaces de sintetizar la vitamina C en
su organismo, los humanos no tienen la capacidad de
generar su propio acido ascérbico; para conseguirlo,
el hombre debe obtenerla a través de la dieta. La
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Vitamina C, es un acido de azicar con propiedades
antioxidantes y su aspecto es de polvo o cristales de
color blanco-amarillento; es completamente soluble
en agua. La vitamina C segin Padayatty et. al.,
(2006) es “un enantiémero L del 4cido ascorbico o
antiescorbitica, es un nutriente esencial, en particular
para los mamiferos”.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
los principales componentes antioxidantes y la
estabilidad de una bebida funcional elaborada a base
de té verde; a la cual se afiade superdxido dismutasa
y vitamina C con el fin de determinar el efecto
antioxidante de los mismos.

II. DESARROLLO

1. Metodologia

El presente proyecto fue
experimental, se analizd la elaboracion de una

una investigacion

bebida funcional a base de té verde, a la cual se

afiadi6 superéxido dismutasa y vitamina C con el fin

de determinar el efecto antioxidante. Para ello, fue

necesario realizar tres ensayos pilotos:

- En el primero se mezcl6 agua con superdxido
dismutasa, los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Solubilidad de SOD

MATERIA PRIMA CANTIDAD %
Superoxido dismutasa 171,88 mg 0,0344%
Agua C.SP. 500 ml 99,966%

El objetivo de este piloto fue determinar la
solubilidad de la SOD, la cual fue muy buena en
medio acuoso, segun las pruebas de solubilidad
que se hicieron en el laboratorio, hasta 40 g / 100
mL de agua.

- En el segundo piloto se prepar6 un litro de té
verde: Una vez comprobada la solubilidad de
la SOD se hizo un litro de té verde sin sabor,
para determinar la solubilidad de todos los
demas ingredientes, la cual resulté muy buena.
Una vez preparada la bebida se le agregaron 3
sabores diferentes: naranja, cereza y maracuya.
El objetivo es determinar cual agrada maés.

- En el tltimo piloto, se realiz6 un anélisis
sensorial del producto terminado: Se pidié a un
grupo de panelistas seleccionar el sabor que més
les gusta. El sabor elegido fue el naranja (Tabla
2). Una vez seleccionado el sabor naranja, se

determiné la intensidad que debia tener este
sabor, para esto dentro de este mismo piloto se
le agregaron 3 concentraciones diferentes del
sabor en mencién (Tabla 3).

Tabla 2. Eleccion del sabor de la bebida

individuos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 T
NARANIJA 1 1 1 1 1 1 6
CEREZA 1 1
MARACUYA 11 1 3
Tabla 3. Eleccion de la intensidad del sabor de la
bebida
individuos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 T
8 GOTAS 1 1
13GOTAS 1 1 1 1 1 1 1 7
18 GOTAS 1 1 2

Se establecié entonces que el sabor elegido
es naranja a razdén de 13 gotas (0,65 ml) / 500
mL. Una vez preparada la bebida final con las
concentraciones indicadas, se procedi6 a realizar
una dltima prueba organoléptica.

2. Procesamiento de la Bebida de Té Verde
Descripcion del proceso
En un recipiente de acero inoxidable 12 litros
de agua purificada se llevaron a su punto de
ebullicién. Luego, se colocaron 103 gramos de té
verde, dejando en ebullicién por un minuto. Se
macerd la materia prima por 10 minutos y filtré
esta solucion.

Se disolvi6 400 g de azticar en el filtrado del
paso anterior.

En otro recipiente se coloc6 500 mL de agua
a temperatura ambiente y se diluyeron 3,6 g de
Vitamina C (exceso 20% de vitamina C). Se disolvio
20 gramos de sorbato de potasio en 800 ml de agua
tibia (40-50°C), 12 gramos de acido citrico en 500
ml de agua y 3.2 gramos de citrato de sodio en 500
ml de agua. De igual manera, se diluy6 4,5 gramos
de sucralosa en 700 ml de agua tibia (40-50°C). Se
mezclaron los ingredientes disueltos al tanque de
manufactura por 20 minutos, para finalizar 6,88
gramos de superéxido dismutasa fueron disueltos
en 700 ml de agua tibia (40-50°C), fueron incluidos
al tanque de manufactura y al finalizar se utiliz
saborizante de naranja. El diagrama de flujo del
proceso se lo puede apreciar en la Figura 1.
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3. Resultados y discusion

Analisis Sensorial

Los resultados del anélisis sensorial se revisaron en
la Tabla 4. En la misma se evidencia como todos los
parametros sensoriales (olor, color, sabor, acidez, dulzor)
con una escala del 1 al 9 el resultado fue favorable.

Este anélisis, permiti6 asegurar las condiciones
organolépticas de la bebida, se realiz una prueba doble
ciego a 30 panelistas del laboratorio, obteniendo los
siguientes resultados (Tabla 4):

- De esta manera se tiene que el 866,7% de los

participantes sefial6 a la bebida como “buena” en
escala general.

- Aligual que el olor, el 100% de los encuestados indicd
que el color del producto es “bueno”. Analizado el
sabor en general se puede decir que es bueno puesto
que el 83,33% de las personas lo sefnalaron de esta
manera.

- Entérminos generales se puede decir que el 100% de
los encuestados le gusto el dulzor de la bebida.

- Entérminos generales se puede decir que el 100% de
los encuestados le gust6 la acidez de 1a bebida.

Tabla 4. Calificacion Organoléptica de la bebida

Calificaciones
Cualidades 5 3 p 5 P p s 5 V(;l;(;t;tles calif?:;rcl::)nes Promedios

Fé:f;ﬁ:: 0 0 0 1 3 8 8 10 30 233 7,77
Olor 0 0 0 0 0 0 5 18 7 30 242 8,07
Color 0 0 0 0 0 0 2 15 13 30 251 8,37
Sabor 0 0 0 0 2 3 6 9 10 30 232 7,73
Dulzor 0 0 0 0 0 0 7 8 15 30 238 7,93
Acidez 0 0 0 0 2 1 7 9 11 30 236 7,87

Analisis fisicos - quimicos y microbiolégicos

En la Tabla 5 se puede resumir los resultados del primer
lote luego de la manufactura. Todos los analisis estan
dentro de los parametros establecidos inicialmente.
Asi se tuvo que la vitamina C con 120,23% de potencia
cumple con la especificacion, al igual que la SOD con
101,30% de concentracion.

En el segundo lote inicialmente se tuvo 119,20%
de concentraciéon de vitamina C y 99.84% de SOD.
Finalmente, el tercer lote muestra 115,68% de actividad
de Vitamina C y 100.15% de concentracion de SOD. De
esta manera se puede indicar que todos los resultados
cumplen con las especificaciones requeridas.

Tabla 5. Resultados del primer lote, inicio

Parametros Especificaciones* Resultados
Aspecto Liquido color café, dulce Conforme
pH 4.00 - 6.00 4.80
Principio activo 90 — 150% Vit. C 120.23%
90 - 110% SOD 101.30%
vatamen et Cumple
Coliformes fecales NMP/CM3 <3 UFC/ml <3 UFC/ml
Coliformes NMP/CM3 <3 UFC/ml <3 UFC/ml
Recuento eg‘sg]fg /‘(’:1:;‘3’ <100 UFC / ml <100 UFC /ml
Recuento hongos y levaduras <10 UFC/ml <10 UFC/ml
E. coli Ausente Ausente

* Los porcentajes son mayores al 100% en las especificaciones de los principios activos vitamina C y SOD debido a que la
USP 36 permite cantidades hasta el 150% (exceso del 50%) en 4cido ascorbico, debido a la degradacién que puede sufrir,
en caso de SOD el exceso es del 10%, basado en el mismo anélisis para la vitamina C.
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Estudios de estabilidad Natural

Los estudios de estabilidad natural generalmente
consisten en someter al producto a condiciones
similares a las que estara expuesto. La camara de
estabilidad natural tiene los siguientes parametros:
Temperatura 30° Cy Humedad: 50% — 60 %.

Estabilidad primer mes

El pH del lote 1 se mantuvo dentro de los rangos
pre-establecidos, con un resultado de 4,75. Los
dos principios activos a analizar estuvieron dentro
de parametro, puesto que tanto la SOD con un
resultado de 99,50% y el acido ascorbico con
un resultado de 115,25% estaban dentro de las
especificaciones iniciales.

El pH del lote 2 fue de 4,75. Los dos principios
activos a analizar estuvieron dentro de parametros,
puesto que tanto la SOD con un resultado de 99,50%
y el acido ascorbico con un resultado de 110,25%
estaban dentro de las especificaciones iniciales.

El pH del lote 3 se mantuvo en 4,69. Los
dos principios activos analizados, se hallaron
dentro de parametro, puesto que tanto la SOD,
con un resultado de 98.75% y el acido ascorbico
con un resultado de 109.25% estaban dentro
de las especificaciones iniciales. Los resultados
microbiolégicos de los tres lotes permanecieron
inalterables, sin presencia de microorganismos.

Estabilidad segundo mes

En el lote 1, el pH fue de 4,71. Respecto a los dos
principios activos, éstos se encuentran dentro de
parametro. La SOD, con un resultado de 98.95%;
un ligero incremento frente al lote anterior. En
el caso de la vitamina C, en comparacién al mes
anterior, pasé 109,25% a 108,74%; es decir, 0,51%
menos. El pH del lote 2 se mantuvo dentro de
los rangos pre establecidos; su resultado fue
de 4,49, los dos principios activos analizados
se encontraron dentro de parametro;
la SOD con un resultado de 99,14% y el acido
ascorbico con 100,58% se estuvieron dentro de las
especificaciones iniciales. En el tercer mes, el pH

tanto

se mantuvo dentro de los rangos pre-establecidos;
su resultado en esta ocasiéon fue de 4,54. Los
principios activos analizados,
encontraron dentro de pardmetro; tanto la SOD con
un resultado de 98,90% y el acido ascorbico con

nuevamente, se

96,10% se estuvieron dentro de las especificaciones
requeridas. Los resultados microbiologicos de los
tres lotes permanecieron inalterables, sin presencia
de microorganismos.

Estabilidad tercer mes
En el lote 1, el pH fue de 4,80. Respecto a los dos
principios activos, estos se encontraron dentro de
parametro. La SOD, con un resultado de 101,30%
tuvo un ligero incremento frente al lote anterior.
En el lote 2, su pH se mantuvo dentro de los
rangos pre-establecidos; su resultado fue de 4,54.
Los dos principios activos analizados se encontraron
dentro de parametro; tanto la SOD con un resultado
de 98,90% y el 4cido ascorbico con 96,10% se
encontraron dentro de las especificaciones iniciales.
En el lote 3, el pH fue de 4,40, se mantuvo
conforme. Los principios analizados,
nuevamente, se encontraron dentro de parametro;
tanto la SOD con un resultado de 94,52% y el
acido ascorbico con 95,90% se hallaron dentro de

activos

las especificaciones requeridas. Los resultados
microbiolégicos de los tres lotes permanecieron

inalterables, sin presencia de microorganismos.

Estudios de estabilidad acelerada

Los estudios de estabilidad acelerada son disefiados
para aumentar la velocidad de cambios en las
propiedades fisicas y de degradaciéon quimica de
una sustancia o un producto farmacéutico, o un
alimento, usando condiciones de almacenamiento
extremas. Estos estudios tienen como objetivo
determinar los pardmetros cinéticos de los
procesos de degradacion o predecir la vida 1til del
producto farmacéutico en condiciones normales de
almacenamiento.

Estos pueden emplearse
para evaluar efectos quimicos a largo plazo en
condiciones no aceleradas y para valorar el impacto
de desviaciones de corta duracién de las condiciones
de almacenamiento declaradas en el rétulo, como

datos también

las que pueden ocurrir durante el transporte y
distribucién. Los resultados de estudios acelerados
no siempre predicen los cambios fisicos.

Las condiciones a las que se someti6 el producto
fueron Temperatura: 45° C y Humedad: 70%.
A continuaciéon en la Tabla 6 se resumen los
resultados obtenidos.
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Tabla 6. Resultados de la estabilidad acelerada

Parametros

Especificaciones*

Resultados

Aspecto

Liquido color café, dulce
pH 4.00 - 6.00 4.52

90 — 150% Vit. C 101.28%
Principio activo
90 - 110% SOD 94.57%
1 0,
Volumen Mayor o igual a 95% de Cumple
volumen declarado
Coliformes fecales <3 UFC/ml <3 UFC/ml
NMP/CM3
Coliformes NMP/ <3 UFC/ml <3 UFC/ml
CM3
Recuento estandar en <100 UFC/ ml <100 UFC / ml
placa REP UFC/CM3
Recuento hongos y <10 UFC/ml <10 UFC/ml
levaduras
E. coli Ausente Ausente

Conforme

*Los porcentajes son mayores al 100% en las especificaciones de los principios activos vitamina C y
SOD debido a que la USP 36 permite cantidades hasta el 150% (exceso del 50%) en 4cido ascorbico,
debido a la degradacién que puede sufrir, en caso de SOD el exceso es del 10%, basado en el mismo

anélisis para la vitamina C.

La propuesta de bebida funcional a base de
té verde fue sometida 24 horas a 45°C con una
humedad de 70% por 23 dias. Este dato se calculo
en base al informe 32 de la Organizaciéon Mundial
de la Salud, OMS, el cual indica que un estudio de
estabilidad acelerada para producto de 2 afos de
vida atil debe ser sometido a minimo 6 meses en
este procedimiento. La relacion fue 1 en 4, es decir
23 dias equivaldrian a 92 dias. De esta forma, la
propuesta cumple con la estabilidad acelerada.

Por lo expuesto, resulta de gran importancia
la neutralizaciéon de radicales libres ya que son
potencialmente mutigenos. Se forman epoéxidos,
y esta reaccion puede dar lugar a citotoxicidad,
alergia, mutagénesis o carcinogénesis, lo cual
dependera de las propiedades del epodxido en
cuestion. Al analizar los principales componentes
antioxidantes del té verde y relacionarlos con
la prevencion de enfermedades degenerativas,
se determin6é que las Isoflavonas y catequinas
contenidasen eltéverde son potentes antioxidantes.
Los estudios cientificos revelan que las isoflavonas
son capaces de influenciar en el metabolismo de las
hormonas sexuales y su actividad en el organismo,
asi como intervienen en la produccién de proteinas
y de enzimas intracelulares.

106 |

III. CONCLUSIONES

En la presente experimentacion se comprobd
que es posible desarrollar la bebida inicialmente
planteada. La estabilidad de la SOD fue adecuada
para el producto desarrollado a lo largo de los
tres meses de su estudio. El anilisis sensorial
determiné que entre la muestra tomada se prefirié
el sabor a naranja, puesto que este es el que gener6
mayor aceptacion por parte de los panelistas
seleccionados. Su aspecto y su color, resultaron
favorables a la apreciacion de los panelistas.

Se exhorta ala comunidad académica continuar
con la investigacion y desarrollo de productos
funcionales, para que de esta forma el consumidor
tenga acceso a productos que les permita gozar de
una mejor calidad de vida.
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Resumen

El estudio evalu6 la calidad del agua destinada al consumo humano en el cantén Quevedo, provincia de Los Rios, Ecuador. Se eva-
luaron parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos del agua en nueve estaciones de bombeo del EPMAPAQ), en épocas lluviosa
y seca. Se compararon los resultados obtenidos con los valores de referencia establecidos en las normativas (Acuerdo ministerial
N° 097 Norma INEN 1108, TULSMA, EPA y OMS), bajo el criterio de calidad para aguas destinadas al consumo humano y uso
domeéstico. Se determiné el Indice de Calidad de Agua (ICA) y la correlacién estadistica entre los parametros, usando la prueba
de “t” de Student, con una significancia estadistica de p = 0,05 entre las dos épocas. Los parametros: nitritos, nitratos, turbidez,
solidos disueltos totales, pH, dureza total, color y hierro, se encuentran en el rango de aceptabilidad de calidad ambiental. Los valo-
res, manganeso y oxigeno disuelto sobrepasan los limites maximos permisibles por el TULSMA, al igual que los coliformes fecales,
en época lluviosa. La mayoria de los parametros presentaron diferencias significativas (“t” al 5%) entre las dos épocas. El agua del
canton Quevedo estd levemente contaminada y requiere tratamiento de potabilizacién previo a su consumo.

Palabras Clave: calidad de agua; consumo; parametros quimicos-fisicos y microbiologicos.

Quality of water intended for human consumption
in a canton of Ecuador

Abstract

The study evaluated the quality of water intended for human consumption in the canton Quevedo, province of Los Rios, Ecuador.
Physical, chemical and microbiological parameters of water in nine EPMAPAQ pumping stations were evaluated, in rainy and dry
seasons. The results obtained with the reference values set out in the regulations (Ministerial Agreement No. 097 Standard INEN
1108, TULSMA, EPA and WHO) under the quality criterion for water intended for human consumption and domestic use was
compared. The Water Quality Index (ICA) and the statistical correlation between parameters were determined using the test "t" of
Student, with a statistical significance of p = 0.05 between the two periods. Parameters: nitrites, nitrates, turbidity, total dissolved
solids, pH, total hardness, color and iron are in the range of acceptability environmental quality. Values, manganese, dissolved oxygen
exceed the maximum permissible limits for the TULSMA, like fecal coliform in the rainy season. Most parameters showed significant
differences ("t" 5%) between the two periods. Quevedo Canton water is slightly contaminated and requires purification treatment
before consumption.

Keywords: water quality; consumption; chemical-physical parameters and microbiological.
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I. INTRODUCCION

A lo largo de la historia se conoce que el 71% de la
superficie del planeta Tierra esta cubierta de agua, de la
cual el 0,75% (8 millones de km3) es agua dulce, repartida
en aguas superficiales y subterraneasy el 0.2% flota en la
atmosfera, es por esto que la calidad del agua potable es
un factor determinante en el bienestar humano (Agudelo
et al., 2005). Las enfermedades propagadas por agua
potable contaminada con materia fecal, diezmaron a
la poblacién de ciudades enteras. Incluso actualmente,
el agua insalubre contaminada por fuentes naturales o
humanas sigue causando disminucién en la calidad
del agua y por ende la vida de los seres vivos (Morais,
Resende, Palau, & Tiago, 2016); (UNESCO, 2003), se da
la presencia de epidemias ocasionales, de enfermedades
bacterianas y virales ocasionadas por agentes infecciosos
transportados al ser humano mediante el consumo de
agua potable, tales como el colera, poliomielitis y otras
enfermedades. (Cohn, Cox, & Beger, 2002)

Otrofactoreslapresencia potencial de contaminantes
quimicos, orginicos e inorganicos y metales pesados,
procedentes de fuentes industriales, agricolas y de
la escorrentia urbana, los organofosforados y los
carbonatos que al tomar contacto con el ser humano,
probablemente, son la causa de enfermedades crdnicas
(cancer, danos en 6rganos internos), alteraciones en el
sistema nervioso e inmunolégico, lesiones al genoma
humano y producto de la reproduccién (Borbolla, Cruz,
Pifia, Fuente, & Garrido, 2003). El exceso de fluoruros
puede causar dafios en la medula espinal (Novotny,
1996) en (Salomons, Forstner, & Mader, 1996); (Cotler,
El manejo integral de cuencas en México: estudios y
reflexiones para orientar la politica ambiental. , 2004);
(Cotler, El manejo integral de cuencas en México , 2007)
(Howard, 2000).

Los parametros (fisicos, quimicos y biologicos)
como indicadores de calidad del agua, ofrecen multiples
ventajas (EPA-US., 2013), tales como: la presencia en
la mayoria de los sistemas acuaticos continentales, la
naturaleza sedentaria de los organismos, la simplicidad
metodolégica y una alta confiabilidad, lo que hace de
estos métodos una herramienta idonea para la vigilancia
rutinaria del estado ecolégico en las aguas dulces; en
este sentido se han desarrollado normas de calidad
de aguas superficiales basadas en la determinacion
de concentraciones maximas permisibles de agentes
quimicos (Cohn, Cox, & Beger, 2002). Para ello se han
propuesto el uso de herramientas en calidad de agua,
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que consisten en analizar los contenidos, fisico quimico
y biologicos. (Cordova, Gaete, & Aranguiz, 2009)

El ser humano requiere un minimo de tres litros
de agua potable por dia para consumo y un total de
veinte litros de agua potable, para las actividades
antropogénicas. Ecuador presenta la gran ventaja de
disponer agua dulce 22 500 m3/hab/afio, lo cual es
superior a 1 000 m3/hab/afio considerados por la (OMS)
Organizacion Mundial de la Salud y 1 700 m3/afio/
hab, (Soto & Reina, 2012); (PNUMA), Programa de las
Naciones Unidas para el Medio Ambiente) (SENAGUA,
2009). Bajo este escenario la Constitucion de la
Republica de Ecuador 2008 y el Plan Nacional del Buen
Vivir 2013-2017, garantizan el uso y aprovechamiento
para los seres vivos (salud y vida), asi como el cuidado de
este recurso, por lo cual hay que cuidar y darle un buen
uso. En este sentido, la investigacion tiene como objeto
evaluar la calidad del agua de las estaciones de bombeo
de la EPMAPAQ, destinada al consumo humano en el
cantén Quevedo, Ecuador, en las dos épocas del afio
(Nluviosa y seca).

II. DESARROLLO

1. Metodologia
Localizacion

El estudio se realizb en las estaciones de bombeo
de la Empresa Pablica Municipal de Agua Potable y
Alcantarillado de Quevedo, EPMAPAQ-Quevedo, en dos
épocas, lluviosa y seca, este cantén esti ubicado en la
provincia de Los Rios, Region 5, de la costa de Ecuador.
Cuenta con 173 585 habitantes segtin datos del (INEC,
2010), su actividad econ6émica es la agropecuaria y es la
ciudad mas grande y poblada de la provincia de Los Rios.
Esté situada a orillas del rio que lleva el mismo nombre
de la ciudad, sus condiciones geograficas son: 01° 20'
30" de Latitud Sur y 79° 28' 30" de Longitud occidental,
perteneciente a la zona subtropical; esta situada a 74
metros sobre el nivel del mar.

La Empresa Pablica Municipal de Agua Potable y
Alcantarillado de Quevedo (EPMAPAQ), fue creado
por Ordenanza Municipal el 01 de septiembre de 2010,
de conformidad con lo que establece el numeral 1 del
Art.14 del COOTAD (Codigo Orgénico de Organizacion
Territorial, Autonomia y Descentralizacion.). Gestiona el
agua de consumo para los habitantes del cantdn, cuenta
con nueve estaciones de bombeo de agua que alimentan
a los sectores del area urbana del cantén en mencién:
El Guayacan, Parroquia 7 de Octubre, Parroquia 17
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de Marzo, Parroquia Mi Pais, Parroquia Galo Plaza,
Agrilsa, parroquia Venus del Rio Quevedo, parroquia
Playa Grande y parroquia San José.

Metodologia y analisis
Las variables en estudio es la calidad del agua destinada
al consumo humano (variable dependiente) y los
parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos (variable
independiente). Se integré 27 muestras de agua por
época (3 muestras y 9 sitios), los resultados se presentan
del promedio de los nueve sitios en las dos épocas, el
muestreo para el analisis de agua se estableci6 siguiendo
los procedimientos en la toma de muestras de acuerdo a
normas NTE 2169, 2176 y 2226 del Instituto Ecuatoriano
de Normalizacién del Ecuador (INEC, 2010); (Brown,
Mcclelland, Deininger, & Tozer, 1970). Los anélisis
correspondientes en el laboratorio se realizaron de
acuerdo a las directrices y recomendaciones establecidas
en los Standard Methods (APHA, 2005); (AWWA,
2012); American Publich Hath Asociation. El anélisis
consistié en encontrar una media en las variables (fisicos,
quimicos y microbiol6gicos), de acuerdo al criterio de
calidad de agua para consumo humano y uso doméstico
Norma INEN 1107. Los resultados se compararon con
los valores de referencia de la normativa nacional 1108
(INEN, 1998), Acuerdo ministerial N° 097; (TULSMA,
2015); (EPA, 2013); (OMS, 2006), para calidad de agua
de consumo humano, bajo el criterio de calidad para
aguas destinadas al consumo humano y uso doméstico.
La calidad de agua para consumo se estableci6 segiin
el siguiente criterio: calidad de agua (GWQI) propuesta
de (Vasanthavigar, Srinivasamoorthy, & Vijayaragavan,
2010), pero con la adaptaciéon empleada por (Deepak,
2013), el cual utiliza la ecuacién (1):

QW (1)
| = I=1Xi""1i
owe i=1 Wi
Donde, Q, es el valor o indice de calidad para cada
parametro, y Wi es el peso de uno de los parametros
considerados.
El indice norteamericano (Dinius, 1987), se empled
promedio geométrico ponderado segtin el
siguiente arreglo (2):

ICA (NSF, Dinius) = <l_[ Il-)Wl- 2)

i=1

con el

Donde, Ii es el subindice del parametro i, y Wi es el
peso relativo o porcentaje asignado al parametro i. en la
Tabla 1 se observan los pesos relativos y la clasificacion

que considera cada indice
Tabla 1. Valores del peso Wi
para cada parametro del ICA

Pardmetro Dinius

(1987)
Oxigeno Disuelto 0.,109
pH 0,077
DBO 0,097
Nitratos 0,090
Coliformes Fecales 0,116
Temperatura 0,077
Conductividad 0,079
Color 0,063
Cloruros 0,074
Coliformes Totales 0,090
Alcalinidad 0,063
Dureza 0,065

Fuente: Torres et al, 2010

Una vez establecido el ICA se compard los resultados
con los valores asociados a la calidad del agua, ver Tabla 2.

Tabla 2. Valores del ICA asociados a la calidad de agua para consumo humano

Categoria Rango Descripcion
Excelente 90-100 No requiere tratamiento para consumo
Aceptable 80-90 Tratamiento menor requerido
Levemente Contaminada 70-80 Dudoso consumo sin tratamiento
Contaminada 50-70 Tratamiento de potabilizacion necesaria
Fuertemente Contaminad 40-50 Dudoso para consumo
Extremadamente contaminada 0-40 Inaceptable para consumo

Fuente: Dinius (1987)
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Y por ultimo, con los promedios se realiz6
correlaciéon estadistica con una prueba de “t” de
Student, cuya significancia estadistica fue p = 0,05
entre la época lluviosa y seca.

2. Resultados y discusion

2.1 Contaminacion del agua

Teniendo en cuenta que los contaminantes del
agua pueden provenir de una variedad de fuentes y
que causan dafio a la salud humana, es importante
tener marcadores de contaminacién del agua que
sean indicativos de las fuentes. Algunos herbicidas
pueden servir como marcadores de la escorrentia
agricola. Tradicionalmente se usan las bacterias

fecales coliformes provenientes de fuentes
domésticas, como marcadores de contaminacion
microbiana o viral. Potencialmente, los metabolitos
humanos endogenos asi como los constituyentes
de los alimentos, los productos farmacéuticos y
los productos de cuidado personal, pueden indicar
la entrada de contaminacion desde fuentes del
alcantarillado. La cafeina procedente del consumo
de café, té y bebidas de cola, pueden ser un
marcador de fuentes domésticas de contaminaciéon
del agua (Manahan, 2007), entre los principales
contaminantes del agua estan los que se detallan

en la Tabla 3.

Tabla 3. Tipos generantes de contaminantes del agua

Tipo de contaminante

Impacto

Elemento traza

Metales pesados

Metales enlazados organicamente
Radiontclidos

Contaminantes inorganicos

Asbesto

Nutrientes de algas

Sustancias que dan acidez, alcalinidad, salinidad (en exceso)
Contaminantes organicos traza

Medicamentos, anticonceptivos, etc.

Bifenilos policlorados

Plaguicidas

Residuos de petroleo

Alcantarillados, residuo humano y de animales

Material organico medida como demanda bioquimica de
oxigeno

Patogenos
Detergentes
Compuestos carcindgenos quimicos

Sedimentos

Sustancias que dan sabor, olor y color

Salud, biota acuatica, toxicidad
Salud, biota acuatica, toxicidad
Transporte de metales

Toxicidad

Toxicidad, bidtica acuatica

Salud humana

Eutrofizacion

Calidad del agua, vida acuatica
Toxicidad

Calidad del agua, vida acuatica
Posibles efectos biologicos
Toxicidad, biota acuatica, fauna
Efectos en la fauna, contaminacion visual
Calidad del agua, niveles de oxigeno

Calidad del agua, niveles de oxigeno

Efectos en la salud
Eutrofizacion, fauna, contaminacion visual
Incidencia de cancer

Calidad del agua, vida acuatica, fauna

Calidad del agua, vida acuatica, contaminacion visual

Fuente: (Manahan, 2007)

2.2 Calidad del agua

Al realizar en analisis comparativo de los parametros
fisicos, quimicos y microbiolégicos del agua, con los
valores de referencia de la normativa nacional (Acuerdo
ministerial N° 097; (INEN, 1998); (TULSMA, 2015);
(EPA, 2013); (OMS, 2006) para calidad de agua de
consumo humano, se muestran en la Tabla 4, se
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encontr6 que el oxigeno disuelto (% saturacién) en
época lluviosa fue de 14,84 y en época seca de 13,0 %
de saturacion, valores aceptables al compararlos con el
TULSMA (Tabla 4). Al respecto Sierra (2016), indica
que la solubilidad en el agua depende de la temperatura,
a mayor temperatura menos oxigeno y se disuelve, en
este caso la presencia de sdlidos disueltos totales, y
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coliformes fecales, hace que la actividad respiratoria se
acelere y disminuya el oxigeno disuelto. Un indicador
de agua de buena calidad es cuando el oxigeno presenta
un nivel mayor que 80% de saturacion, ya que permite
descomponer todos los materiales biodegradables
presentes en ella y con esto evitar su deterioro. Para
Cotler (2004), la mayoria de las especies aerobias
acuaticas no realizan sus actividades apropiadamente, si
no se toman las medidas pertinentes para incrementar
el oxigeno disuelto en el agua.

Los Nitritos y Nitratos en épocalluviosa fueron 0,15y
0,42 mg/ly, en épocaseca de 0,006y 1,04mg/1, siendo el
limite maximo permisible de 0,2 mg/1 para Nitritos y 50
mg/1 para Nitratos. La presencia de nitratos en la época
lluviosa posiblemente se debe al resultado de lixiviacion
de los fertilizantes que contienen nitrato de amonio,
contaminacion fecal de animales de sangre caliente y,
contaminacién fecal humana (Stevenson, 1999). Soto
y Reina (2012), manifiestan que cuando el resultado de
los Nitritos es muy bajo en el examen microbioldgico, se
observa una minima presencia de Coliformes Fecales;
en cambio en presencia de valores elevados de Nitritos
y Nitratos existe abundante crecimiento de Coliformes
Fecales.

Los nitratos son reducidos a nitritos por la ausencia
de oxigeno, cuando se sobrepasa los limites permisibles
de este elemento se convierten en aguas dafinas para
la salud humana, la reducciéon de nitrito bloquea la
hemoglobina, disminuye el transporte de oxigeno
por la sangre, especialmente en menores de 6 meses
(OMS, 1995). Otro problema es la posible formacion
de nitrosaminas, las cuales son potencialmente
carcinogenas (Cohn, Cox, & Beger, 2002), por lo que es
necesario la nitrificacion y desnitrificaciéon de estos dos
elementos. (Martinez & Garcia, 2009)

La época present6 contaminacion
microbiolégica, principalmente por Coliformes fecales,

Tluviosa

cuya presencia fue de 1 NMP/100ml, estando el agua
no apta para el consumo humano desde el punto
de vista microbiolégico, ya que el valor estipulado
en los decretos de la Normativa Ecuatoriana INEN
1108:2011, cuarta revision para Coliformes Fecales y
Totales, es de ausencia 0 nimero de microorganismos
presente por 100 mililitros de agua. Los contenidos
de Coliformes fecales son significativos con relaciéon a
la normativa vigente en el pais, por lo que la poblacién
no debe consumir este liquido vital. En referencia a los
microorganismos Manahan (2007), expresa que éstos

provocan serias lesiones en la salud humana, por lo
tanto no se debe exponer a la poblacion.

La temperatura alcanz6 valores como 26,8 en época
lluviosa y 25,60C en época seca. Segin Arizabalo y
Diaz (2010), al aumentar la temperatura disminuye la
solubilidad de gases y aumenta la de las sales. El pH se
encuentra en el rango de aceptabilidad correspondiente
a calidad ambiental satisfactoria, disminuyendo al
pasar de época lluviosa a seca, es decir de 7.45 a 7.26,
valor que se ubica en los limites permisibles que va de
6,0 a 9,0; este elemento es importante en el proceso
quimico que tiene lugar en el agua, por actuacion de los
floculantes.

Los valores que alcanzd el parametro dureza obtuvo
valores promedio de 149,2 mg/l y 115,6 mg/1 de CaCO3
en época lluviosa y seca, en su orden, ubicandose en
clasificacion de aguas blandas (<75 mg/1 de CaCO3), de
acuerdo al TULSMA y la OMS que refiere 500 mg/1 de
CaCOs.

El Hierro present6 valores promedio en época
lluviosa de 0.413mg/1, mientras que en época seca de
0,835 mg/1, valores por encima de lo permitido 0,3 mg/1,
por EPA y por debajo de los parametros de Acuerdo
Ministerial no. 97, OMS y TULSMA. Este elemento
es muy comun en la corteza terrestre, por lo que se
encuentra naturalmente en el agua, al entrar en contacto
con el oxigeno de la atmdsfera, el hierro ferroso se oxida
a férrico por lo que tiende a manchar las tuberias, en
concentraciones superiores a 0,3mg/1, también provoca
la aparicion de bacterias que lo consumen y forman una
biopelicula gelatinosa, degradando la calidad del agua al
momento de la circulacion.

Los valores promedio del Manganeso alcanzaron,
en época lluviosa 0,442 mg/1y en época seca 0,43mg/1,
superando el limite maximo permisible (0,05 mg/1) de
EPA, OMS y TULSMA,; estas concentraciones en agua
oxigenada forman solidos insolubles, coloracion del
agua.

2.3. indice de calidad de agua

El indice de calidad del agua en época lluviosa fue de
73,00 y en época seca 76,00 (Tabla 5y 6), se ubican en
aguas levemente contaminadas, de dudoso consumo,
sin tratamiento. No apta para consumo humano (Soto
& Reina, 2012); (Cérdova, Gaete, & Aranguiz, 2009);
(Gonzélez & Caballero, 2006); (Pickett & Cadenasso,
2002); (Andrade & Rivadeneira, 2014).
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Tabla 4. Criterios de calidad del agua para consumo humano

, ) Epoca Epoca NTE A.Cl.]erd?
Parametros* lluviosa  seca INEN EPA  Ministerial OMS TULSMA
1108 n°® 097
Oxigeno disuelto (% Saturacion) 14,843 13,0 - - - - no menor al 80% de saturacion
Nitritos (mg/1) 0,154 0,006 50 10 50 50 <2
Nitratos (mg/l) 0,42 1,04 50 10 50 50 50
Coliformes totales (NMP/100 ml) 1 1 - - 200 - 200
Coliformes fecales (NMP/100 ml) 1 1 <1,1 - 1000 - 1000
Temperatura (°C) 26,8 25,6 - - - - -
pH 7,45 7,26 - 6,5- 42619 6.5-9.2 6-9
8,5
Dureza (mg/1) 149,2 115,6 - - - 500 500
Cloruros (mg/1) 5,9 5,08 - - - 250 -
hierro (mg/l) 0,413 0, 835 - 0,3 1 1 1
manganeso (mg/1) 0,442 0,431 - 0,05 - 0,4 0,1
Sulfato SO4-2 (mg/l) 2,11 0,111 - - 500 - 500
Color (UPC) 26 21 15 15 75 - 75
Turbidez (NTU) 1,4 1 5 - 100 5 100
*Anélisis de Laboratorio grupo quimico Marcos ISO 17025 http://www.grupoquimicomarcos.com/
Tabla 5. indice de Calidad Agua en la época lluviosa
Parametros Valor Unidad Subindice Peso relativo ~ w corregido ICAm

Coliformes fecales 1 NMP/100 ml 100 0,116 0,143 1,93

Oxigeno disuelto 14,8 % Saturacion 23 0,109 0,136 1,53

DBOS mg/l 0,097

Coliformes totales 1 NMP/100 ml 100 0.090 0,117 1,71

Nitratos 0,42 mg/l 100 0,090 0,117 1,71

Conductividad uS/cm 0,079

Temperatura 26,8 °C 86 0,077 0,104 1,59

Ph 7,45 o 100 0,077 0,104 1,61

Cloruros 5,9 mg/1 100 0,074 0,101 1,59

Dureza 149,2 mg/1 58 0,065 0,092 1,45

Alcalinidad mg/1 0,063

Color 26 UPC 58 0,063 0,090 1,44

ICA= 73,00
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Tabla 6. indice de Calidad Agua en la época seca

Parametros Valor Unidad Subindice Peso relativo w corregido ICAm
Coliformes fecales 1 NMP/100 ml 100 0,116 0,143 1,93
Oxigeno disuelto 13,0 % Saturacion 21 0,109 0,136 1,51
DBOS mg/l 0,097
Coliformes totales 1 NMP/100 ml 100 0,090 0,117 1,71
Nitratos 1,04 mg/l 100 0,090 0,117 1,71
Conductividad uS/cm 0,079
Temperatura 25,6 °C 96 0,077 0,104 1,61
pH 7,26 o 110 0,077 0,104 1,63
Cloruros 5,08 mg/1 100 0,074 0,101 1,59
Dureza 115,6 mg/l 65 0,065 0,092 1,47
Alcalinidad mg/l 0,063
Color 21 UPC 61 0,063 0,090 1,45

ICA=176,00

Fuente: Elaboracién propia

La mayoria de los parametros de la calidad
del agua presentaron diferencias significativas
(“t” al 5%) entres las épocas: lluviosa y seca. Los
promedios mas altos en la época lluviosa fueron:
alcalinidad, nitritos y sulfatos, fueron pH, dureza,
color, nitritos y sulfatos. Los pardmetros con mayor
promedio en la época seca fueron: nitratos y hierro.
Los parametros que no presentaron diferencia
turbidez,
solidos totales disueltos, conductividad eléctrica,

significativas fueron; dureza total,

manganeso, nitratos y coliformes totales (Tabla

7). Los valores de nitratos, nitratos y sulfatos
obtenidos, tanto en la época lluviosa como en
época seca, son inferiores a los limites permisibles;
esto coincide con los resultados obtenidos por
(Borbolla, Cruz, Pifia, Fuente, & Garrido, 2003);
(Pérez, Delgado, & Torres, 2012), quienes indican
que el agua destinada a consumo humano debe
cumplir las normas de calidad para evitar riesgos
de enfermedades en los seres humanos que la

utilizan.

Tabla 7. Promedios de los parametros de la calidad del agua en época

lluviosa y seca

Parametros Ep?ca Epoca  Valor de Deswfiacién
lluviosa Seca “t” estandar
Coliformes fecales (NMP/100ml) 1,00 a 1,00 a 0,28 0,03
Oxigeno Disuelto (% saturacion) 14,80 a 13,00 a 0,45 0,38
Coliformes totales (NMP/100ml) 1,00 a 1,00 a 0,28 0,03
Nitratos (mg/1 0,42b 1,04 a 1,31 0,44
Temperatura (°C) 26,80 a 25,60 a 0,32 0,32
pH 7,45 a 7,26 b 2,24 0.06
Cloruros (mg/1) 5,90 a 5,08 a 0,38 0,08
Dureza (mg/1) 149,20 a 115,60 b 3,18 1,14
Color (UPC) 26,00 a 21,00 b 2,32 8,72
Nitritos (mg/1) 0,154 a 0,006 b 2,25 0,06
Hierro (mg/1) 0,413 b 0,835a 2,86 0,14
Manganeso (mg/1) 0,442 a 0,431 a 0,30 0,04
Sulfatos (mg/1) 2,11a 0,111 b 2,51 0,80

Promedios con letras diferentes (a 6 b) difieren estadisticamente de acuerdo al test de Student (p<0.05).

Elaboracion propia
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III. CONCLUSIONES

El Indice de calidad del agua determina que esta agua
no es apta para consumo humano, debido a que los
indicadoresla ubican en agua de dudoso consumo, que
requiere tratamiento de potabilizacién. Los promedios
de los pardmetros nitritos, turbidez, sélidos disueltos
totales, pH, dureza total, color y hierro, se encuentra
en aceptabilidad de calidad ambiental. Los valores
de coliformes fecales, Manganeso y oxigeno disuelto
en época lluviosa, sobrepasan los limites maximos
permisibles, elementos que no cumplen con la calidad
ambiental. Los parametros pH, dureza, color, nitritos
y fosfatos aumentaron en la época lluviosa y, nitratos
y hierro en la época seca, por lo que se debe realizar
un monitoreo permanente con el fin de identificar los
focos de contaminacion y evolucidn en el tiempo.
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I. INTRODUCCION

El andlisis de muestras ambientales es imprescindible
para una correcta interpretacion de cualquier estudio
en el &mbito de ésta area. ¢Coémo se puede detectar un
episodio puntual?, ¢Como se puede fabricar respetando
el medio ambiente?, ¢Cémo se puede restaurar o
regenerar un espacio contaminado?, o simplemente,
¢como podemos seguir el curso del transporte natural de
sustancias en la atmosfera o en el ciclo del agua?

La respuesta se obtiene cuando se conoce
exactamente cudl es la composicion de esas matrices.
A veces no basta con decir qué elemento o compuesto
existe, sino que hay que saber la estructura quimica del
compuesto. Si se toman como ejemplo las Dioxinas y
Furanos, o compuestos organometalicos de Hg, Sn y Pb,
en los que de todos los congéneres posibles solamente
unos pocos son considerados como toéxicos (Reeve,
2002). La Quimica Analitica tiene que dar la respuesta a
toda esta problematica de forma rapida y segura.

Para situarse en los problemas que se deben
abordar, hay que pensar en la naturaleza de las muestras
que normalmente deberan ser analizadas, variedad
y complejidad, en general, siempre estara presente.
Se trata de muestras reales que pueden ser, gaseosas,
liquidas o sdlidas, de tipo inorganico, organico o de
origen biolégica. Otra necesidad con la que se encuentra
la Quimica Analitica, es dar respuestas rapidas e “in
situ”, por lo que existe un amplio campo dentro de
los sensores y el andlisis automético que la Quimica
Analitica debe abordar.

La complejidad de la mayoria de las muestras medio
ambientales, llevar4, casi siempre, a la utilizaciéon de
técnicas combinadas, motivadas por un pretratamiento
o limpieza de la muestra y ser necesaria una separacion
previa antes de la deteccion. (Harvey, 2000)

En este articulo se trata de resumir y dar a conocer los
aspectos de mayor interés del analisis medioambiental
bajo dos aspectos: tipo de muestra y validez del método o
técnica. No se ha centrado en ninguna region en concreto,
sino que a través de diversos documentos (libros y
articulos cientificos), se han explicado las técnicas mas
empleadas en el anlisis ambiental. Por esta razén no se
hace referencia a ninguna legislacion.

La metodologia que se ha empleado en la elaboracion
de este articulo fue a través de un compendio de las
obras maés relevantes de la Quimica Analitica, Quimica
Ambiental y el Anélisis Ambiental.

II. DESARROLLO

1. Metodologia

Materiales y métodos

La metodologia empleada fue realizar un analisis
descriptivo bajo el criterio de analizar la literatura
maés relevante sobre la contaminacién ambiental y las
técnicas empleadas en el andlisis de la contaminacion,
asi como del tipo de muestras medioambientales, los
contaminantes y sus niveles maximos permitidos.

En este articulo los resultados no son cuantitativos,
sino cualitativos, ya que se realiza una descripcion de
las principales muestras medioambientales, los tipos
de contaminantes y qué técnicas se emplean para su
analisis quimico.

En primer lugar se describiran los distintos tipos de
muestras medioambientales, clasificindolas en funcion
del estado fisico en que se encuentran, liquido, s6lido o
gaseoso. Continuando con las necesidades analiticas en
funcién de la sensibilidad, describiéndose los tipos de
analisis en muestras medioambientales y las reacciones
quimicas en el medioambiente. Finalizando con las
técnicas de analisis que se emplean en funcién de la
muestra a analizar.

2. Resultados

2.1 Tipo de muestras medioambientales
Muestras gaseosas

El gas principal y el que mas atencién requiere en
estudios medioambientales es la atmésfera, necesitando
un control continuo de su calidad. Para poder definir
la calidad de una atmosfera determinada es necesario
componentes
minoritarios y de diversos posibles contaminantes
dependiendo éstos de la zona de influencia y los posibles
compuestos generados en ella, bien de forma natural

realizar andlisis continuo de los

o de origen antropogénico (Kettrup, 2002). Conviene
senalar aquellos mas comunes, ver Tabla 1.

Tabla 1. Componentes minoritarios de la atmosfera

Compuesto Concentracién Tipica
CO-Co, 100ngg"'-344 pgg’!
O, 1 a 100 ngg'!
CH, 1-2 pgg!
NO 310 ngg' (N?O)

X

1 a 1000 ngg' NO
SO 1 a 1000 p ngg!

2
CFCL,yCF,Cl, 200-340 pgg’!

Elaborado por los autores
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Son considerados como compuestos
contaminantes en la atmoésfera todos aquellos
compuestos que se cantidad

mensurable diferentes a los componentes naturales.

encuentren en

Partiendo de esta definicion en la atmoésfera los
contaminantes se encuentran como (Tabla 2):

Tabla 2. Tipos de contaminantes organicos e
inorganicos en la atmosfera

Contaminantes Organicos ~ Contaminantes Inorganicos
SO2 NOx NH3,SH2

Metales pesados

Hidrocarburos

Compuestos Organoclorados
y Clorofluorocarbonos CFCs

PAN(Peroxiacetil Nitratos)

Formaldehido

Organometalicos (Pb, Hg, Sn)

Compuestos Organicos
Volatiles(VOC) Polares muy
reactivos y No polares, mas
inertes

Elaborado por los autores

Para el andlisis de estos compuestos, la
mayoria de las veces, se necesitan utilizar técnicas
selectivas y muy sensibles, puesto que, los niveles
de concentracién en que se encuentran van a ser del
orden de ppm o ppb e incluso, a veces, se necesita
determinar ppt. Si se consideran los contaminantes
organicos hay que introducir muchas veces un nuevo
pardmetro de selectividad, como es el distinguir
entre los isdbmeros de un mismo compuesto, ya que,
solamente alguno de los congéneres es el compuesto

de interés. (Winefordner, 2003)

En la determinacién de compuestos gaseosos
es también necesario,
compuestos sin poder realizar una toma de muestra
fisicamente, por ser ésta inaccesible o bien que sea

muchas veces, analizar

necesario realizar analisis “in situ” o en continuo
empleando sensores remotos.

Muestras medioambientales liquidas

La muestra medioambiental liquida por excelencia,
y casi en exclusiva, es el agua. Se distingue entre
aguas naturales (superficiales o subterraneas), aguas
de consumo urbano, aguas de uso industrial o aguas
residuales industriales o urbanas o de zona agricola.
(Rouessac & Rouessac, 2004)

La problemética analitica difiere del tipo de agua a
analizar ya que los parametros a considerar difieren al
igual que los que se emplean para su caracterizacion.

En los diversos analisis de aguas sera necesario,
y muchas veces, especiar compuestos inorganicos,
especialmente metales, compuestos organicos
y organometalicos, dependiendo de cual sea su
procedencia y los efluentes que pueden llegar de otras
fuentes etc. (Rouessac & Rouessac, 2004)

Pensemos en las determinaciones necesarias e
imprescindibles que deben realizarse a las aguas
potables de suministro a la poblacién, sin considerar
los anélisis microbioldgicos y que se presenta en la
Tabla 3. Estas determinaciones es necesario realizar
todos los dias, y varias veces al dia, en la toma de
aguas y una vez potabilizada.

Tabla 3. Parametros Quimicos en Aguas Potables
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Compuesto Concentracion maxima Compuesto Concentracion maxima
Acrilamina 0.1pg/ml  Epiclorhidrina 0.10pg/ml
Antimonio 5.0pg/ml  Fluoruro 1.5pg/ml
Arsénico 10pg/ml  Plomo 10pg/ml
Benceno 1.9 pg/ml  Mercurio 1.0pg/ml
Benzo-alfa Pireno 0.010 pg/ml  Niquel 20pg/ml
Boro 1.0 mg/ml  Nitrito 0.50 mg/ml
Bromato 10pg/ml  Nitrato 50 mg/ml
Cadmio 5.0ug/ml  Plaguicidas 0.10ug/ml Totales
Cromo (III) y (VI) 50pg/ml  PAHs 0.10pg/ml
Cobre 2.0 mg/ml  Selenio 10pg/ml
Cianuro 50 pg/ml Tetra y Tricloroetano 10pg/ml
1,2-Dicloroetano 3.0 pg/ml  Trihalometanos 100pg/ml

Elaborado por los autores
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Algunos de estos pardmetros son sencillos de
determinar; sin embargo, hay otros que, aunque parecen
sencillos, necesita un procedimiento complicado; por
la necesidad de separar interferentes presentes y tener
que realizarlos con la sensibilidad requerida para poder
determinar los niveles en los que el agua se considera
como no potable.

Cuando se trata de agua de mar o aguas residuales
deben ser considerados aspectos particulares, en cuanto
a los procedimientos a aplicar. El agua de mar tiene su
singularidad debido a su alta concentraciéon salina y
las aguas residuales puede establecerse que cada una
es distinta, depende fundamentalmente de cuél es su
origen.

Muestras medioambientales solidas
El andlisis
generalmente emparejado el problema del tratamiento
delamuestra, puesto que, éste difiere de cual sea su origen
(mineral, organico, biolégico, vegetal etc.). También hay
que considerar si el anlisis a realizar puede hacerse
con técnicas de analisis destructivas o no destructivas,
si interesa el contenido total solamente, o las diferentes
especies, o bien su composicion superficial.

de contaminantes en soélidos lleva

El problema de la disoluciéon se reduce en muchos
casos a un problema de extracciéon de un determinado
analito teniendo en cuenta los factores de solubilidad,
polaridad, estabilidad etc. Otras veces el problema
se complica como es el caso de muestras de origen
biolégico, en los que a menudo hay que realizar etapa
de disolucion, etapa de limpieza y etapa de extracciéon y
preconcentracion dela especie a analizar (Wilson, 2015).

2.2 Necesidades analiticas en funcion de la
sensibilidad

Corrientemente los analitos a determinar son clasificados
en funcion de cudl es la concentraciéon relativa en
mayoritarios, minoritarios, trazas y subtrazas, esta
concentracion relativa condiciona la técnica a utilizar,
conjuntamente con la selectividad requerida.

En la determinacion de un componente al estado de
subtraza debe elegirse el procedimiento de entre aquellas
técnicas que permitan su identificacién inequivoca y
que se alcance el limite de determinacién requerido
por su condicién de subtraza, asi por ejemplo, para la
determinacion de mercurio en una muestra a los niveles
de ppb o ppt no puede utilizarse la determinacién por
absorcion atémica en llama o camara de grafito, habra

que realizarla utilizando como proceso de atomizacion la
técnica de vapor frio y realizar la medida por absorcion
atomica o fluorescencia atbmica. (Cazes, 2011)

Tipos de analisis necesarios en muestras
medioambientales

Las necesidades medioambientales, frecuentemente, no
se limitan al conocimiento de la concentracion total de
una especie; sino que, es necesario determinar cada una
delas especies en las que est4d un metal, ola concentracion
de cada uno de los isémeros o congéneres de un
determinado compuesto organico y también establecer
la reaccion de una sustancia en un medio determinado, o
la transformacién de un compuesto en el medio natural;
teniendo que realizar las determinaciones de las especies
reaccionantes, o de los productos de reaccion, es decir,
que hay que conocer la composicion no solo del producto
de partida, sino también, los metabolitos originados.
(Fifield & Haines, 1995)

La determinacién de la concentracion total de
un elemento quimico o0 un compuesto organico,
generalmente no presenta dificultades especiales;
actualmente se dispone de técnicas analiticas con
sensibilidad adecuada a las necesidades. Sin embargo,
los problemas analiticos surgen cuando tenemos que
realizar una determinacion de especies o el seguimiento
de una reaccion o transformacion de compuestos.

Como ejemplos tipicos en este campo se senalara a
continuacion alguna problematica especifica.
a) Estudios de Compuestos organometdalicos:
En la determinaciéon de Sn, Hg o As en seres vivos o en
aguas y sedimentos, generalmente no interesa como
aspecto prioritario conocer la concentraciéon total de
estos elementos, pues es un dato relativo y que sirve
para realizar, posteriormente, un balance de masas. Es
de mayor interés conocer el contenido, por ejemplo,
para los organoestafios en BuSnCl3 (MBT), Bu2SnCl2
(DBT), Bu3 SnCI(TBT), PhSnCl3 (MPhT), Ph2SnCl2
(DPhT), Ph3SnClI (TPhT) o para el arsénico en matrices
marinas y solidos lo que interesa es saber el contenido en
arsenobetaina, arsenocolina, &cido monometilarson-ico,
acido dimetilarsinic, As(III) y As(V)). Dependiendo de
cudl sea el compuesto considerado como toxico. (Fifield
& Haines, 1995)
b) Determinacion de Dioxinas y compuestos relativos:
De los 75 congéneres de dioxinas que se puede
encontrar, considerados como
toxicos en las concentraciones en ppt los siguientes:

Unicamente son
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2,3,7,8-TCDD; 1,2,3,7,8-PeCDD; 1,2,3,4,7,8-HxCDD;
1,2,3,6,7,8-HxCDD;1,2,3,7,8,9-HxCDD;
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD; 1,2,3,4,6,7,8,9-OCDD. (Fifield &
Haines, 1995)

L] |
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Figura 1. Dioxina
Elaborado por los autores

De igual forma para los furanos de los 135 congéneres
Gnicamente se consideran toxicos y bifenilos, 13 de ellos.

Figura 2. Furano
Elaborado por los autores

Como facilmente puede deducirse, la complejidad
y dificultad de un analisis de Dioxinas, Furanos y
PCBs llevara a utilizar una técnica muy sensible y muy
selectiva, puesto que es necesario discernir y cuantificar
compuestos semejantes, con muy pocas diferencias en
sus propiedades fisicas y quimicas. (Lee, 2003)
¢) Reacciones Quimicas en el Medioambiente:
Las condiciones del medio natural son de tal naturaleza
que se estd en un medio reactivo, por lo que son
frecuentes las transformaciones de los compuestos por
reacciéon con el H20 o en el agua y reacciones Redox.
A menudo estas reacciones estin acompanadas de
reacciones fotoquimicas, debido a la activacion de las
moléculas al absorber la radiacién solar, es decir, la
naturaleza es un medio reactivo y por tanto a la hora
de buscar ciertas especies contaminantes, se debe ir
hacia la determinaciéon de los productos de reaccion
o metabolitos generados. (Fifield & Haines, 1995). En
la Figura 3, para aclarar estos conceptos, se presenta
algunas de las principales reacciones que se dan en el
ambiente, con ejemplos especificos:

Suslitucion Mucleofilica:

©)-om + 10 —= Or-omon™+ & HCLHC, +0H —— CHOD, +CT4HO

L (=]
Br

CHyflr 4 Hz0 CHyOH + H* +
CHsBr + 84 CH.SH + Br
Oxidacidn

2GHg-BH +102 Oy —= HyG-5-58-CHy 4+ Ha OND" b Fhiciy & Y —a DH_"? + Pl Cherdicdin H;ﬂ
A

Pulley i ernls

Reacciones de Eliminacidn

Il Fusbums Fuialstn Butanasd

Reduccion

Figura 3. Reacciones quimicas mas comunes en el medioambiente
Elaborado por los autores
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A la vista de las posibles reacciones
dan, bien por reacciones entre diferentes especies,
reacciones de oxidaciéon por el oxigeno atmosférico,

que se

reacciones 4cido-base en el agua, siempre hay que
buscar no solo los compuestos madre, sino que
muchas veces es mas importante la determinacion
de los posibles metabolitos. El seguimiento del vector
contaminante se debe realizar midiendo la variacion
de la concentracion de los productos de reaccion en la
zona aerobia y anaerobia.

Técnicas Analiticas en Analisis
Medioambiental

Lanecesidad de conocer tanto lacomposicién como los
posibles contaminantes de una determinada muestra,
la posibilidad de hacer una toma de muestra fisica, o
su imposibilidad, junto con la necesidad de conocer
la variacion puntual en el tiempo de los contenidos
en las méas variadas especies y compuestos, ha llevado
a que, en estos momentos, la Quimica Analitica,
proporcione diversas metodologias apropiadas a
las necesidades medioambientales. (Smith, 2008).
Asi se pueden clasificar las medidas analiticas en
cuatro grupos fundamentales, independientemente
de cual sea la Técnica Analitica que se utilice en cada
momento.

a) Medidas en Continuo

Dentro de las Técnicas Analiticas disponibles, muchas
pueden utilizarse en anélisis en continuo. Hay que
sefialar ejemplos concretos, como la automatizacion
de un anélisis de agua que se emplea en muchos
laboratorios de control de agua potable.

Otro ejemplo de las necesidades de analisis
en continuo es el control de compuestos en las
atmosferas de las poblaciones, para el seguimiento de
la distribucion de contaminantes atmosféricos y que
hace necesario el control continuo de los siguientes
parametros: niveles de CO2 y CO, de NO2 y NO,
de SO2, de CH4, de O3 troposférico o urbano y O3
estratosférico.

Para llevar a cabo estas automatizaciones,
generalmente, se utilizan técnicas de respuesta rapida
y en continuo, acopladas, a veces, a sistemas de
separacion previa a la deteccidn o bien a la utilizacion
acoplados a
automaticos de analisis de gases o en sistemas liquidos
que cada dia se estan imponiendo maés. (Scott, 1997)
b) Analizadores de Gases
Estos sistemas pueden estar disefiados procurando

de Sensores selectivos sistemas

separar, mediante sistemas de trampas reactivas o
adsorbentes, aquellos gases interferentes al sensor
selectivo o bien dejando pasar un compuesto
Gnicamente y utilizar un sensor universal.

Para sistemas liquidos, los principales sensores
son: los potenciométricos ISE o ISFET; sensores
oOpticos, comtinmente acoplados a una Fibra 6ptica, y
a un sistema de medida de espectroscopia molecular,
de absorcién o luminiscencia en el rango UV-Visible.
Ultimamente se estin introduciendo en el campo
medioambiental los sensores basados en una reaccion
redox o amperométricos y los biosensores, que
pueden ser de dos tipos, amperométricos u opticos,
dependiendo que la respuesta después de la reacciéon
enzimatico, sea un producto electroactivo o con
propiedades cromoforas. (Eiceman, y otros, 2006)

Para las medidas en continuo la tendencia actual
es sustituir aquellas técnicas que son engorrosas o
tienen poca selectividad por técnicas que permitan,
en el rango de sensibilidad adecuado, realizar analisis
muy selectivos (Scott, 1997). Actualmente se estan
incorporando a las estaciones de medida en continuo
de gases atmosféricos determinaciones de O3, SO2
y NOx basadas en reacciones quimioluminiscentes y
medida de la radiacion fluorescente inducida.

Para la determinaciéon de NO y NO2 y Ozono y
SO2 o C2H4, una vez provocadas las reacciones, la
medida de las diferentes radiaciones posibilita la
determinacion de las diferentes especies.

2.3 Medidas en laboratorio

Cuando una muestra llega al laboratorio se debe
programar el analisis correspondiente de acuerdo con
la procedencia y el muestreo realizado, para ello lo
primero que hay que pensar es silas especies a analizar
son constituyentes mayoritarios, minoritarios, trazas
o subtrazas, con objeto de elegir el procedimiento y la
técnica adecuada, encaminada a conseguir resultados
exactos e incontestables. (Hernandez-Hernandez &
Gonzélez Pérez, 2002)

En este sentido toda la instrumentacion disponible
debe estar perfectamente calibrada y el laboratorio
disponer de sustancias patrones certificadas o
patrones normalizados previamente. (Hernandez-
Hernéndez & Gonzélez Pérez, 2002)

Como norma general es necesario indicar: si se
trata de determinar componentes mayoritarios, los
resultados mas exactos se consiguen a través de un
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andlisis volumétrico o gravimétrico, respetando las
condiciones en que se deben realizar dichas operaciones,
en cuanto a selectividad y teniendo siempre presente las
interferencias que pueden presentarse.

Hay que recordar: parala determinacion del grado de
contaminacion del agua basta con realizar una valoracion
por retroceso con permanganato o dicromato, como paso
previo a la determinacion del carbono orgénico total por
métodos instrumentales.

Para la determinacion de compuestos minoritarios,
y dependiendo de cudl sea la concentracién en que es
esperada la especie, habitualmente se recurre a técnicas
electroquimicas u dpticas, en funcion de las propiedades
quimicas o fisicas de las diferentes especies.

Para compuestos trazas y subtrazas, el empleo de
técnicas instrumentales se hace imprescindible; aunque
su exactitud es menor, sin embargo, la sensibilidad
que es posible alcanzar con ellas posibilita realizar
determinaciones a niveles de ppm, ppb o ppt, que de
otra forma seria imposible o requeriria disponer de
un tamafio de muestra dificilmente manejable. Para
elegir la técnica de andlisis més adecuada es necesario
conocer con exactitud el tipo de muestra, es decir, si ésta
contiene elementos metéalicos o por el contrario se trata
de compuestos organicos. (Hernandez-Hernandez &
Gonzélez Pérez, 2002)

Determinacion de Metales

Para la determinacién de Metales habitualmente se
dispone de:

a. Técnicas atomicas

Las técnicas atomicas estan basadas en la utilizacion de
los atomos al estado de vapor y posterior activacién por
energia electromagnética o energia térmica, midiendo
la energia absorbida o emitida por los 4&tomos al pasar a
un estado activado o al volver del estado activado, dando
lugar a las técnicas de absorcion, fluorescencia o emision
atémica.

Todas las técnicas atébmicas tienen en comin su gran
sensibilidad y selectividad, puesto que, estin basadas
en transiciones electronicas de 4tomos por lo que
dichas transiciones se producen de forma definida para
cada 4tomo y siendo distinta de un 4tomo a otro. Esta
caracteristica posibilita la determinacion multielemental
en una sola muestra practicamente sin interferencias.
(Broekaer, 2012)

El aspecto fundamental de las técnicas atbmicas es
la obtencién de los 4&tomos al estado de vapor; lo que
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conduce a las técnicas atbmicas en llama, electrotérmica,
plasma o de vapor frio, dependiendo si la produccién
de 4tomos se realiza en una llama. Mediante el
calentamiento en un horno, eléctrico, generalmente de
grafito, utilizando una fuente energética como un plasma
i6nico o al generar un vapor mediante una reacci6n
quimica de un elemento o compuesto con bajo punto de
ebullicién y tension superficial baja, el cual genera un
compuesto volatil a la temperatura ambiente. (Broekaer,
2012)

Como es bien conocido la base de los métodos
atomicos estd en la correcta aplicacion de la ley de
Boltzmann, que indica la relacion entre el ntimero de
atomos en estado excitado y el de atomos en estado
fundamental.

En la que N* es el n® de Atomos en estado excitado y
Ne el de atomos en estado fundamental.

Para la Absorcion es necesario que los atomos
permanezcan en estado fundamental.

Para la Emision es deseable que el mayor niimero de
atomos estén en estado excitado.

Para la fluorescencia es independiente, pero se
prefiere que la Intensidad de la emisiéon que se mide
proceda de la excitacion electromagnética, a través de la
lampara excitadora.

La determinacion de metales en muestras
ambientales se puede realizar utilizando cualquiera de
las técnicas mostradas en la Tabla 4.

Tabla 4. Resumen de técnicas atomicas

Llama (ppm de la mayoria de los elementos)

Absorcié Electrotérmica (Camara de grafito) ppb de

'so'rmon gran numero de elementos

atomica
Vapor frio (para Hg, As, Se, Sb y elementos
de hidruros volatiles)

Llama (alcalinos, alcalinotérreos y muchos
o otros metales)

Emision )

i Plasma (’)pthO. (la mayoria de elementos y
en concentraciones que varian desde mg/mL
appb)

Llama

Fluorescencia Vapor frio (Hg, As, Sb, Se a niveles de ppt)

atdmica

Elaborado por los autores a partir de Broekaer (2012)



Técnicas analiticas para el control de la contaminacién ambiental. Hernandez et al

La técnica atomica, que en muestras ambientales
se estd imponiendo en los tltimos afios sobre todas las
demas, es la que combina el proceso de obtencion de
vapor atémico por medio de un plasma iénico y como
sistema de deteccion la espectrometria de Masas, lo que
dalugar ala popularmente conocida como ICP-MASAS.
(Broekaer, 2012). Esta técnica consiste en la producciéon
de vapor atémico con una fuente energética alta,
generacion de las especies iénicas M+ e introduccién en
un detector cuadrupolar de Masas o en uno de Tiempo
de Vuelo, diferenciando los distintos elementos por su
masa atémica, pudiendo realizar asi mismo anélisis de
la abundancia isotopica de cada elemento. La técnica
presenta las ventajas de ser multielemental y selectiva
para cada elemento, ya que la propiedad utilizada es su
masa Atomica. (Broekaer, 2012)

Lautilizacion del sistema ICP-MS se est4 convirtiendo
en imprescindible, en analisis ambientales, por la
necesidad de disponer de un método rapido sensible
(se llega facilmente a la determinacién de ppb de la
mayoria de elementos), multielemental e incontestable,
cualidades todas ellas reunidas en esta técnica.

En conjuncién con las técnicas atdémicas estan
apareciendo, en trabajos de investigacion recientes y
en el mercado, diversos dispositivos de introduccion de
la muestra en los sistemas atomizadores, encaminados
hacia la posibilidad de automatizacién y andlisis de
sblidos sin tratamiento previo de la muestra por via
quimica. Un sistema que poco a poco se va introduciendo
en los laboratorios es la Ablacion por Léser, con él
se consigue introducir la muestra directamente en el
sistema de produccion del Plasma y asi realizar analisis
directos desde un solido, sea por Plasma Optico o por
Plasma Masas. Este sistema minimiza el tratamiento
de muestras solidas y acelera el proceso de analisis.
(Broekaer, 2012)

Ladesventajamayoresel preciodelainstrumentacion
y su mantenimiento, las Gltimas aportaciones en este
campo estan encaminadas a la disminucién en el
consumo del gas plasmégeno.

b. Técnicas basadas en la radiacion X

Frecuentemente se recurre para la determinacién de
metales pesados en muestras medioambientales, como
polvoatmosférico,aguasoresiduossolidos, ala utilizacion
de la fluorescencia de Rayos X o a la medida, mediante
la utilizacion de particulas aceleradas, que puede ser la
Fluorescencia de rayos X inducida por Protones (PIXE),
muy util en estudios de polvo atmosférico y residuos

solidos. (Rouessac & Rouessac, 2004)

Técnicas que proporcionan medidas muy sensibles
y con la ventaja de ser no destructivas, sin embargo,
por utilizar los electrones internos de los 4tomos no
diferencian estados de oxidaci6n.

c. Técnicas moleculares

Las técnicas moleculares tan populares, en la década
de los sesenta, para la determinaciéon colorimétrica de
metales mediante la formacién de complejos coloreados,
que se habian abandonado, estan resurgiendo, debido
a la disposicion de espectrofotometros portatiles o
Kits facilmente transportables, para la realizaciéon de
analisis in situ, especialmente en anélisis de aguas y a la
fabricacion de tiras reactivas para diferentes elementos,
semejantes al super conocido papel de tornasol para la
medida del pH. (Smith, 2008)

Todas las determinaciones basadas en este sistema
conjugan la reactividad de los diferentes iones frente
a reactivos generales, la formaciéon de complejos con
reactivos secuestrantes para la eliminacién de posibles
interferentes, con la reaccion del compuesto generador
del color con un reactivo organico formador de un
complejo estable y proporcionando un compuesto
coloreado intenso, que posibilite la deteccion a niveles
de ppm.

Tampoco conviene olvidar que muchos de los
complejos formados por la estructura molecular
presentan una seria opcién hacia la fluorescencia
molecular, provocada por la excitacién de una radiacion
en el ultravioleta, lo que proporcionara un método muy
sensible en la determinacién del elemento. (Fifield
& Haines, 1995). Los métodos colorimétricos son de
especial aplicaciéon para la determinaciéon de especies
anibnicas basados, la mayoria de las veces, en reacciones
redox previas.

d. Técnicas electroquimicas

Se entiende por técnicas electroquimicas aquellas que
utilizan el intercambio de electrones en la superficie de
un electrodo para provocar una reacciéon redox, midiendo
la intensidad de corriente al potencial de descarga, o el
propio potencial de equilibrio. (Pingarrén Carrazén &
Sanchez Batanero, 2010)

Las técnicas electroquimicas se pueden dividir en
tres grandes grupos: potenciométricas, voltamétricas
y culombimétricas. En analisis medioambiental son
especialmente utilizadas las técnicas potenciométricas
y voltamétricas, no solo en medidas en laboratorio;
sino como base para la fabricacion de sensores
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electroquimicos y en medidas online. (Pingarréon
Carrazon & Sanchez Batanero, 2010)

Las técnicas potenciométricas son la base de todos
los electrodos selectivos y estan basadas en la medida del
potencial de equilibrio de una reaccién redox o potencial
de membrana para los electrodos selectivos (ISE), o
los electrodos de campo (ISFET) y relacionandolo, a
través de la ecuacion de Nernst, con la concentracién o
actividad de la especie medida. (Pingarréon Carrazén &
Sanchez Batanero, 2010)

Las técnicas voltamétricas estan basadas en la
provocacion de la reaccion de reduccion u oxidacién
de la especie electroactiva, mediante la aplicaciéon de
un potencial y midiendo la intensidad de corriente
generada. En las técnicas voltamétricas la forma de
aplicar el potencial y como se realiza la medida de la
intensidad, indica cual es la técnica utilizada. (Pingarron
Carrazon & Sénchez Batanero, 2010)

En una reaccién provocada en un electrodo, la
corriente medida es la suma de la intensidad faradica
y la intensidad de carga; por ello la forma de medir la
intensidad siempre va dirigida hacia la minimizacién de
la corriente de carga, y relacionar la intensidad medida
con la concentracion de la especie presente, a través de la
ecuacion de Cottrell, fijando para ello un tiempo definido
para realizar dicha medida. (Pingarréon Carrazon &
Sanchez Batanero, 2010)

Las técnicas voltamétricas se clasifican en funcién
de cuél es la forma de aplicar el potencial al electrodo:
voltametria de barrido lineal, voltametria normal de
pulsos, voltametria diferencial de impulsos y voltametria
de onda cuadrada. (Pingarréon Carrazén & Séanchez
Batanero, 2010)

Lamedidadelaintensidad siempre tiende arealizarse
cuando la corriente de carga es cero o proxima a cero y
al tiempo en el que exista una mayor intensidad faradica.
(Pingarrén Carrazén & Sanchez Batanero, 2010)

En anélisis ambiental, para la determinacion de
metales y compuestos organicos, se suele utilizar
una técnica encaminada a la medida de ppms o ppbs
mediante la acumulacion de la especie electroactiva en
la superficie del electrodo, sea por la formacion de una
amalgama, en el electrodo de mercurio, constituida al
provocar la reducciéon del metal en su superficie, por la
formacion de complejos adsorbidos en la superficie del
electrodo, o por la formacion de compuestos insolubles
en el electrodo. Para compuestos organicos, también
se consigue una acumulaciéon mediante adsorcién o a
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través de una reacciéon quimica en un modificador de
la superficie del electrodo, la respuesta del electrodo
es seguida por la oxidacién-reduccion posterior de las
especies acumuladas, lo que da lugar a las conocidas
técnicas de Stripping, registrando las correspondientes
curvas, intensidad potencial o potencial —tiempo.
(Pingarrén Carrazon & Sanchez Batanero, 2010) (Lee,
2003)

Las técnicas electroquimicas son muy utilizadas
en estudios de especiacion de metales pesados, pues al
tratarse de técnicas que relacionan el potencial al que se
producen las reacciones redox, se esta trabajando con
energias libres de formacién de especies. (Pingarron
Carrazon & Sanchez Batanero, 2010)

Determinacion de especies anionicas

La determinacién de aniones se suele realizar utilizando
cualquiera de las siguientes técnicas: potenciometria con
electrodos selectivos, cromatografia i6nica, electroforesis
capilar.

La utilizacibn de electrodos selectivos estd muy
extendida para la determinacion de aniones como
Fluoruro, Carbonato, Sulfuro, Cloruro Cianuro y
especialmente para los gases CO2, SO2, NH3, y
CNH, sin embargo adolecen de una cierta falta de
sensibilidad, puesto que concentraciones inferiores a
10-5 practicamente no se detectan. (Lee, 2003)

La cromatografia i6nica ha sido la técnica mas
utilizada en los dltimos tiempos para la determinacién
de especies anibnicas, especialmente en aguas, con
limites de determinacién que estin en el rango de las
ppm o incluso ppb; asi se determinan conjuntamente,
con suma facilidad, aniones como Perclorato, sulfato,
nitrato, nitrito, cloruro, bromuro, carbonato y otros
aniones de tipo orgénico. (Dean, 2007)

Actualmente la determinacién de aniones se esta
realizando de modo mas sencillo y de forma selectiva
mediante la electroforesis capilar. Técnica basada en
la aplicaciéon a dos electrodos de platino, colocados
en una disolucién tampén, en los extremos de un
capilar de silice, un voltaje de 20-30 KV, con lo que
se provoca la movilidad de los aniones hacia el polo
positivo y ordenandose en funcién de su relacién carga
radio. Mediante la electroforesis capilar es posible la
determinaciéon completa, en unos pocos minutos, de los
aniones presentes en una muestra liquida. (Berkelman
& Stenstedt, sf)

La electroforesis capilar es una técnica muy util en
analisis medioambientales pues, es posible ordenar la
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movilidad de aniones, especies neutras y catibnicas,
por la aplicaciébn de wun potencial y en funcién de
su carga y tamafo. (Smith, 2008). La utilizacién de
detectores universales o selectivos posibilitardA una
metodologia de muy facil utilizacién, y de gran eficacia,
en determinaciones medioambientales.
Determinacién de compuestos organicos de
interés medioambiental

El andlisis de compuestos orginicos en muestras
medioambientales es, por lo general, un anélisis muy
variado, que va de muy sencillo, a muy complicado;
puesto que, la casuistica es muy variada y las necesidades
también lo son.

El andlisis de compuestos orgéanicos, en cuanto a
la eleccion de la técnica adecuada, generalmente esté
muy relacionado con la naturaleza de la muestra, la
sensibilidad requerida y la rapidez con que se debe
realizar.

Como norma general, y antes de programar la
metodologia analitica a utilizar, se debe tener presente las
propiedades fisico-quimicas del compuesto, conociendo
su temperatura de ebullicion, su solubilidad, polaridad,
propiedades espectroscopicas, propiedades redox, y su
espectro de Masas principalmente. (Schwarzenbach,
Gschwend, & Imboden, 2007)

La determinacion de compuestos organicos en

una muestra medioambiental no se limita Gnicamente
a un compuesto o en estado practicamente puro, sino
que generalmente es una mezcla de compuestos, o de
compuestos y sus metabolitos generados, por distintas
reacciones, a partir del compuesto madre. Por ello casi
siempre, por no decir siempre, hay que recurrir a la
utilizacion de una técnica de separacion de compuestos
previa ala determinacion, porlo que siempre se piensaen
la utilizacién de una Cromatografia acoplada a la técnica
de deteccion apropiada, atendiendo a las propiedades
de los compuestos y su nivel de concentracion.
(Schwarzenbach, Gschwend, & Imboden, 2007)

También, de manera frecuente, las muestras
medioambientales requieren una etapa previa de
purificacion y preconcentracién, mediante sistemas
de extraccion, cambio idnico, o nuevas técnicas de
extraccién en fase solida, tanto en escala macro como
micro. Las técnicas cromatograficas tienen la ventaja de
permitir el acoplamiento de una técnica de separacion
muy eficaz en continuo, con técnicas de deteccion
sensibles y universales o selectivas, segtin las necesidades
del anélisis a realizar.

En el esquema de la Figura 4, se incluye un resumen
de los posibles acoplamientos cromatograficos, con los
detectores mas comunes, en anéalisis medioambientales
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Figura 4. Técnicas de determinacion de compuestos organicos
Elaborado por los autores
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La eleccion de la técnica cromatografica debe
realizarse teniendo en cuenta la polaridad y la
temperatura de ebullicion de las sustancias a
separar. Asi, en la Figura 4 se resume el camino
apropiado para una correcta eleccion de la técnica
cromatogréafica a utilizar. (Wilson, 2015)

La eficacia de un andlisis cromatografico
depende, de manera fundamental, de la correcta
eleccion de la columna y la fase moévil. La columna
se elige en funcién de la posible interaccion entre
las sustancias a separar y la fase estacionaria, es
decir, del mecanismo de interaccién entre el soluto
con la fase movil y la fase estacionaria a utilizar.
Asi, se debe tener presente si el mecanismo ideal
es adsorcion, reparto, por fases enlazadas, cambio
i6nico, formacion previa de pares idnicos, exclusion
o afinidad, que unido a la eleccion de fases polares,

semipolares o apolares, proporcionara
correcta separacion de los diferentes compuestos
0 especies, para posteriormente utilizar cualquiera
de los detectores adecuados. (Winefordner, 2003)

La eleccion del detector acoplado al sistema

una

cromatografico siempre se debe realizar en funcién
de la sensibilidad necesaria y teniendo presentes
las propiedades de los compuestos, lo que marcara
la selectividad de este detector para ése tipo o
familia de compuestos. (Herndndez-Hernandez &
Gonzalez Pérez, 2002) (Harvey, 2000)

En la Tabla 5 se incluyen los detectores
méas utilizados en cromatografia de gases y en
cromatografia Liquida, para la cromatografia de
fluidos supercriticos se utilizan los de gases como
liquidos.

Tabla 5. Detectores cromatograficos

Cromatografia de Gases Cromatografia liquida
Detector Limite de deteccion aprox  Detector Limite de
deteccion
Conductividad Térmica ( No Dest) 400 pg/ml Indice de Refraccion (No Destr) ug
Ionizacion de Llama (Dest) 2pg Ultravioleta Visible (No Des) ng
Tonizacion de Llama N-P (Dest) 100fg para N-P Fluorescencia Molecular (No Des) Ng
Captura Electronica (No Dest) <lpg Electroquimico-Amperométrico (No D) Ng
Fotometria de Llama (Dest) <lpg para Py <10pg paraS  Electroquimico —Culombimétrico (D) Ng
Quimioluminiscencia para S(Dest) 100 fg Masas (Destructivo) ug
IR con FT(No Dest) 200pg a 40ng IRFT Mg
Masas (Dest) 24fg a 100 pg

Elaborado por los autores a partir de Hernandez-Hernandez & Gonzalez Pérez (2002)

En quimica medioambiental es
actualmente,
generador de los iones por impacto electrénico, con
un espectrometro de masas de ionizacién quimica,
colocar en medio de dos detectores de masas una

corriente,
acoplar un detector de masas

trampa de iones, para después introducirlo en
otro detector de masas y refinar el analisis de este
Ion o grupo de iones, es decir, existen multiples
combinaciones para poder refinar un andlisis y
practicamente hacer inapelables los resultados
obtenidos; aspecto este,

estudios medioambientales

importantisimo en
tanto con fines
de recuperacién, como desde una perspectiva
administrativa. (Kettrup, 2002)

Las combinaciones

espectrometria de masas con la cromatografia o

mas frecuentes en
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técnicas como desorcion térmica o ablacion laser
previa, son: masas-masas-masas; masas-masas-
tiempo de vuelo; masas-ion trap-masas; ESI-ion
trap-ion mobility-TOFMS. (Scott, 1997)

2.4 Sensores
En los dltimos
medioambientales

afios las  necesidades
han propiciado
respuestas selectivas, y de modo continuo, para
ciertos parametros de interés medioambiental,
por su incidencia en la sociedad. Ello lleva a la
utilizacién de sistemas de respuesta continua
y selectiva, colocados muchas veces en sitios
inaccesibles, esto constituye

obtener

lo que se conoce
COmMo sensores.
Se define como un sensor quimico aquel
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dispositivo que responde selectivamente a un
analito particular, a través de una reaccion quimica
y que puede ser usado para la identificacion y
cuantificacion de ese analito. (Cooper & Cass,
2010). Un sensor quimico consta de dos partes o
regiones; la que posee el dispositivo donde ocurre
la reacciéon quimica y se produce una sefial y la que
contiene el transductor que responde ala sefial y la
traslada, para procesarla y medirla. (Janata, 2001)

Los sensores se pueden clasificar en dos
Quimicos y
Biosensores, aunque la interfase entre ellos, en
muchos casos es total, puesto que la mayoria de
los biosensores utiliza las mismas propiedades
que los sensores quimicos, salvo que se utilizan en

categorias principales: Sensores

material biolégico o usa una reaccidn enzimatica
como generadora de un producto medible. (Sadana
& Neeti, 2011)

Los sensores quimicos se pueden clasificar en
varios grupos, de acuerdo al tipo de transductor
que utilizan.

- Opticos: hay una medida espectroscépica
siendo los
que utilizan medidas de

unida a la reacciébn quimica,

principales los

Absorbancia, luminiscencia, o reflectancia.
(Sadana & Neeti, 2011)

- Electroquimicos: utilizan bien la medida

de un potencial (potenciométricos) o una
intensidad de corriente (amperométricos o
voltamétricos). (Sadana & Neeti, 2011)
Dentro de los sensores potenciométricos se
incluyen los que utilizan algtn tipo de electrodo
selectivo de iones ISE y los que utilizan la
reaccion selectiva unida a un semiconductor,
formando un transistor de efecto campo ISFET.
En esta categoria también pueden incluirse los
sensores de gases basados en semiconductores
y que la medida depende de la conductividad
del semiconductor, aunque en ellos no hay
ninguna reaccién quimica o electroquimica
para que se obtenga respuesta.

- Sensibles a un cambio de Masa: hacen uso
del efecto piezoeléctrico. Responden cuando
ocurre un cambio de masa en la superficie
de un cristal piezoeléctrico, provocando un
cambio en la frecuencia de oscilacién, son
muy utilizados en anélisis de gases. (Sadana &
Neeti, 2011)

- Sensibles al calor: basados en la medida del
calor de reaccion del analito, a través de
termistor o un termémetro de platino. (Sadana
& Neeti, 2011)

- Biosensores; sensor quimico, cuya reaccion
fundamental tiene una especial afinidad a un
analito, a través de un reactivo con actividad
biolégica  antigeno
substrato receptor hormona y que produce una

anticuerpo, enzima
senal de cualquier tipo de las senaladas para los
sensores quimicos, Opticas, electroquimicas,
de masa o de calor. (Sadana & Neeti, 2011)

Las principales aplicaciones de los sensores
en analisis medioambientales, se encuentran en el
control de gases, medidas de pH de aguas naturales
e industriales, determinacion de pesticidas, etc.

2.5 Discusion de los resultados

En el trabajo presentado se describen los tipos de
muestras medioambientales mas importantes para
analizar, gaseosas, liquidas y sélidas, asi como los
niveles de concentracién normales en el caso del
aire y los contaminantes orgénicos e inorganicos.
Con respecto a los contaminantes quimicos en
aguas potables, tanto organicos como inorganicos,
indicando siempre que en la mayoria de los casos
es imprescindible especiar en qué forma quimica
se encuentra el contaminante.

Con respecto a las muestras soélidas es
necesario tener en cuenta su origen, minera,
vegetal, bioldgico, etc., hay que considerar si el
anélisis es destructivo o no destructivo, si interesa
la composicién total o una de las partes o bien
su composicion superficial. En la mayoria de
los casos es necesario, ademéas de su disolucidn,
emplear técnicas de separacidn.

También se analizan las necesidades analiticas
componentes.
Mayoritario, minoritarios trazas, subtrazas.

Se hacen consideraciones de algunos tipos de
muestras medioambientales indicando siempre
que es necesario determinar cada sustancia o

en funciéon de la sensibilidad,

compuestos derivados, bien por reacciéon en el
medio en el que se encuentra, por reacciones, es
decir no solo hay que conocer la composiciéon del
producto de partida sino también los metabolitos
originados.

En este aspecto se pone mas interés en
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compuestos habituales y toxicos que se encuentran
en el medioambiente,
organometéalicos, dioxinas, furanos,

como son compuestos
y algunos
tipos de reacciones que estan en el medio natural.
Es necesario también realizar distinciones con
respecto a las técnicas de medida en éste tipo de
muestras, en continuo, analizadores de gases en
continuo para contaminantes atmosféricos, aguas
potables, fundamentalmente, y las medidas en el
laboratorio que se las hacen en:

Determinaciéon de metales por Técnicas
atémicas como son la absorcién atémica, en llama,
camara de grafito, vapor frio; emisién atémica y
fluorescencia atémica.

Técnicas moleculares, técnicas electroquimicas
como  potenciométricas,

culombimétricas.

voltamétricas y

Con respecto a la determinaciéon de especies
aniconicas de gran interés en el medioambiente,
son destacables los electrodos selectivos, la
cromatografia i6nica y electroforesis capilar.

Para los compuestos organicos existen armas
poderosas como son la cromatografia de gases
y la de liquidos de la alta presi6on, también la
electroforesis capilar, que permite la separacion
de los compuestos presentes en una muestra y
su determinacién en continuo. Estas técnicas
utilizan detectores muy sensibles, en algunos
casos especificos para un determinado grupo
de compuestos y el acoplamiento con detector
de masas permite saber la estructura de cada
compuesto.

III. CONCLUSIONES

En base a los resultados presentados en este
trabajo se concluye que la Quimica Analitica
tiene los recursos suficientes para dar respuesta
a las necesidades de deteccion y cuantificacion
en contaminaciéon tanto en gases, liquidos y
solidos, disponiendo de métodos de separacion
y cuantificacién Opticos, eléctricos. También se
disponen de sistemas automaéticos de toma de
muestra y cuantificacion en muestras gaseosas y
liquidas.
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do mas de una referencia en el mismo afio, se diferenciaran
con lasletras a, b, ¢, etc., colocadas inmediatamente después
del afio de publicacion (por ejemplo, 2011a). Si el (los) mis-
mo (s) autor (es) tiene (n) varias publicaciones con distintas
fechas pueden citarse juntas en el texto (Campos et al., 2014,
2015). Se recomienda que los autores revisen directamen-
te las fuentes originales, en lugar de acudir a referencias
de segunda mano; sé6lo cuando no sea posible localizar la
fuente primaria de informacion se aceptara citar un trabajo
mediante otra referencia. Ejemplo: (Ramirez, 2008, citado
por Alvarado, 2015). Teniendo en cuenta que en el apartado
de referencias solo se sefialaran los autores de los articulos
realmente consultados, o sea, Alvarado (2015) en este caso.
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COMPOSICION

Cada contribucion deber4 ordenarse en las siguientes par-
tes: titulo en espafiol, datos de los autores, resumen y pa-
labras clave en castellano; titulo, resumen y palabras clave
en inglés; introduccion, metodologia o procedimiento, re-
sultados, conclusiones, referencias bibliograficas y agrade-
cimientos.

1. Titulo en espaiiol. Debe ser breve, preciso y codifica-
ble, sin abreviaturas, paréntesis, formulas, ni caracteres
desconocidos. Debe contener la menor cantidad de pala-
bras (extensiéon méxima de 15 palabras) que expresen el
contenido del manuscrito y pueda ser registrado en indices
internacionales.

2. Datos de los autores. Debe indicar el primer nombre
y primer apellido. Se recomienda para una correcta indiza-
ci6n del articulo en las bases internacionales, la adopcion de
un nombre y un solo apellido para nombres y apellidos poco
comunes, o bien el nombre y los dos apellidos unidos por
un guién para los mas comunes (Ej. Maria Pérez-Acosta).
En otro archivo se debe indicar la informaciéon completa
de cada autor: nombre y apellido, titulo académico, lugar
de trabajo, cargo que desempefia y direccién completa, in-
cluyendo ntimero de teléfono, fax e imprescindible correo
electrénico.

3. Resumen en espaiiol y Palabras clave. Debe sefialar
el objetivo o finalidad de la investigacion y una sintesis de
la metodologia o procedimiento, de los resultados y conclu-
siones mas relevantes. Tendra una extensiéon maxima de
200 palabras en un solo parrafo con interlineado sencillo.
No debe contener referencias bibliograficas, tablas, figuras
o ecuaciones. Al final del resumen incluir de 3 a 10 palabras
clave o descriptores significativos, con la finalidad de su in-
clusion en los indices internacionales.

4. Titulo, Resumen y Palabras Clave en inglés (Abs-
tract y Keywors). Son la traduccion al inglés del titulo,
resumen y palabras clave presentadas en espafiol.

5. Introduccion. Se presenta en forma concisa una des-
cripcién del problema, el objetivo del trabajo, una sintesis de
su fundamento teérico y la metodologia empleada. Se debe
hacer mencién ademas del contenido del desarrollo del ma-
nuscrito, sin especificar los resultados y las conclusiones del
trabajo.

6. Desarrollo:

* Materiales y Métodos (Metodologia): se describe
el disefio de la investigacion y se explica como se realizo el
trabajo, se describen los métodos y materiales desarrollados
y/o utilizados.

* Resultados: se presenta la informacién y/o producto
pertinente a los objetivos del estudio y los hallazgos en se-
cuencia logica.

« Discusién de resultados: se presentan los argumentos
que sustentan los resultados de la investigacion. Se exami-
nan e interpretan los resultados y se sacan las conclusiones
derivadas de esos resultados con los respectivos argumentos
que las sustentan. Se contrastan los resultados con los re-
ferentes tedricos, justificando la creacién de conocimiento
como resultado del trabajo.

7. Conclusiones. Se presenta un resumen, sin argumen-
tos, de los resultados obtenidos.

8. Referencias bibliograficas. Al final del trabajo se in-
cluiri una lista denominada “Referencias”; la veracidad de
estas citas, sera responsabilidad del autor o autores del arti-
culo. Debe evitarse toda referencia a comunicaciones y do-
cumentos privados de difusion limitada, no universalmente
accesibles. Las referencias bibliogréficas se citan en estricto
orden alfabético, iniciando con el apellido del primer autor
seguido de la (s) inicial (es) de su(s) nombre (s). Si todos los
autores son idénticos en dos o més referencias, la fecha de
publicacion dictara su ordenamiento en la lista final. Si se
da el caso de que existan dos o0 mas articulos, de los mismos
autores y publicados en el mismo afio, en la lista de referen-
cias se incluiran por orden alfabético de los titulos de los ar-
ticulos, agregando una letra como sufijo. Al final del trabajo
se indicarén las fuentes, como se describe a continuacion,
segun se trate de:

a. Libro: A continuacién se describen varias formas de ci-
tar un libro.

Libro con autor: Apellido autor, Iniciales nombre autor,
(Afo), Titulo en cursiva, Ciudad y pais, Editorial. Por ejem-
plo:

Hacyan, S., (2004), Fisica y metafisica en el espacio y el
tiempo. La filosofia en el laboratorio, México DF, México:
Fondo nacional de cultura econémica.

Libro con editor: En el caso de que el libro sea de multiples
autores es conveniente citar al editor. Apellido editor, Inicia-
les nombre editor. (Ed.). (Afo). Titulo. Ciudad, Pais: Edito-
rial. Por ejemplo:

Wilber, K. (Ed.). (1997). El paradigma holografico. Barcelo-
na, Espafia: Editorial Kairds

Libro en version electronica: Los libros en version electroni-
ca pueden venir de dos maneras: Con DOI 'y Sin DOI. El DOI
(Digital Object Identifier), es la identificacién de material di-
gital, inico para cada libro.

Libros en linea sin DOI: Apellido, Iniciales nombre autor.
(Ano). Titulo. Recuperado de http://www.xxxxxx. XXX

De Jestis Dominguez, J. (1887). La autonomia administrati-
va en Puerto Rico. Recuperado de http://memory.loc.gov/
Libros Con DOI: Apellido, Iniciales nombre autor. (Afo).
Titulo. doi: XX.XXXXXXXX

Montero, M. y Sonn, C. C. (Eds.). (2009). Psychology of
Liberation: Theory and applications. doi: 10.1007/ 978-0-
387-85784-8

Capitulo de un libro. Se referencia un capitulo de un libro
cuando el libro es con editor, es decir, que el libro consta de
capitulos escritos por diferentes autores: Apellido, A. A., y
Apellido, B. B. (Afio). Titulo del capitulo o la entrada. En A.
A. Apellido. (Ed.), Titulo del libro (pp. xx-xx). Ciudad, Pais:
Editorial

Molina, V. (2008). “... es que los estudiantes no leen ni escri-
ben”: El reto de la lectura y la escritura en la Pontificia Uni-
versidad Javeriana de Cali. En H. Mondragén (Ed.), Leer,
comprender, debatir, escribir. Escritura de articulos cientifi-
cos por profesores universitarios (pp. 53-62). Cali, Valle del
Cauca: Sello Editorial Javeriano.
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b. Articulos cientificos: Apellido autor, Iniciales nombre
autor, (Afio), Titulo, Nombre de la revista en cursiva, Volu-
men, Ntimero, Piginas. Por ejemplo:

Corominas, M., Ronecro, C., Bruguca, E., y Casas, M.
(2007). Sistema dopaminérgico y adicciones, Rev Mukuel,
44(1), 23-31.

REFERENCIA SEGUN EL TIPO DE ARTICULO:
Articulos con DOI:

Bezuidenhout, A. (2006). Consciousness and Langua-
ge (review). Language, 82(4), 930-934. doi: 10.1353/
lan.2006.0184

Articulo sin DOI impreso:

Fields, D. (2007). Mas alla de la teoria neuronal. Mente y
Cerebro, 13(24), 12-17.

Articulo sin DOI digital:

Mota de Cabrera, C. (2006). El rol de la escritura dentro
del curriculo de la ensehanza y aprendizaje del inglés como
segunda lengua (esl/efl): Una perspectiva historica. Accion
Pedagdgica, 15(1), 56-63. Recuperado de http://www.sa-
ber.ula.ve/accionpe/

REFERENCIA SEGUN LA CANTIDAD DE AUTORES:

Un autor:

Tarlaci, S. (2010). A Historical View of the Relation Between
Quantum Mechanics and the Brain: A Neuroquantologic
Perspective. NeuroQuantology, 8(2), 120-136.

Dos a siete autores: Se listan todos los autores separados
por coma y en el altimo se escribe “y”.

Tuszynski, J., Sataric, M., Portet, S., y Dixon, J. (2005). Phy-
sical interpretation of micro tubule self-organization in gra-
vitational fields. Physics Letters A, 340(1-4), 175-180.

Ocho 0 mas autores: Se listan los primeros seis autores, se
ponen puntos suspensivos y se lista el Gltimo autor.
Wolchik, S. A., West, S. G., Sandler, I. N., Tein, J.-Y.,
Coatsworth, D., Lengua, L.,...Griffin, W. A. (2000). An
experimental evaluation of theory-based mother and mo-
ther-child programs for children of divorce. Journal of Con-
sulting and Clinical Psychology, 68, 843-856.

c. Simposios, Congresos o Conferencias: Autor, A.
& Autor, A. (Fecha) del evento. Evento llevado a cabo en el
Nombre de la organizacién, Lugar. Por ejemplo:

Rojas, C., & Vera, N. (Agosto de 2013). ABMS (Automatic
BLAST for Massive Sequencing). 2° Congreso Colombiano
de Biologia Computacional y Bioinforméatica CCBCOL. Con-
greso llevado a cabo en Manizales, Colombia.

d. Informes: para citar un informe de alguna organiza-
cién, institucién gubernamental o autor corporativo se debe
seguir el siguiente formato: Nombre de la organizacion.
(Ano). Titulo del informe (Nimero de la publicacién). Recu-
perado de http://xxx. xxxxxx. XXX/

Departamento Administrativo Nacional de Estadisticas.
(2012). Tecnologias de la informacioén y las comunicaciones.
Recuperado de: http://www.dane.gov.co

e. Trabajo de Grado o Tesis: Autor, A., & Autor, A.
(Ano). Titulo de la tesis (Tesis de pregrado, maestria o doc-
toral). Nombre de la institucion, Lugar. Por ejemplo:
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Aponte, L, & Cardona, C. (2009). Educacién ambiental y
evaluacion de la densidad poblacional para la conservacion
de los condores reintroducidos en el Parque Nacional Natu-
ral Los Nevados y su zona amortiguadora (tesis de pregra-
do). Universidad de Caldas, Manizales, Colombia.

INSTRUCCIONES DE ENViO

Para enviar un articulo es necesario que el documento
cumpla estrictamente con los lineamientos de formato y de
contenido anteriormente especificados. Los trabajos (en el
respaldo digital) deben ser entregados en la Secretaria del
Departamento de Investigacién, Desarrollo Tecnoldgico
e Innovaciéon de la Universidad Estatal de Milagro, ubica-
da en la Ciudadela Universitaria, km 1Y/2 via a la Parroquia
Virgen de Fatima; o si lo desea, enviar el articulo al email:
ciencia_unemi@unemi.edu.ec, o a través de la pagina web:
ojs.unemi.edu.ec. Para mayor informacién dirigirse a las
oficinas de la Revista Ciencia UNEMI, o comunicarse por
los teléfonos +5932715118 — 2715079 — 2715081, ext. 3115-
3212. En caso de requerirlo, escribir al correo electrénico
antes mencionado.

PROCESO EDITORIAL

1. Recepcion de articulos. El Comité Editorial efectuara una
primera valoracion editorial consistente en comprobar la
adecuacion del articulo a los objetivos de la revista, asi como
el cumplimiento de los requisitos establecidos en las normas
de publicacion. El Comité Editorial hara las correcciones
pertinentes, sin alterar el contenido del mismo. Si encontra-
ra fallas que pudieran afectarlo, las correcciones se haran de
mutuo acuerdo con su autor. La recepcion del articulo no
supone su aceptacion.

2, Sistema de revisién por pares (peer review). Los articu-
los preseleccionados seran sometidos a un proceso de arbi-
traje. Se asignaran dos o més revisores especializados en la
materia, que evaluaran el articulo de forma confidencial y
andnima (doble ciego), en cuanto a su contenido, aspectos
formales, pertinencia y calidad cientifica. La aceptacién de-
finitiva del manuscrito esta condicionada a que los autores
incorporen en el mismo todas las correcciones y sugerencias
de mejora propuestas por los arbitros.

3. Decision editorial. Los criterios para la aceptacion o re-
chazo de los trabajos son los siguientes: a) Originalidad; b)
Precision en el tema; ¢) Solidez tedrica; d) Fiabilidad y vali-
dez cientifica; e) Justificacién de los resultados; f) Impacto;
g) Perspectivas/aportes futuros; h) Calidad de la escritura; i)
Presentacion de las tablas y figuras; y €) Referencias. Finali-
zado el proceso de evaluacion, se notificara al autor principal
la aceptacion o rechazo del trabajo.

Los autores del articulo recibirdn una constancia de su acep-
tacion para publicarlo. Una vez publicado el articulo se les
enviaran tres (3) ejemplares de la Revista respectiva y un
certificado de haber publicado. Los trabajos no aceptados
seran devueltos a sus autores indicandoles los motivos de
tal decision.
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Tabla. Parametros de Evaluacion

Q
=] -
. > =
CARACTERISTICA | N° CRITERIO B £
£ | =
<
1. | Las ideas planteadas son nuevas SI SI
Innovacién /
Originalidad del 2. | Las ideas planteadas son interesantes SI SI
articulo
3. | Las ideas planteadas pueden aportar un nuevo enfoque para tratar un viejo problema | SI SI
Precisién en el tema | 4. | Se especifica de forma clara el tipo de articulo del que se trata SI SI
/ coherencia con los
objetivos 5. | Se especifica de forma clara el fin u objetivo que persigue el articulo. SI SI
6. | La estructura del articulo es la adecuada. SI SI
Solidez teérica 7. | Existe orden, coherencia y sistematicidad en las ideas expuestas. SI SI
y calidad de los 3 Las ideas planteadas se basan en argumentos solidos, ya demostrados por otros SI SI
argumentos | autores o en estudios anteriores.
9. | Los argumentos presentados estan actualizados (a partir del 2004 en adelante). SI SI
10. | La metodologia empleada es la adecuada, tiene calidad y garantias cientificas NO SI
En el articulo se describe de forma suficiente el método y procedimiento para que un
11. . . NO SI
lector interesado pueda reproducirlo
Nivel cientifico 12. | Las hipotesis o las preguntas de investigacion se han planteado adecuadamente. NO SI
9
disefio experimental, . - .
metodologia 13. | Se ha definido claramente el disefio experimental. NO SI
14 Los instrumentos de medicion y experimentacion utilizados tienen calidad y garantias NO SI
" | cientificas
15 Se consigue integrar en un marco nuevo y mas simple de resultados que antes NO SI
" | implicaban un marco mas complejo
16. | El articulo aporta resultados de importancia tedrica o practica. SI SI
17. | Los datos presentados son validos SI SI
Presentacién y 18. | Los datos y resultados son claramente expuestos mediante formulas, tablas y figuras | SI SI
justificaciéon de - - - - -
Justr ! El tratamiento de datos va encaminado hacia la comprobacion de las hipotesis o las
los resultados / 19. . o NO
conclusiones preguntas de investigacion.
20. | La interpretacion que se hace de los resultados es inequivoca. SI SI
21. | Las conclusiones se basan en los argumentos planteados o resultados obtenidos. SI SI
22. | Las conclusiones van en concordancia con el objetivo planteado. SI SI
Impacto del tema 23. | Las conclusiones presentadas son de interés para la comunidad académica SI SI
presentado en el El contenido del articulo se constituye en un aporte significativo al conocimiento
articulo 24. ; ; SI SI
anteriormente desarrollado en su area.
Perspectivas / futuros | 25. | El articulo es relevante para la discusion de problemas en su érea. SI SI
trabajos 26. | El articulo abre posibilidades para realizar investigaciones futuras SI SI
Callda‘d deta 27. | Laredaccion del articulo es clara y entendible SI SI
escritura
Legibilidad de 8 Las figuras y tablas se encuentran correctamente enumeradas y con su respectivo SI SI
figuras y tablas " | titulo
29. | El articulo contiene al menos 30 citas bibliograficas. SI NO
Bibliografia - - . -
30. | El articulo contiene citas bibliograficas claramente definidas SI SI
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CARTA DE CESION DE DERECHOS PARA AUTORES

Ciudad, fecha........ccooveeeecveeeeeennnns 20....

DIRECTOR DE LA REVISTA CIENCIA UNEMI
Universidad Estatal de Milagro

Milagro, Ecuador

Presente.

Por medio del presente documento y fundamentado en lo dispuesto en la Ley de Derecho de Autor el

(LT LS 16 o o T € U [Nombres y apellidos de autor (es)]

he (hemos) remitido para su publicaciéon en la Revista Ciencia UNEMI, editada por la Universidad Esta-

tal de Milagro, el trabajo intitulado (titulo COMPIETO)...cccovirviiriiriniriiiiiiinirteteeeeeeeeete et
para que de forma exclusiva reproduzca, publique, edite, fije, comunique y transmita puablicamen-
te en cualquier forma o medio impreso o electrénico inclusive internet e incluir en indices naciona-
les e internacionales o bases de datos en caso de ser aprobado el articulo de mi (nuestra) autoria.

Por lo tanto el (los) autor (es) firmante (s) DECLARA (MOS):

*  Que el trabajo de investigacién entregado es un trabajo original.

*  Que no ha sido publicado previamente por ningiin medio.

*  Que no ha sido remitido simultidneamente a otras publicaciones impresas o digitales, ni esta pendiente de
valoracibn, para su publicaciéon, en ningin otro medio, en ningtn formato.

»  Que en caso de ser publicado el articulo, transfieren todos los derechos de autor ala REVISTA CIENCIA
UNEMI de la Universidad Estatal de Milagro, sin cuyo permiso expreso no podran reproducirse ninguno
de los materiales publicado en la misma.

*  Que el trabajo presentado no contiene material escandaloso, calumnia, difamacién, obscenidad, fraude o
cualquier otro material ilegal; y ni el trabajo, ni el titulo vulnera ningin derecho de autor, derecho litera-
rio, marca o derecho de propiedad de terceras personas. Asumo (asumimos) la total responsabilidad de
todos los extremos y opiniones contenidos en el trabajo remitido.

En virtud de lo anterior, manifiesto (manifestamos) expresamente que no me (nos) reservo (reserva-

mos) ningin derecho en contra de la REVISTA CIENCIA UNEMI de la Universidad Estatal de Milagro.

Atentamente

Nombres y firma de autor (es)

Enviar por correo electronico o entregar en las oficinas de la Revista Ciencia UNEMI, de la Universidad Esta-
tal de Milagro.
Correos: ciencia_unemi@unemi.edu.ec

pgavilanesy@unemi.edu.ec
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