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Politica editorial LATU

La actividad editorial del Laboratorio Tecno-
l6gico del Uruguay (LATU) tiene como finali-
dad la difusién en la comunidad académica
y profesional uruguaya de las investigacio-
nes que apoyen el desarrollo de tecnologias
y modelos de gestién que aporten valor a
los procesos de innovacion.

Misién

Nuestra misién es la publicacion de trabajos
originales, con un enfoque de rigor y calidad
tedrica y metodoldgica, que contribuyan a
la produccién sistematica de nuevo cono-
cimiento cientifico tecnoldgico y al fortale-
cimiento de la presencia uruguaya en redes
regionales e internacionales. Es de interés del
LATU consolidar el campo de ladocumenta-
cion cientifica a nivel local mediante la crea-
cién e innovacidn de productos editoriales.

Los objetivos especificos son:

«  Promoverla publicacién de investigacio-
nes de excelencia en las dreas de conoci-
miento estratégicas del LATU, alineadas a
su mision como impulsor del desarrollo
sustentable del pais y su insercién inter-
nacional a través de la innovacion.

«  Posicionar a los autores, técnicos y co-
laboradores en las plataformas electré-
nicas internacionales, estimulando su
participacion en el marco de un proceso
de edicién arbitrado por especialistas.

«  Contribuir al desarrollo y transferencia
de tecnologias de innovacion orientadas
a la mejora de procesos industriales,
empresariales y sociales.

«  Aportarydivulgar conocimiento cientifi-
co de calidad a los técnicos, académicos,
investigadores y a la sociedad en su
conjunto, tanto para la efectiva trans-
mision de las experiencias como para el
crecimiento profesional.

«  Facilitar el intercambio y la creacién de
nuevo conocimiento entre instituciones.

Invitamos a los autores interesados
en publicar en INNOTEC a ingresar
a nuestra pagina en la plataforma
Open Journal Systems (http://ojs.latu.
org.uy) o a contactarse con el Centro
de Informacién Técnica del LATU a
través del correo electrénico ditec@
latu.org.uy para recibir instrucciones
para el envio de articulos a nuestro
proyecto editorial.
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Codigo ético de INNOTEC

La revista INNOTEC adhiere a los principios publicados
por COPE (Commitee on Publication Ethics) en https://
publicationethics.org/resources/code-conducty promueve
asila conducta ética de todos los participantes del proceso
editorial: autores, revisores y equipo editorial.

Los autores se comprometen a:

« Enviararticulos originales, de su autoriay que noinfrinjan
derechos de propiedad intelectual y/o derecho de
imagen y/o de datos personales de terceros, e inéditos,
que no hayan sido presentados simultdneamente a otra
publicacion.

« Asegurar la veracidad de los datos presentados en su
investigacion.

+ Asegurar la integridad de su investigacién, evitando la
publicacién de resultados parciales.

- Consignar a los autores de acuerdo al nivel de
responsabilidad intelectual que han tenido en la
elaboracién del articulo, en orden decreciente, sin que
medien otros criterios jerarquicos.

+ Designar un autor de correspondencia, que asume la
responsabilidad de difundir entre todos los autores los
avances y resultados del proceso editorial.

- Identificar debidamente las fuentes originales de los
trabajos que cita en su articulo.

+ Revisar los antecedentes de otras investigaciones del
ambito tedrico inmediato de su trabajo para dar cuenta
de la informacion mas actualizada y relevante.

+ Reconocerlos apoyos académicos, financieros y logisticos
que hicieron posible la investigacion y/o la elaboracién
del articulo.

Los revisores se comprometen a:

« Declarar que no existe conflictos de interés para la
evaluacién de un articulo.

+ Realizar su evaluacion respondiendo a criterios objetivos
y respetando su independencia académica.

+ Asegurar la confidencialidad tanto del contenido del
articulo como del resultado de su evaluacion.

« Preservar el anonimato en todo el proceso, apelando al
editor como intermediario de cualquier comunicacién
con los autores.

+ Respetar los tiempos acordados con los editores de la
revista para la realizacién de su trabajo.

El equipo editorial se compromete a:

« Asegurar la honestidad y transparencia de todo el
proceso editorial, desde la presentacién del articulo,
evaluacién por pares y publicacién en las condiciones
pautadas.

«» Seleccionar los revisores idéneos para cada trabajo.

» Garantizar la independencia de criterio de los revisores
en el ejercicio de su rol.

+ Asegurar el anonimato de todas las partes involucradas
en el proceso de arbitraje por pares.

+ Mediar en posibles conflictos de interés con el apoyo del
consejo editorial.

« Velar por el cumplimiento de los plazos acordados en
cada fase del proceso.

« Difundirlos nimeros publicados en las redes académicas
y bases bibliogréficas de su entorno local y regional.

« Controlar el cumplimiento de los requisitos por parte de
los autores y la actuacién acorde de los arbitros.

« Identificar casos de incumplimiento de los compromisos
éticos enumerados en este cdédigo y penalizar a sus
responsables con sanciones que van de la suspension
delinfractor en su rol en el proceso editorial a la difusion
de una rectificacion publica y la remocién del articulo.


https://publicationethics.org/resources/code-conduct
https://publicationethics.org/resources/code-conduct

Instrucciones a los autores
para publicar en INNOTEC

Ambito de los articulos y proceso de revisién

INNOTEC publica articulos originales inéditos en espafiol
e inglés. Los campos teméticos que aborda responden a
las areas estratégicas de investigacion del LATU: Forestales,
Medio Ambiente, Metrologia y Tecnologia Alimentaria.

Esta publicacion semestral arbitrada por un comité de
revisores externos, recopila las investigaciones realizadas
en el marco de distintos proyectos y procesos de trans-
ferencia de conocimiento para el desarrollo de sistemas
innovadores, productivos y de investigacion.

Las publicaciones editadas por el Centro de Informa-
cién Técnica son gestionadas en Open Journal Systems,
software para la gestién del proceso editorial, desarrollado,
soportadoy libremente distribuido por el Public Knowled-
ge Project bajo licencia publica general GNU.

INNOTEC no cobra cargos de ningun tipo por el envio
de originales ni por su procesamiento. El tiempo estimado
para los procesos de evaluacién y publicacion esde 8a 12
semanas.

El proceso de envio de articulos para la revista incluye
los siguientes pasos:

(@) Ingreso por parte del autor del articulo completo en
el sistema utilizado por el Centro de Informacion Téc-
nica para la edicién de sus publicaciones en la web:
http://ojs.latu.org.uy.

(b) Por medio del sistema se notifica al autor la recepcion
del articulo y su eventual publicacion. En este paso
se considera la originalidad del trabajo y se priorizan
aquellos de areas estratégicas y tematicas nacionales.

(c) Unavezaprobado por el Consejo editorial de larevista,
el articulo es enviado a proceso de arbitraje.

(d) Seasignan los arbitros, independientes y externos, quie-
nes evaluaran el desarrollo especifico del manuscrito,
tanto en sus aspectos tematicos como metodoldégicos.

(e) Devuelto el informe de arbitraje, el editor se comunica
con el/los autor/es en respuesta de los comentarios que
hace el evaluador del articulo. En caso de ser necesario
habra otras rondas de evaluacién.

(f) Seedita el articulo aplicando en el texto las normas del
Manual de estilo del LATU y se envia la ultima version
disefiada al/los autor/es para su aprobacién final.

Para poder incluir articulos completos, se debe consi-
derar que estos no tengan derechos de autor otorgados a
terceros a la fecha de envio y que no se hayan presentado
a otras publicaciones simultdneamente. Los articulos son
publicados en OJS y se distribuyen bajo la modalidad de
acceso abierto. Los derechos autorales son protegidos
por Creative Commons (CC) Atribucién-NoComercial 4.0
Unported. Al ingresar al sistema http://ojs.latu.org.uy los
autores deberan aceptar la nota de copyright en la que
se asumen los términos de responsabilidad, se reconoce
la licencia CCy se establece el compromiso a realizar la
cita completa de la edicién institucional de esta primera

publicacién del articulo en sus siguientes publicaciones
—completas o parciales- efectuadas en cualquier otro
medio de divulgacion, impreso o electrénico.

Los autores estan autorizados a realizar una publica-
cién simultanea en sistemas de autoarchivo o repositorios
institucionales.

Los conceptos y opiniones vertidos en los articulos
publicados y el uso que otros puedan hacer de ellos son
de responsabilidad de sus autores. Esta responsabilidad
se asume con la sola publicacion del articulo enviado. El
LATU se reserva el derecho de publicar aquellos articulos
que responden a las dreas estratégicas fijadas por la orga-
nizacion para cada edicién y de realizar modificaciones
que considere favorables a la éptima presentacion de los
contenidos en la revista.

Proceso de revision

El arbitraje de esta revista se realiza por pares y bajo mo-
dalidad doble ciego, por lo que autores y arbitros perma-
necen anénimos a lo largo de todo el proceso. El arbitraje
es el proceso de evaluacion critica especializada de un
manuscrito por parte de pares idéneos que operan en el
area tematica que dicho texto desarrolla. Cada articulo es
revisado por un minimo de dos arbitros. Los comentarios y
recomendaciones de los evaluadores son un insumo deter-
minante para la aceptacion o rechazo de un manuscrito en
el proceso editorial de publicaciones técnicas del LATU, no
obstante el equipo editor es responsable de la decision final
de publicacién o rechazo de un articulo y de la notificacién
al autor de contacto.

El comité técnico de arbitraje de INNOTEC es un cuer-
po de especialistas técnicos seleccionados por su grado
de especializacién, prestigio académico y experiencia
profesional y editorial. Nuestros arbitros cumplen la vital
funcion de evaluar el desarrollo especifico del contenido
de las publicaciones, tanto en sus aspectos tematicos como
metodoldgicos, guiados por un formulario de revision que
una vez completo es presentado a los autores del articulo.

Los autores cuentan con un plazo de siete dias para la
devolucion del articulo corregido segun las recomenda-
ciones de los arbitros.

Normas de presentacién y envio de los textos
Para que el articulo sea considerado para su publicacion,
debe cumplir con las siguientes normas de presentacion.
Ante cualquier consulta dirijase al correo electrénico de
referencia ditec@latu.org.uy.

Para el correcto envio de su articulo, siga las instruc-
ciones que se indican en OJS. Recuerde completar todos
los datos del articulo, entre ellos: titulo, autores, filiacién,
resumen y palabras clave.

Nota: Los nombres completos de los autores deberan
ser incluidos en los metadatos en la forma en la que se
solicitan en OJS pero omitidos en el documento Word del
articulo, primera medida para asegurar la integridad de la
revisién ciega.



Definiciones:

Autor. Persona o colectividad responsable del contenido
intelectual del documento.

Titulo. Refleja el contenido del texto con precisidn, es
neutro e informativo.

Resumen. Provee informacién especifica. Sintetiza, anuncia
y jerarquiza contenidos.

Introduccién. Incluye antecedentes concretos y datos del
proceso, enumeracion de objetivos e importancia del tema.
Materiales y Métodos. Relato de los métodos y procedi-
mientos que permitieron obtener los resultados presenta-
dos. Obtencion del material, condiciones y metodologia.
Analisis estadisticos, programas.

Resultados. Presentacion y expresion de los hallazgos en
tablas, gréficos y/o figuras.

Discusion y Conclusiones. Sintesis de los avances y las
contribuciones mas relevantes de la investigacion. En esta
seccion se discuten los resultados en el orden en el que
fueron presentados. Asimismo, se define y diferencia cla-
ramente el aporte del trabajo en relacién al conocimiento
previo. Si procede, se mencionan posibles lineas futuras de
investigacion y de aplicacion de los resultados.
Reconocimientos. Breve agradecimiento a quienes cola-
boraron en la produccion del articulo y/o que permitieron
el desarrollo de la investigacion.

Referencias. Referencias al material bibliografico consul-
tado para la elaboracion del articulo.

Los articulos deben presentar:

Titulo del articulo en mayusculas y minusculas, en inglés
y espafiol.

Nombre completo de todos los autores (solo en meta-
datos de 0JS), ingresados en orden decreciente segun el
grado de responsabilidad en el desarrollo del articulo, sin
que medien jerarquias funcionales. Indicar la seccién o de-
partamento al que perteneceny empresa de la que forman
parte. Se debe sefalar ademas el autor de contacto para
las comunicaciones electrénicas subsiguientes. Los autores
deberan contar con un numero de registro en ORCID, que
se consigna en OJS al ingresar los autores en metadatos.
Para més informacién sobre ORCID y su relevancia para los
autores puede consultar esta pagina: https://orcid.org/.
Resumen en inglés y espanol, de 200 palabras maximo en
su version castellana.

Palabras clave, de dos a cinco, las cuales no deben repetir
los términos ya utilizados en el titulo.

Texto de tres (3) a veinticinco (25) paginas de desarrollo (in-
troduccién, métodos, descripcion de equipos, descripcion
de programas, desarrollo de teorias, resultados y discusion,
conclusiones, referencias, tablas, figuras, graficos e image-
nes, (ver seccion Estiloy formato de citas y referencias en este
documento). El texto debera ser presentado en fuente Arial
11, a espacio doble y con numeracién de lineas, con titulos
en mayusculas y minusculas y en formato .doc, de cualquier
version de Microsoft Word.

Secciones. Los titulos de seccion (que sefalan Introduc-
cién, Materiales y Métodos, Discusion, etc.) deben ser
escritos en mayuscula y minusculas, estilo de fuente bold
y centrados en el texto. Los subtitulos seran justificados a
laizquierda, escritos en mayuscula y minusculas, también
en bold. Tanto la primera letra del titulo y la primera letra
de los nombres propios deben ser escritas en mayuscula.
Se debe dejar un espacio entre lineas antes y después de
cada subtitulo.

Formulas, figuras, tablas y graficos. Las figuras deben
numerarse correlativamente en orden de apariciéon en
el texto, y deben incluir un breve titulo explicativo en el
margen inferior. Si es necesario incluir fotos o imagenes,
estas se deben designar como figuras, deben ser nitidas
y enviadas en formato jpg (minimo 300 px aseguran una
buena calidad de visualizacién). Las tablas deben ser nu-
meradas correlativamente y en forma independiente de
las figuras, y cada entrada debe ocupar su propia celda.
Las tablas se numeran segun el orden de aparicién en el
texto, y su titulo explicativo debe ubicarse en el margen
inferior. Evite utilizar lineas verticales, incluir mas de dos
tablas por carilla y dividir tablas en mas de un folio o en
forma perpendicular al texto. Recuerde que el texto pre-
senta las tablas, no desarrolla su contenido, estas deben
explicarse en si mismas.

Los gréficos deben ser enviados en formato xls o doc,
con los datos editables, para su eventual utilizacién en
la etapa de disefio. No se consideran validos los graficos
enviados en formato jpg, salvo en los casos en los que
hayan sido creados en programas que no habilitan la
exportacion a Excel.

Ademas de estar insertadas en el articulo, cada figura,
grafico y tabla debe ser remitida en su propio archivo
como fichero complementario en OJS, con la referencia
numérica correspondiente. Los niumeros y simbolos
empleados no deben ser menores al tamafo usado en el
resto del texto (Arial 11).

Evite las notas al pie en el desarrollo del articulo.

Denominaciones en latin: deben ir en cursiva.

Estilo de citas y referencias segun el sistema Harvard
Si el texto estd en inglés utilizar “and” en lugar de “y”, “In:"
en lugar de “En:’, “[Accessed: day month year]” en lugar
de “[Consulta: dia mes ano]”y “Available at:" en lugar de

“Disponible en:”

Ejemplos usuales de citas

Registro de citas textuales

(Lopez, 1985, p.93)

(Gonzalez y Rubio, 1990, pp.110-111)

(Johnson, et al., 1970, pp.25-26)

Paramds de una obra del mismo autor y afio en citas textuales
(Alonso, 1988a, p.126-128)

(Alonso, 1988b, p.84)

Registro de cita ideoldgica o pardfrasis



Amor (2000) analiza los motivos para comenzar un negocio
en linea...

Si el motivo para comenzar un negocio en linea es sélo para
imitar a la competencia, se puede considerar que dicha
razén no es la estrategia adecuada (Amor, 2000).

(Pérez y Gonzalez, 2005)

(Rodriguez, et al., 2011).

(Pérez, 2014a)

(Pérez, 2014b)

Ejemplos usuales de referencias Monografias (libros)
Apellidos(s), Nombre o Inicial, afio de edicién. Titulo del
libro en cursiva. N° de edicion. Lugar de edicién: editorial.
(Serie; N°). ISBN (Este ultimo si se posee)

Bobbio, Norberto, 1958. Autobiografia. Madrid: Taurus.
ISBN: 84-306-0267-4.

Newman, R., Walter, C., 2008. Barley for food and health:
science, technology, and products. Nueva York: John Wiley
& Sons

Revistas como un todo

Titulo de la publicacién en cursiva. Responsabilidad. Edicion.
Identificacién del fasciculo. Lugar de edicién: editorial,
fecha del primer volumen-fecha del ultimo volumen. ISSN

Boletin Econémico. Banco de Espaiia. 1998, (1). Madrid: Banco
de Espana, Servicio de Publicaciones, 1979-.1SSN:0210-3737

Articulos de revistas
Apellido(s), Nombre o Inicial, afo. Titulo del articulo. En:
Titulo dela publicacién seriada, Volumen(NUmero), paginas.

Llosa, J., Smith, M., Moore, A.y Cave, K., 1998. Modulo sche-
duling with reduced register pressure. En: IEEE Transactions
on computers, 47(6), pp.625-638.

Alvarez, Begofa, Ballina, F. Javier de la y Vazquez, Rodolfo,
2000. La reaccién del consumidor ante las promociones.
En: MK Marketing + Ventas, (143), pp.33-37.

Normas

Entidad responsable de la norma (Pais de la entidad), afio
de publicacion. No. o cédigo de la norma: Titulo. Lugar de
publicacién: editorial abreviada.

Asociacién Espafiola de Normalizacion y Certificacion (Es-
pafa), 2010. UNE 166000 EX, UNE 166001 EX, UNE 166002
EX: Gestion de la I+D+I. Madrid: AENOR.

Instituto Uruguayo de Normas Técnicas (Uruguay), 2000.
UNIT-ISO 9001: Sistemas de gestion de calidad - requisitos.
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Resumen

En este trabajo se evalud la dinamica y toxicidad de Microcystis spp. en el embalse de Salto Grande en invierno
y verano de 2013, asi como la diversidad genética de sus poblaciones toxicas mediante analisis de melting de alta
resolucion de amplicones del gen mcy]. La abundancia de células de Microcystis spp. vario entre los distintos sitios
y entre estaciones; en verano se detectd una abundancia significativamente mayor de células y genotipos toxicos
asi como de microcistina-LR. Ademas, se detectaron dos grupos de genotipos mcy]J (clusters 1y 2) con diferentes
preferencias ambientales. El 1 estuvo integrado por muestras de Microcystis spp. obtenidas en condiciones de ba-
jas temperaturas (< 17,6 °C) y mayor conductividad (~52-58 pS cm), con bajo nimero de células y ausencia de
microcistina-LR. Las muestras incluidas en el cluster 2 se caracterizaron por ser de verano (temperatura entre 17,6
y 25,9 °C), tener menor conductividad (~50-52 uS cm!), alta abundancia de células y microcistina-LR. Nuestros
resultados sugieren que las poblaciones toxicas de Microcystis que florecen en verano serian diferentes a las que
se mantienen durante el invierno y que la temperatura y conductividad del agua serian variables relevantes que
controlarian su abundancia y toxicidad.

Palabras clave: Microcystis, genotipos toxicos, mcyJ, HRM, embalse Salto Grande.

Abstract

In this work, the dynamics and toxicity of Microcystis spp. in Salto Grande reservoir (Uruguay river), as well as the
genetic diversity of their toxic populations were assessed in winter and summer during 2013. Cell abundance of
Microcystis spp. varied amongst different sites and between seasons, showing a significantly higher cell and toxic
genotype abundances (copies of mcyE gene) and microcystin-LR concentration during summer. Furthermore,
when genetic diversity of toxic Microcystis was analyzed by high resolution melting analysis of #cyJ amplicons,
two genotypes exhibiting different environmental preferences were detected (cluster 1 and 2). Cluster 1 included
samples found at water conditions of low temperature (lower than 17,6 °C) and slightly higher conductivity
(~52 to 58 uS cm'), showing small Microcystis abundance and absence of microcystin-LR, whereas cluster 2 com-
prised samples from higher temperatures (between 17,6 and 25,9 °C) and lower conductivity (~50 to 52 uS cm™)
conditions, and with a higher cell abundance and microcystin-LR production. Our results suggest that toxic
Microcystis spp. populations that bloom during summer are different from those that persist during winter and
pointed to water temperature and conductivity as relevant variables that control their abundance and toxicity.
Keywords: Microcystis, toxic genotypes, mcyJ, HRM, Salto Grande reservoir.

Introduccion cianobacterias en periodos cortos de tiempo. La importan-

cia de estos eventos radica en el impacto que tienen sobre

Las floraciones son eventos en los que se produce un in- el ecosistema acudtico, ya que alteran el ciclado de los
cremento de la biomasa de una o unas pocas especies de  nutrientes y disminuyen la disponibilidad de luz y oxigeno,
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causando una disminucién de la biodiversidad y deterioro
dela calidad del agua (Sivonen y Jones, 1999; Havens, 2007;
Karjalainen, et al., 2007). En Uruguay se han registrado
floraciones de cianobacterias en diferentes ecosistemas
acuaticos desde la década de los 80 (Quirds y Luchini, 1982;
Feola, et al., 2008; Kruk, et al., 2015; Bonilla, et al., 2015) y
las especies de cianobacterias formadoras de floraciones mas
frecuentes son Microcystis aeruginosa, Nodularia spumige-
na, Planktothrix agardhii y Cylindospermopsis raciborskii
(Aubriot, et al., 2011; UNESCO, 2009; Vidal y Kruk, 2008;
De Leén y Yunes, 2001; Bonilla, 1997).

Las floraciones son favorecidas por las actividades
antropogénicas (actividad agricola-ganadera, industrial y
urbanizacion), tales como el uso de fertilizantes, el vertido
al agua de desechos domiciliarios no procesados, entre otros
(Mazzeo, et al.,, 2002; Chalar, 2009; Rodriguez-Gallego,
2010). Estas actividades aportan nutrientes (principalmente
nitrégeno y fosforo) al ecosistema acuatico y pueden causar
su eutrofizacion, favoreciendo el crecimiento de cianobac-
terias (De Leon y Yunes, 2001). Una de las preocupaciones
asociadas a la presencia de floraciones de cianobacterias es
debida ala capacidad de producir toxinas (cianotoxinas) que
tienen algunas especies. Entre las especies potencialmente
téxicas que producen floraciones en todo el mundo se
encuentran las pertenecientes al género Microcystis (Huis-
man, et al., 2005). Estas tienen la capacidad de producir
microcistinas, una cianotoxina ampliamente conocida y re-
portada (Dittmann y Wiegand, 2006). A pesar de que existe
abundante informacion acerca de la ecologia de Microcystis
spp. en diversos ecosistemas, no hay un consenso acerca de
las condiciones ambientales que favorecen la produccién
de microcistinas y la proliferacién de poblaciones capaces
de producirlas.

Se ha descrito que durante una floracién de Microcystis
spp. conviven poblaciones tdxicas y no toxicas y que la pre-
sencia de los genes involucrados en la sintesis de microcis-
tinas es el factor determinante de su toxicidad (Rinta-Kanto,
etal,, 2009). Asi, las cianobacterias toxicas seran portadoras
de genes mcy (genotipo téxico, mcy+) y las no téxicas seran
aquellas que carecen de dichos genes (genotipo no téxico,
mcy-). La biosintesis de microcistinas es realizada a partir
de dos complejos enzimaticos conocidos como el complejo
polikétido sintetasa (KPS) y el complejo péptido sintetasa
(NRPS), cuyos genes se organizan en un cluster genético
integrado por dos operones bidireccionales conocido como
cluster mcy (mcyA-J) (Tillett, et al., 2000).

Los primeros registros de floraciones de Microcystis spp.
en Uruguay fueron en el embalse de Salto Grande (Quirds
y Luchini, 1982) y en la actualidad se siguen registrando
floraciones en todas las estaciones del aiio (Bordet, et al.,
2017). Asimismo, Kruk et al. (2015) detectaron la presencia
de floraciones de especies de Microcystis en el Rio Uruguay
tanto en verano como en invierno, sugiriendo que dadas
las condiciones nutricionales adecuadas estos organismos
son capaces de proliferar a bajas temperaturas. Estudios
anteriores de nuestro grupo de investigacién mostraron que
alo largo del gradiente ambiental comprendido por el Rio
Uruguay y el Rio de la Plata existen diferentes genotipos
téxicos de Microcystis spp. identificados de acuerdo a las
variaciones en las secuencias nucleotidicas del gen mcy/J
(Martinez de la Escalera, comunicacidn personal). Cada
genotipo identificado se asocié a un conjunto determinado
de condiciones ambientales, principalmente en relacién a
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la temperatura, salinidad y turbidez. Este hallazgo llevo
a proponer la existencia de ecotipos de Microcystis spp.
adaptados a distintas condiciones ambientales (Martinez
de la Escalera, comunicacidn personal). En este contexto,
existirfan distintas poblaciones de Microcystis adaptadas a
condiciones ambientales claramente diferentes, tales como
baja temperatura o alta conductividad, lo que evidencia la
existencia de una gran diversidad intraespecifica que seria
crucial para el éxito y proliferacion de estos organismos.

Basados en estos antecedentes, la hipotesis de este tra-
bajo propone que la estrategia que presentan las especies
toxicas del género Microcystis para prosperar en condiciones
ambientales diversas de temperatura, salinidad, turbidez,
disponibilidad de nutrientes, etcétera, involucra la existencia
de alta diversidad a escala intraespecifica. Esta variabilidad
incluye poblaciones con distinta capacidad para adaptarse
a diversas combinaciones de las variables ambientales con-
signadas. Con el fin de contribuir a dilucidar esta hipdtesis,
el objetivo principal de este trabajo fue evaluar la diversidad
genética de poblaciones toxicas de Microcystis en el embalse
de Salto Grande y conocer las condiciones ambientales en las
que prosperan. La diversidad genética se evalué mediante
el analisis de melting de alta resoluciéon (HRM) de ampli-
cones del gen mcyJ. La eleccion de este gen estuvo basada
en evidencias que indican que no sufre recombinacién (a
diferencia de mcyA,B,C) y por tanto su secuencia presenta
un mayor grado de conservacién que la del resto de los
genes del cluster mcy. Estas caracteristicas lo convierten en
candidato para estudios filogenéticos (Tanabe, et al., 2004,
2009; Kim, et al., 2010).

La técnica de high resolution melting (HRM por su sigla
en inglés) se basa en la amplificacién de un gen determinado
mediante PCR en tiempo real y permite detectar polifor-
mismos de nucleétido tnico (SNPs por su sigla en inglés).
Por tanto, fue empleada para detectar variaciones en las
secuencias del gen mcy]J teniendo en cuenta que el perfil de
melting de una muestra estara integrado por los perfiles de
cada organismo portador del gen alli presente. Esto deter-
mina que al hablar del genotipo téxico de una muestra nos
referimos al conjunto de genotipos mcyJ que la componen,
cuya variabilidad se refleja en su perfil de melting.

Materiales y Métodos
Sitio de estudio y muestras

El embalse de Salto Grande comprende una obra de repre-
samiento del Rio Uruguay de caracter binacional argen-
tino-uruguayo. Fue creado para la generacién de energia
hidroeléctrica, ademas de su utilizacién con fines domés-
ticos y sanitarios, navegacion y riego. Se presenta como un
ambiente con dos subambientes diferenciados (Figura 1):
una zona central que abarca un 70% de la superficie total,
con un tiempo medio de permanencia histérico a cota
maxima de 0,031 afios, y cinco brazos laterales de distintas
caracteristicas (Quirds y Cuch, 1982; Quirés y Luchini,
1982). De ellos, el brazo Gualeguaycito esta ubicado en las
proximidades de la represa de Salto Grande correspondien-
te a la margen argentina, abarca un 8,5% de la superficie
total, es el drea mas critica respecto a la calidad del agua
del embalse, y es zona de actividades nauticas deportivas y
recreativas. A su vez, en la margen izquierda (uruguaya),



REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

Deteccidn de poblaciones toxicas de Microcystis spp....

de condiciones morfométricas similares, se ubica el brazo
Itapebi, que presenta diferencias limnoldgicas significati-
vas con el brazo de margen derecha. El sitio Las Palmeras
constituye una playa con condiciones tipo litoral respecto a
los sitios canal, es de uso recreativo intenso, y presenta los
registros maximos historicos de densidad y toxinas. El em-
balse se ubica pocos kildmetros aguas arriba de las ciudades
de Concordia (Argentina) y Salto (Uruguay), 29° 43’y 31°
12’ Sy 57° 06’ y 57° 55’ O. Por su temperatura media anual
mayor a 15 °C es considerado un sistema calido tropical
(Salas y Martino, 1991). En los brazos del embalse se han
registrado floraciones de cianobacterias Microcystis spp. y
Dolichospermum spp. (Quiros y Lucchini, 1982).

Se obtuvieron 19 muestras de tres estaciones de mues-
treo (Figura 1): Gualeguaycito, Las Palmeras (inicamente
muestreado en los meses de invierno) e Itapebi en seis meses
del afio 2013 (febrero, abril, junio, julio, agosto, setiembre).
En cada estacion se extrajeron tres muestras a diferentes
profundidades: nivel sub-superficial (0,2 m), limite inferior
de la capa fética (2,5 a 3 m) y una muestra a un metro de
fondo. Todas las muestras se obtuvieron empleando una
botella de Van Dorn.

En cada muestreo se midié conductividad (uS cm),
pH, oxigeno disuelto (mg L) y temperatura del agua (°C)
mediante una sonda multiparamétrica Hydrolab DS5. Ade-
mas, se determind la concentracion de nutrientes, nitrégeno
total (N'T, mg L!) y fésforo total (PT, mg L), clorofila-a
(mg L1), abundancia de Microcystis spp. (células mL!) y
concentracion de microcistina-LR (ug L1).

La concentracion de PT y NT fueron determinadas
siguiendo las técnicas Standard Methods (American Public
Health Association, et al., 2005).

Para determinar la concentracién de clorofila-a, las mues-
tras de agua se almacenaron en bidones de 2 L y se filtraron
luego de 3-6 horas empleando filtros GF/C (Whatman) que
se conservaron en oscuridad a -20 °C. La extraccion se realizd
con acetona 90% y se aplico el método espectrofotométrico
tricromatico (Lorenzen, 1967).

Abundancia y toxicidad
de Microcystis spp.

La abundancia de células de Microcystis spp. se estimé me-
diante conteo en camaras de sedimentacién de 1 y 20 mL en
microscopio invertido (método Utermohl descrito en Hasle,
1978). La concentracion de microcistina-LR en las muestras
de agua se determin6 por HPLC-DAD en el LATU tanto para
agua potable como para agua bruta con base en la Norma
ISO 20179 (International Organization for Standarization,
2005; Lawton, et al., 1994). El limite de deteccién del ensayo
fue de 0,03 pg L.

Extraccion de ADN

Las muestras obtenidas se filtraron a través de filtros de ce-
lulosa de 0,45 pm de tamafo de poro y 13 mm de didmetro
(Millipore) y los filtros se aplicaron al método descrito por
Martinez de la Escalera et al. (2014) con modificaciones. Los
filtros fueron colocados en tubos de lisis con una matriz de
esferas de cerdmica (didmetro 1,4 mm) con 800 pl de buffer
de extraccion (composicion del buffer de extracciéon: 100
mM Tris-HCL pH= 8.0, 100 mM EDTA pH=8,0, 100 mM
Na-Fosfato pH=8,0, 1,5M NACL, 1% CTAB). Luego se ho-
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Figura 1. Embalse de Salto Grande. Los puntos azules
indican los sitios de muestreo Gualeguaycito y Las
Palmeras en Argentina e Itapebi en Uruguay. Los puntos
verdes muestran las principales ciudades de la cuenca y la
linea indica la localizacion de la represa de Salto Grande.

mogeneizo en el equipo Fast Prep (MP Biomedicals) durante
40 segundos a 6,0 m s°1. Posteriormente se continu6 segtn el
método de Martinez de la Escalera et al. (2014).

PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR)

Se cuantificd la abundancia del gen mcyE involucrado en
la sintesis de la microcistina mediante qPCR utilizando
cebadores especificos (Sipari, et al., 2010). En cada reaccién
se utilizé 10 nmol de cada cebador, 2 pL del ADN muestra
(aproximadamente 5 ng) y 7,76 uL del kit Power SYBR Green
PCR (Invitrogen), con un volumen final de reaccién de 20
pL. La PCR const6 de 2 min a 50 °C, 15 min a 95 °C y 40
ciclos de 155295 °C, 30 sa 60 °Cy 30 sa 72 °C (Martinez
de la Escalera, et al., 2017) y se realiz6 en un termociclador
CFX96 Real Time System (BIORAD). Para cuantificar de
manera absoluta el nimero de copias de mcyE se empled un
clon y se realizaron diluciones seriadas de 1/1E-4 a 1/1E-10
para generar curvas de calibracién y determinar el nimero
de copias del gen por mL de muestra.

Analisis de HRM
(High Resolution Melting)

Para realizar el andlisis HRM primero se obtuvieron am-
plicones del gen mcy] y luego se analizaron mediante la
técnica de HRM. Del total de las muestras evaluadas en
este trabajo (19) se emplearon 8 (3 muestras obtenidas en
verano y 5 en invierno) que mostraron una amplificacién
eficiente del gen mcy] mediante qPCR y por tanto fueron
empleadas para realizar el HRM. Para ello, se utiliz6 el kit
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MeltDoctor HRM (Invitrogen) en un volumen final de
reaccion de 20 pL. Cada reaccién contenia: 9.5 uL de agua,
0,5 uL de BSA (30 mg mL!), 7,76 uL de mix MeltDoctor
HRM, 0,12 pL de cada cebador (10 nmol) y 2 pL del ADN
muestra (aproximadamente 5 ng). Se utilizo el termoci-
clador CFX96 Real Time System (BIORAD) y el software
Bio-Rad Precision Melt Analysis.

Analisis de datos

Para detectar las relaciones entre las variables ambientales y
bioldgicas se realizaron andlisis de correlacion de Spearman.
El estudio de las diferencias significativas entre verano e in-
viernoy entre los sitios de estudio en relacién alos pardmetros
ambientales y bioldgicos fueron evaluados mediante el test
de Kruskal-Wallis (KW).

Por ultimo, los perfiles de melting obtenidos por HRM se
analizaron mediante métodos de agrupamiento jerarquico
aglomerativo: UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic averages), utilizando la distancia euclidiana. Los
analisis estadisticos se realizaron empleando la plataforma
libre R version 3.4.1.

Resultados
Caracterizacion ambiental

La temperatura del agua mostrd estacionalidad; la méxima
temperatura se registr6 en verano (25,9 °C) y la minima en
invierno (13,0 °C). La conductividad del agua fue similar en
ambas estaciones y el pH fue ligeramente alcalino. Respecto
alas concentraciones de nutrientes (fésforo y nitrégeno to-
tal) no se observaron diferencias significativas entre verano
e invierno y tampoco entre los sitios de muestreo (Tabla 1).
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La concentracion de clorofila a fue significativamente
mayor en verano en Gualeguaycito e Itapebi (KW, p < 0,05)
(Figura 2A).

Abundancia y toxicidad
de Microcystis spp.

En general, se encontr6 una abundancia de células de
Microcystis spp. significativamente mayor en las muestras
correspondientes al verano en comparacién al invierno
(KW, p < 0,05) (Figura 2B). En Gualeguaycito, la abun-
dancia de Microcystis spp. vario entre 328 y 87.700 células
mL-1. Por otro lado, Itapebi present6 una abundancia de
Microcystis spp., que vario entre 585y 267.000 células mL,
mientras que Las Palmeras presenté menor abundancia de
Microcystis spp. (0-6.975 células mL-).

Cuando se analiz6 la abundancia de mcyE como proxy
del potencial toxico, el mayor valor se detect6 en verano
(5.228,3 copias mL!). Sin embargo, durante el invierno
también se detectd el gen mcyE con una abundancia méxi-
ma de 2.490,9 copias mL-L. Si bien se observaron diferencias
en la abundancia del gen mcyE entre verano e invierno,
estas no fueron significativas (KW, p < 0,1).

Al evaluar la presencia y concentracién de microcisti-
na-LR, esta se detectd unicamente en verano (Gualeguay-
cito e Itapebi). En Gualeguaycito, la concentracién de la
toxina varié entre 5,5y 96 ug L', mientras que en Itapebi
se encontrd entre 0y 5,5 ug L' (Figura 2). El numero de
copias del gen mcyE se correlaciond positiva y significa-
tivamente con la temperatura del agua (Spearman, rho =
0,67, p = 0,01) y con la concentracién de microcistina-LR
(Spearman, rho = 0,45, p = 0,049). Sin embargo, la corre-
lacién con la abundancia de células de Microcystis spp. fue
no significativa para un p-valor de 0,05 (Spearman, rho =
0,42 p = 0,07).

Sitios T (°C) K (uS cm?) pH NT (ug L") PT (ug L)
media (rango) media (rango) | media (rango) media (rango) media (rango)
Gualeguaycito invierno L il 75 Y <
guay: (13,0-17,0) (48,3 - 54,6) (7,53-8,27) (500 -1.100) (60 -20)
Gualeguaycito verano 23,4 o2, 8,5 750 60
guay (21,1-25,9) (49,3 -57,4) (7,49-9,42) (500 -900) (40- 80)
Itapebi invierno — S e 77y .
P (13,8-17,0) (54,7 - 60,5) (7,45-7,78) (500 - 1.000) (20-70)
Itapebi verano 22,1 50,4 7,8 833 110
p (21,4-22,6) (49,4-51,5) (7,53-8,34) (600-1.900) (110-120)
Las Palmeras invierno 52 el 74 el o
(16,9-17,6) (55,3 -60,0) (7,7-7,94) (600 - 1.200) (20-80)

Tabla 1. Variables ambientales y nutrientes totales en cada sitio de muestreo: Gualeguaycito, Itapebi y Las Palmeras.
Se muestran los valores medios y sus desvios estandar. T: Temperatura, K: Conductividad, pH, NT: Nitrégeno total

y PT: Fésforo total.
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Figura 2. Variabilidad temporal (verano e invierno) y
espacial (Gualeguaycito, Itapebi, Las Palmeras) de las
variables biologicas medidas. (A) clorofila-a (ug L), (B)

abundancia de Microcystis (células mL!), (C) microcistina-

LR (ug L1). * diferencias significativas entre verano e
invierno, test KW p < 0,05.
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Diversidad estacional de genotipos m

El analisis de cluster realizado a partir de los perfiles de me

cyJ

Iting

de HRM del gen mcy] obtenidos para cada muestra permitié
distinguir dos grupos de genotipos téxicos denominados

cluster 1y cluster 2 (Figura 3).
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Figura 3. Dendrograma de los perfiles de melting
agrupados utilizando la distancia euclidiana (A).
Promedios (linea continua) y desvio estandar (lineas
punteadas) de los perfiles de melting caracteristicos del
cluster 1 (B) y cluster 2 (C).
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Figura 4. Variables ambientales asociadas a cada cluster. A) temperatura del agua (°C) y B) conductividad del agua (K, puS
cm-1). * Diferencias significativas entre ambos clusters, test de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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Figura 5. Abundancia de Microcystis sp. (células mL) (A) y concentracién de microcistina-LR (ug L) (B) de las
muestras en cada cluster. * Diferencias significativas entre ambos clusters, test de Kruskal-Wallis (p < 0,05).

Se evaluaron las condiciones ambientales en las que
aparecia cada cluster de genotipos y se observé que las
muestras pertenecientes al cluster 1 aparecian a temperaturas
bajas (entre 13,8 y 17,6 °C), mientras que el cluster 2 incluia
muestras obtenidas en condiciones de temperatura entre
17,0 y 25,9 °C (KW, p < 0,05) (Figura 4A). Asimismo, se
observaron diferencias en la conductividad del agua entre
ambos clusters aunque no fueron significativas (KW, p <
0,1). El cluster 1 estaba integrado por muestras cuya con-
ductividad se encontraba en el rango entre 48 y 57 uS cm-,
mientras que las muestras que componian el cluster 2 pre-

sentaron conductividades entre 52y 60 uS cm-! (Figura 4B).
Asimismo, se observaron diferencias significativas en el
numero de células de Microcystis spp. entre ambos clusters
(Figura 5A). El 1 present6 una abundancia de Microcystis
spp. significativamente menor que el 2 (0 - 2.875 células
mL), que presentd una variacién entre 2.100 y 87.700 cé-
lulas mL-1. La toxicidad de las muestras (concentracion de
microcistina-LR) también presentd diferencias significativas
entre clusters (KW, p < 0,05) (Figura 5B); el cluster 2 fue el
unico que presentd muestras toxicas, con concentraciones
de microcistina-LR de 5,5 a 96 ug L.
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Discusion

En este trabajo se evalud la diversidad genética de Microcystis
spp. en el embalse de Salto Grande mediante HRM del gen
mcy]. Con base en el analisis de los perfiles de melting de los
amplicones obtenidos se pudo detectar la presencia de dos
grupos de genotipos mcy]J (indicador de poblaciones poten-
cialmente tdxicas), cada uno caracterizado por proliferar a
distintas condiciones de temperatura y conductividad del
agua (Figura 3). Asimismo, la mayor abundancia de células
de Microcystis spp. y las mayores concentraciones de micro-
cistina-LR se detectaron durante el verano, a temperaturas
del agua de entre 21 y 23 °C. Sin embargo, no se encontrd
relacién entre la abundancia y toxicidad de las cianobacterias
con los nutrientes, ya que estos presentaron valores similares
alo largo del afio.

Debido ala concentracion de fosforo total, de clorofila-ay
ala abundancia de fitoplancton a lo largo del afio, el embalse
de Salto Grande se clasifica como un ambiente eutréfico
(Chalar, etal., 1993) en el que las floraciones de cianobacterias
son comunes (De Le6n y Yunes, 2001; Chalar, 2009). Si bien
la eutrofizacion es generalmente el factor que se considera
responsable principal de las floraciones de cianobacterias
(Reynolds, 2006; Schindler, et al., 2008), existe evidencia
de que factores fisicos tales como irradiancia, temperatura,
turbulencia, mezcla vertical y flujo hidraulico contribuyen ala
promocion de estos eventos (Paerl y Huisman, 2008; Kosten,
et al., 2011; Paerl, 2014).

No obstante, hasta el momento no se conoce cual es la
combinacion de condiciones ambientales e hidroldgicas que
estimulan la produccién de toxinas por parte de las pobla-
ciones toxicas (O 'Neil, et al., 2012; Pearl y Huisman, 2009).
Desde los primeros estudios que analizaron la influencia del
ambiente sobre la produccidn de microcistinas en cultivos, la
temperatura ha sido propuesta como una variable relevante.
En este sentido, se ha reportado que la produccién de toxinas
es generalmente mayor entre 20 y 25 °C (van der Westhuizen
y Eloff, 1985; Watanabe y Oishi, 1985; van der Westhuizen, et
al., 1986). Mds recientemente, Davis et al. (2009) observaron
que al aumentar la temperatura en condiciones controladas
que simulaban un ambiente eutrofico la tasa de crecimiento
de células toxicas de Microcystis (cuantificadas a través de la
presencia del gen mcyD) aumentaba significativamente en
relacion a la de células no téxicas. Incluso en algunos casos
las células no téxicas mostraban una disminucion de sus tasas
de crecimiento, lo que lleva a concluir que el incremento de
la temperatura por encima de los valores promedio de los
ecosistemas (por ejemplo en un escenario de aumento de
temperatura por calentamiento global) llevaria a un aumento
selectivo de las poblaciones toxicas de Microcystis (Davis, et
al,, 2009; Joung, et al., 2011). En adicidn, otros estudios que
involucran expresion génica mostraron que la fraccién de
células productoras de toxina en M. aeruginosa es significa-
tivamente mayor a temperaturas entre 20 y 26 °C (Dziallas y
Grossart, 2011). Estos resultados estdn en linea con los obte-
nidos en este trabajo, ya que se encontré mayor concentracion
de microcistina-LR a temperaturas cercanas a la ptima de
crecimiento de las especies del género Microcystis (21-23 °C).

Diversos estudios han reportado resultados contrastantes
al evaluar la asociacion entre el ambiente y la diversidad de
Microcystis spp. (Pobel, et al., 2012; Hu, et al., 2016), por
lo que atin no hay evidencia clara acerca de cudles son las
variables ambientales que influyen sobre la diversidad ge-
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nética de Microcystis. Por ejemplo, basandose en el analisis
del gen mcyA mediante geles en gradiente desnaturalizante,
Hu et al. (2016) encontraron que la variacién genotipica de
una comunidad de Microcystis se relacionaba con distintas
variantes de microcistina, lo que implica que la composicién
de la comunidad determinaria el tipo de toxina producida.
Asimismo, se ha reportado que a diferentes temperaturas
M. aeruginosa sufre cambios significativos en el patrén de
microcistinas que produce, mientras que el contenido total
de toxina por célula no cambia (Amé y Wunderlin, 2005).
Por tanto, la temperatura no solo estimularia el crecimiento
selectivo de poblaciones toxicas, sino también el tipo de
microcistina producida por estos organismos.

Tanto los hallazgos reportados en la literatura como los
de este trabajo sugieren que a temperaturas que optimizan la
tasa de crecimiento la produccion de toxinas serfa maxima.
Dado que el rol de la microcistina en la biologia y ecologia
de los organismos que la producen atn no esta esclarecido,
la informacion generada hasta el momento (tanto a partir
de cultivos como de muestras ambientales) en relacion a la
temperatura brinda nuevos enfoques para analizar este tema.

En relacion a la conductividad y su efecto sobre Micro-
cystis spp., al momento se ha reportado que su aumento
no tendria impacto diferencial en poblaciones toxicas y no
toxicas (Tonk, et al., 2007; Joung, et al., 2011; Tanabe, et al,,
2018). Sin embargo, la mayoria de los estudios se centran
en concentraciones de sales mas altas que las encontradas
normalmente en sistemas de agua dulce, evaluandose por lo
general salinidades estuarinas a marinas. Cabe destacar que
en este trabajo los cambios en la conductividad asociados a
la aparicién de uno u otro genotipo tdxico, si bien fueron
significativos, estuvieron siempre en el rango de lo esperado
para un sistema de agua dulce como el embalse de Salto Gran-
de. Asimismo, dado que se evaluaron tinicamente genotipos
toxicos, no es posible conocer el efecto de la conductividad
sobre las poblaciones no tdxicas de Microcystis. Una hip6tesis
para explicar los resultados obtenidos es que el aumento de
conductividad sea consecuencia de algun otro proceso hidro-
légico, por ejemplo la resuspension de sedimento debida al
viento (E. Bordet, comunicacion personal), cuyo efecto sobre
el metabolismo celular sea en detrimento de la produccién
de toxinas. Seria necesario realizar estudios especificos para
detectar qué otra variable se asocia a los cambios de conduc-
tividad en el sistema de estudio.

Trabajos previos de nuestro grupo demostraron que la
temperatura y la conductividad son las variables mas rele-
vantes para determinar la abundancia de genotipos tdéxicos
de Microcystis en el gradiente ambiental Rio Uruguay-Rio
de la Plata (Kruk, et al., 2015; Martinez de la Escalera, et al.,
2017). O Farrell et al. (2012) propusieron que la intensidad
y frecuencia de floraciones de cianobacterias en el embalse
de Salto Grande podrian ser en gran medida explicadas por
el ciclo hidrolégico y por la morfologia del embalse, encon-
trandose mayores acumulaciones de biomasa en los brazos
donde desembocan cursos de agua tales como Gualeguaycito
e Itapebi. Es en estos sitios que presentan baja profundidad,
altos tiempos de residencia del agua y acumulacién de
nutrientes provenientes de la cuenca donde se generan flo-
raciones masivas de Microcystis spp. toxicas, probablemente
asociadas a mayores temperaturas que las que alcanza el resto
del embalse. En este contexto, el hallazgo de genotipos mcy]
de Microcystis spp. con diferente potencial toxico y asociados
a diferentes temperaturas sugiere que la variable es relevante
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no solo alahora de condicionar la abundancia de poblaciones
toxicas, sino también para inducir la expresion de los genes
involucrados en la sintesis de microcistinas.

Con base en los resultados obtenidos, es de esperar que
aquellas condiciones ambientales que favorezcan altas tem-
peraturas del agua en el embalse promuevan el crecimiento
de poblaciones de Microcystis spp. con genotipo toxico y
estimulen la produccién de toxinas.
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Resumen

La temperatura del agua es un parametro fundamental para comprender la dinamica de los cuerpos de agua
continentales. Se estudié la variabilidad y tendencia de la temperatura superficial de los grandes embalses del
Rio Negro, Rincon del Bonete y Baygorria, utilizando 16 anos de datos diarios satelitales (MUR-GHRSST) con
resolucion espacial de 0,01° entre 2002 y 2018. La temperatura media fue de 18,8 °C y julio (enero) el mes mas frio
(calido) con un promedio de 12,1 °C (25,2 °C). Mientras que otofio y primavera presentan la mayor variabilidad
intraestacional, invierno presenta la mayor variabilidad interanual. La temperatura superficial del sistema mostr6
una tendencia significativa de aumento de 1,3 °C por década para primavera-verano, mientras que las estaciones
de otono e invierno no presentaron tendencia significativa. Se observoé a su vez en el eje espacial una tendencia
al aumento de la temperatura desde aguas arriba hacia aguas abajo. La informacion satelital fue correlacionada
con mediciones in situ de oportunidad (n=67) y se obtuvo una correlacién de 0,94 y un error cuadratico medio
de 1,92 °C. Generar series temporales de mediciones in situ dirigidas permitiria una evaluaciéon del producto y
consolidar su uso operativo. Los resultados demuestran la utilidad del sensoramiento remoto de la temperatura del
agua en sistemas continentales como herramienta de monitoreo basado en informacion de libre acceso. Ademas, se
describe por primera vez el ciclo estacional, la variabilidad y tendencia de los embalses del Rio Negro, esperando
que los resultados aporten para las medidas de manejo ambiental.

Palabras clave: Climatologia, Rincon del Bonete, Baygorria, sensoramiento remoto, calentamiento aguas superficiales.

Abstract

Water temperature is a fundamental parameter to understand the dynamics of continental waters. Surface water
temperature trend and variability of the large reservoirs of the Negro River, Rincon del Bonete and Baygorria, using
16 years of satellite data (MUR-GHRSST) with a spatial resolution of 0.01° between 2002 and 2018 was studied.
The average temperature was 18.8 °C, with a minimum of 12.1 °C and maximum of 25.2 °C, in July and January,
respectively. Spring and autumn showed the highest intraseasonal variability, and winter the highest interannual
variability. The surface temperature of the reservoirs showed a significant trend towards warming of 1.3 °C per decade
for spring-summer, while the seasons of autumn and winter did not exhibited a significant trend. The warming trend
increased towards downstream. The satellite information was correlated with opportunistic observed data (n = 67),
with a correlation of 0.94 and a root mean square error of 1.92 °C. Generating time series of continuous measure-
ments in situ would allow an evaluation of the product and viability for operational usage. These results demonstrate
the utility of remote sensing of water temperature as a monitoring tool based on freely accessible information. In
addition, the seasonal cycle, trend and variability of the reservoirs of the Rio Negro were described for the first time.
It is expected that these results contribute to the environmental management measures of the Negro River reservoirs.
Keywords: Climatology, Rincon del Bonete, Baygorria, Remote Sensing, Surface Water Warming.

Introduccion del cauce (Webb, et al., 2008). También se produce una

heterogeneidad térmica considerable a escalas de meso y

En los sistemas l6ticos (principalmente rios y arroyos), micro-habitat en respuesta a la temperatura del aire local y
la temperatura del agua varia a escalas de tiempo diarias, la velocidad del viento, que influyen en el enfriamiento por
estacionales, interanuales, y a lo largo del eje longitudinal evaporacion yla extension de la sombra topografica y riberefia
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(Poole y Berman, 2001). En los cuerpos de agua lénticos (en
especial lagos y embalses), las aguas superficiales se calientan
principalmente por acciéon de la radiacién proveniente del
sol y pierden densidad. Esto tiene como consecuencia un
aumento en la resistencia térmica a la mezcla de las capas
de agua superficiales con respecto a las sub-superficiales
(Hambright, et al., 1994). Una diferencia de solo unos pocos
grados es suficiente para evitar la circulaciéon completa entre
superficie y fondo, condicién denominada estratificacién
térmica (Hutchinson, 1941). Otros fendmenos fisicos tales
como el viento o corrientes producen turbulencias que fa-
vorecen la mezcla de la columna de agua, particularmente
en cuerpos de agua poco profundos (Tundisi, et al., 2004).
En los casos de sistemas mixtos (rios y embalses) existe una
tendencia al aumento de la temperatura aguas abajo de las
represas o embalses. Esto se debe a que el detenimiento del
cauce incrementa el tiempo de residencia del agua y por lo
tanto la superficie expuesta a la radiacion solar es mayor, lo
que permite un mayor calentamiento (Allan y Castillo, 2007).

La temperatura es un factor regulador del metabolismo
de los organismos (Brown, et al., 2004). El aumento de la
temperatura hasta un limite tolerable produce un incremento
en las tasas de produccion primaria y de respiracion por parte
de autotrofos y heterétrofos (Straile, 2005; Reynolds, 2006).
A su vez, la temperatura también tiene efectos indirectos en
los procesos fisicos, resultando en gradientes de calor caracte-
risticos que a su vez son responsables de gradientes quimicos
y de la distribucién de organismos (Poole y Berman, 2001).
En el caso de los microorganismos que viven en suspension
de la columna de agua (plancton), la estratificacién térmica
impone una barrera para su capacidad de migracion vertical
(Margalef, 1983). Algunas especies de cianobacterias con ca-
pacidad de regulacion de la flotabilidad pueden posicionarse
en profundidades favorables y dominar a otras especies del
fitoplancton como los unicelulares y coloniales no flotantes
(Reynolds, et al., 1987; Joehnk, et al., 2008).

ElRio Negro es uno delos rios mas importantes de Uruguay.
Presenta una amplia extension de 810 km desde sus nacientes
en Brasil a su desembocadura en el rio Uruguay. Su cuenca de
drenaje abarca aproximadamente 71.400 km?, de los cuales casi
69.000 km? le corresponden a Uruguay (Pérez, 2002). Cuenta
con tres represas en cadena construidas para obtencién de
energia eléctrica: Rincon del Bonete (1070 km?), Rincén de
Baygorria (100 km?) y Palmar (320 km? Chalar, et al., 2014)
(Figura 1). El uso predominante de los suelos de la cuenca es
la ganaderia extensiva (con pradera mejorada). Se destaca tam-
bién el aumento reciente de agricultura intensiva y forestacion
(Chalar, et al., 2014; MGAP, 2017). El rio es considerado como
eutrofico (Chalar, et al.,, 2014; MVOTMA, 2018) y presenta
frecuentemente floraciones de cianobacterias de los géneros
Microcystis y Dolichospermum, especialmente en sus embalses
durante los meses de verano (Gonzalez-Piana, etal., 2011; Cha-
lar, et al,, 2014). Estudios recientes reportan concentraciones
de cianotoxinas (Microcistinas) en niveles de riesgo moderado
para el uso recreacional del rio (Gonzélez-Piana, et al., 2017);
inclusive el embalse de Baygorria cuenta con el registro més alto
de microcistinas (38 mg.L') para el pais (Bonilla, et al., 2015).

Si bien existen antecedentes de campanas de monitoreos
sistematicos de pardmetros fisicoquimicos y biologicos in
situ (ej. Chalar, et al., 2015; Gonzalez-Piana, et al., 2017,
DINAMA, 2018), las series temporales de temperatura por
satélite no han sido atn exploradas para los embalses del
Rio Negro. El uso de datos satelitales presenta la ventaja de

ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2018, No. 16 (17 - 26) - DOI: 10.26461/16.07

Manta, Alcantara

tener una amplia cobertura espacio-temporal, lo cual permite
evaluar la evolucion del fenémeno en el tiempo. La principal
desventaja es que se obtiene tinicamente el dato de superfi-
cie, por lo que no sustituye las mediciones de perfiles in situ
(Martin, et al., 2012).

Una lista de los instrumentos y técnicas empleadas clasi-
camente durante las primeras décadas de medicién remota
de temperatura superficial del agua (TSA) se encuentra resu-
mida en Barton (1995). Los desafios que presenta el uso de
esta herramienta en ambientes continentales y costeros es la
contaminacidn del dato (pixel), debido a que, principalmente
por la resolucion horizontal del sensor y la morfologia de la
costa, queda incluida tanto la tierra como el agua en el pixel
(Martin, et al., 2012; Chang, et al,, 2015). Debido a este pro-
blema, algunas de las primeras bases de datos de TSA de lagos,
medidas a través de satélites y utilizando el producto AVHRR
implementado por NASA/NOAA desde principios de 1970,
solo tomaban en cuenta grandes cuerpos de agua amplia-
mente mayores a 10 km de didmetro (Sharma, et al., 2015).
A principios de la década del 2000, el Experimento Global de
Asimilacién de Datos Ocednicos (GODAE) proporcioné un
proyecto piloto de mediciones de TSA de alta resolucién aqui
utilizado, el cual se compone de una combinacién (“blended”)
de varios productos de datos TSA, que incluye diferentes sen-
sores satelitales y observaciones in situ, con medidas en tiempo
real (Chang, et al., 2015; Dash, et al., 2012). Con esta nueva
herramienta, estudios mas recientes sugieren, a partir de la
correlacion con datos in situ, que a partir de 10 km de didmetro
del cuerpo de agua se obtiene buena calidad de mediciones
(Crosman, et al., 2017). A su vez, resaltan que la principal
dificultad se encuentra en zonas de altas latitudes y regiones
mas nubosas (Crosman, et al., 2017). Esta herramienta ha sido
implementada en Kraemer et al. (2017), donde estudiaron la
relacion entre la TSA obtenida del producto aqui utilizado yla
Clorofila-a (obtenida mediante MODIS) en 188 lagos de todo
el mundo cuyas areas fueran mayores a 50 km2

La motivacién de este estudio es caracterizar la varia-
bilidad y tendencia de la temperatura de superficie del Rio
Negro utilizando mediciones satelitales de TSA y evaluar las
oportunidades e implicancias en el manejo de los grandes
embalses del Rio Negro.

Materiales y Métodos

Se trabajo con datos diarios satelitales de TSA procesados
por el “Grupo de alta resolucion de temperatura superficial
del mar” (GHRSST por su sigla en inglés, https://www.ghrsst.
org/) (Martin, et al., 2012). Estos datos se encuentran dispo-
nibles para descargar libremente en la pagina web del Centro
de Archivo Activo de Distribucién de Datos en Oceanografia
Fisica (podaac) del Laboratorio de Propulsién a Chorro de
la Administracién Nacional de Aerondutica y el Espacio
de Estados Unidos (NASA; https://podaac.jpl.nasa.gov/) y
también se pueden observar en tiempo real en varios sitios
web (por ejemplo: https://podaac-tools.jpl.nasa.gov/soto/) La
informacion se presenta grillada y sin datos faltantes (nivel de
procesamiento 4), de modo que en cada pixel asignado como
agua siempre hay un dato. Aunque en algin momento, ya sea
por descenso del nivel del cuerpo de agua o por nubes, no sea
posible su medicidn, este es interpolado estadisticamente. Este
producto cuenta también con una variable llamada analisis
de error, que es el desvio estandar del error estimado de la
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medicion y que se utilizé para encontrar diferencias espaciales
en la precision del dato.

El GHRSST produce este conjunto de datos en tiempo real
(latencia de un dia) y en retrospectiva con mayor control de
calidad (latencia de cuatro dias), utilizando “wavelets” como
funciones base en un enfoque de interpolacion éptima en una
grilla global de 0,01° (cerca de 1 km para latitudes medias).
La version utilizada en este trabajo es la “Multiscale Ultrahigh
Resolution” (MUR). Esta version se basa en observaciones noc-
turnas de los primeros milimetros del espejo de agua de varios
instrumentos, incluido el Advanced Radiometer Scanning-EOS
dela NASA (AMSRE), el espectrorradiémetro de imagenes de
resolucion moderada (MODIS Aquay Terra) dela NASA, el ra-
diémetro WindSat de microondas dela Armadadelos EE.UU.,,
el Radiémetro Avanzado de Muy Alta Resolucion (AVHRR) y
varios satélites NOAA de drbita polar, asi como observaciones
in situ del proyecto NOAA iQuam (Martin, et al., 2012).

Los conjuntos de datos de TSA basados en satélites tienen
resoluciones drasticamente diferentes. Por ejemplo, el sensor
de tipo infrarrojo puede tener una resolucién muy alta de
hasta 1 km en distancia horizontal, pero los datos del sensor
de microonda suelen tener una resolucién menor, cercanaa 25
km. Todos los datos son generalmente muestreados en patro-
nes irregulares bajo las 6rbitas de los satélites. Ademas de todo
esto, hay muchos vacios de datos (agujeros en la cobertura de
datos) debido a contaminaciones por nubes, aerosoles y tierra.
Para tratar objetivamente estos problemas de muestreo MUR
utiliza una técnica llamada Analisis Variacional de Resolucion
Multiple (MRVA). MRVA es un método de interpolacion
estadistica basado en la descomposicién wavelet, llamado
“analisis de resolucion multiple”, cuya virtud es que el mapa
de TSA se puede controlar sin degradar la representatividad
local. La expresion matematica de la descomposicion wavelet
se encuentra en Chin et al. (1998). La principal ventaja de
MUR es que al momento es el unico analisis diario global
de TSA disponible libremente en tiempo real con resolucién
horizontal de 0,01° (Crosman, et al., 2017).

El periodo de estudio analizado abarca desde que se
encuentran los datos disponibles (1 de junio de 2002 hasta
el 31 de mayo de 2018), hasta completar un total de 16 afios.
Se conto con 5845 dias con datos en 1513 pixeles, totalizando
un drea de cobertura de 1513 km?. La climatologia diaria se
construyd haciendo el promedio para cada dia del afio y un
suavizado con una media moévil centrada de 30 dias. También
se realiz6 un andlisis espectral de la serie temporal utilizando el
método de Lomb (Press, et al., 1992). Se trabajé con la media
anual y medias estacionales; se consideran verano los meses de
diciembre-enero-febrero, otofio: marzo, abril y mayo, invierno:
junio, julio y agosto, y primavera: setiembre, octubre y noviem-
bre. La variabilidad se estimé a partir del desvio estandar de
la temperatura calculado para cada dia del ano promediado
espacialmente, y luego distinguiendo a nivel espacial para cada
estacion del afio la componente climatoldgica (la variabilidad
promedio dentro de cada estacién) y la componente interanual
(la variabilidad afio a afio de cada estacion).

Para estudiar si los embalses del Rio Negro tienden a
aumentar o disminuir su temperatura, se realizé un anélisis
de tendencia ajustando un modelo de regresion lineal para
la temperatura media para todo el afio y a su vez para cada
estacion, utilizando como variable explicativa el paso del
tiempo, siempre sobre el promedio anual (n=16), ya sea para
cada estacion o para todo el afio. La significancia estadistica
se evalu6 aplicando el test de Student con nivel de confianza
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del 95%. En el caso del andlisis espacial se grafico la pendiente
del ajuste de la recta para cada pixel solo donde se encontré
significancia estadistica. Los mapas se presentan en lineas de
contornos a los efectos de facilitar la visualizacion, ya que el
producto de nivel 4 contiene un suavizado y sin datos fuera
de rango (Martin, et al., 2012).

Para la comparacion de los datos satelitales con obser-
vaciones in situ se utilizaron dos bases de datos. La primera,
correspondiente a informacién disponible de forma libre del
observatorio ambiental nacional de la Direccién Nacional
de Medio Ambiente (DINAMA, 2018). Se utilizaron los
datos correspondientes a la estacion RN5 (-32.827500°-
56.423889°), que cuenta con 24 muestreos de datos de TSA
medidos a 300 metros de la costa en Rincén del Bonete
obtenidos entre 2010 y 2018. La segunda base corresponde a
43 datos de muestreos en Baygorria desde el 2002 a la fecha
(Chalar, et al., 2014, 2015; Gonzélez-Piana, et al., 2017). Los
datos observados (medidos in situ) se graficaron contra los
obtenidos del satélite en el punto de Baygorria mas cercano
a los medidos en campo. Se utilizaron los parametros de la
pendiente e intercepto de la regresion lineal para evaluar la
consistencia de las observaciones asumiendo pendiente igual
al eintercepto a 0 (Pifieiro, et al., 2008). Como complemento,
se calcul6 la raiz cuadratica del error medio (RMSE) para
evaluar la exactitud entre los datos satelitales y los medidos in
situ. Cabe destacar que estos muestreos no fueron dirigidos a
encontrar sesgos en la medicién satelital, sino que son parte
de campanas de rutina que mantiene DINAMA, o como parte
del convenio UTE-Facultad de Ciencias llevado a cabo en la
seccion Limnologia (Chalar, et al., 2015).

Resultados

Los resultados se presentan en tres partes. En la primera parte
se analizd una unica serie temporal del Rio Negro promedian-
dolos 1513 datos espaciales para cada dia. En la segunda parte
se trabajo por cada punto de 1 km? con una serie temporal
y los resultados se presentan en forma de mapas. La tercera
parte explora la validez de los datos en base al error asociado
alamedicion remota y al contraste con mediciones in situ. La
Figura 1 muestra el mapa del drea de estudio con la locacién
de las grandes represas y algunos centros poblados impor-
tantes superpuesto con la temperatura media superficial, la
cual es 18,7 °C aguas arriba y 19,0 °C aguas abajo.
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Figura 1. Mapa del 4rea de estudio. En colores se muestra la
temperatura media del agua superficial del Rio Negro (°C)
entre el 1 de junio de 2002 y el 31 de mayo de 2018. Los
cuadrados indican la posicion de ciudades: San Gregorio de
Polanco (GP) y Paso de los Toros (PT). Las cruces indican
represas: Rincon del Bonete (Rb) y Baygorria (Ba).
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Ciclo estacional, variabilidad
y tendencia del Rio Negro
promediado espacialmente

La Figura 2a muestra la serie temporal de TSA utilizada en
esta seccion, calculada como el promedio espacial de los datos
utilizados. Se observa el predominio de la estacionalidad en
la variabilidad de la serie temporal (Figura 2a, linea negra).
El minimo de TSA observado fue de 7,80 °C y sucedié el 2
de agosto de 2007, mientras que el maximo fue de 29,34 °C
el 27 de febrero de 2017. De las anomalias se observa una
dominancia de la variabilidad en escala de dias, semanas y a
nivel estacional, variando entre valores negativos y positivos.
Los extremos de anomalias presentan valores cercanos a
-6,00 °Cy 6,00 °C. Estos valores tienen persistencia menor a
una semana. Los extremos negativos sucedieron mayormente
en setiembre de 2002 y diciembre de 2005 y los positivos en
noviembre de 2012. También se observa una tendencia de
mayor cantidad de valores positivos hacia el presente. Se
destaca la predominancia de la variabilidad estacional que se
mantiene aun en las anomalias (Figuras 2b y 2¢). En cuanto
a la cuantificacion de las escalas de variabilidad a través del
andlisis espectral de la serie y las anomalias, se observan tres
picos con una periodicidad de 90, 40 y 20 dias, de mayor a
menor intensidad, asociados con la variabilidad estacional e
intraestacional (Figura 2c).
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Figura 2. Andlisis de serie temporal de datos diarios de
temperatura superficial del agua (TSA) del promedio
espacial de los embalses del Rio Negro. a) Serie temporal
en azul y climatologia en negro. b) Anomalias diarias de
TSA (ATSA), obtenidas luego de remover la climatologia
calculada a la serie temporal original; en negro se muestra
la media movil de 90 dias de ATSA. ¢) Analisis espectral de
la serie temporal de TSA y ATSA.

La serie temporal promediada espacialmente del Rio
Negro presenta un ciclo estacional con un promedio anual
de 18,83 °C, mientras que el promedio mensual exhibe una

20
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minima de 12,08 °C y una maxima de 25,23 °C en julio y
enero, respectivamente. El desvio estdndar también presenta
estacionalidad, con mayor variabilidad durante los meses de
invierno, cuando se observa un pico maximo de 1,60 °C en
agosto y un minimo a fines de marzo de 0,60 °C. También se
constatan 3 picos por encima de 1,00 °C a mediados de junio,
principio de noviembre y fines de diciembre en momentos
de transicion (Figura 3a). En cuanto al analisis de tendencia
de la media anual, presenta una correlacion de 0,62 (p.valor
<0,05) y una tasa de incremento anual (pendiente) de 0,06 °C
por afio. Esta tendencia estd explicada por las estaciones de
primaveray verano, ya que ni invierno ni otonio presentan una
tendencia significativa. A su vez, tanto primavera como verano
presentan un valor de correlacién de 0,71. Sin embargo, la
pendiente para primavera es mayor, 0,14 °C por afio mientras
que la de verano es 0,11 °C por afio (Figura 3b).
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Figura 3. a) Ciclo estacional de temperatura media del
agua superficial del Rio Negro promediado espacialmente
(negro). En azul se muestra el desvio estdndar. b)
Temperatura media superficial del Rio Negro, por aio y
por estacion, en diferentes colores. Cada punto indica la
media estacional para cada afio. Ademds, se muestra el
ajuste del modelo de regresion lineal, donde la variable
explicativa es el tiempo (tendencia lineal). Se muestra la
ecuacion de la recta (donde “x” es el afio desde 2002/03,

e “y” es la temperatura predicha por el modelo). También
se muestra el coeficiente de correlacién de Pearson (1)
para aquellos modelos en los que el ajuste es significativo
(p.valor<0,05).

Ciclo estacional, variabilidad
y tendencia del Rio Negro en el espacio

En el eje espacial se observan ciertas diferencias en el com-
portamiento de la temperatura superficial del Rio Negro,
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Figura 4. Temperatura media del agua superficial del Rio Negro (°C) por estacion en el periodo comprendido entre 1 de

junio de 2002 y 31 de mayo de 2018.

que se analizan a continuacion. La media por estacién pre-
senta un gradiente en el que la temperatura aumenta desde
el Este hacia el Oeste a lo largo de todas las estaciones, y
que a su vez crece en amplitud hacia los meses mas calidos,
donde la diferencia es de 0,20 °C en invierno y 0,50 °C
en verano. Invierno presenta una temperatura media de
12,80 °Cy verano de 24,65 °C, respectivamente. En cuanto
a las estaciones intermedias, otofio tiende a ser més calido
que primavera (20,30 °Cy 17,90 °C, respectivamente) con
una mayor amplitud en el gradiente E-O (0,40 °C contra
0,30 °C, Figura 4).

En cuanto a la variabilidad de la temperatura por esta-
cidn, se observan patrones distintos en el desvio estandar
dentro de cada estacion (climatoldgico) y afo a afio para
cada estacion (interanual). En el desvio climatolégico se
observan los maximos para las estaciones de transicién
otoflo y primavera con valores de 2,96 °C y 2,76 °C,
respectivamente, mientras que invierno y verano presentan
valores maximos de 0,78 °C y 0,88 °C, respectivamente.
Otofo y primavera son las estaciones que presentaron
mayor variabilidad. A su vez, se observa un patrén en el
que primavera-verano tienen mayor variabilidad en la

region oeste de la zona de estudio (aguas abajo), y otofo-
invierno la tienen en la region este de la zona de estudio
(aguas arriba). La variabilidad interanual tiende a ser
menor que la climatoldgica. Invierno y verano tienen la
particularidad de que la variabilidad afio a afio es mayor
que dentro de la estacidn. Esto se observa especialmente
en invierno, cuando el desvio estandar interanual es mas
del doble que el climatoldgico, con méximos de 1,75 °C'y
0,78 °C, respectivamente (Figura 5).

Primavera y verano son las tinicas estaciones que pre-
sentan una tendencia lineal significativa y con pendiente
positiva en toda el drea de estudio. Para ambas estaciones
la tendencia al calentamiento se incrementa hacia el Oeste,
y es maxima al Oeste de la ciudad de Paso de los Toros. Sin
embargo, la pendiente en primavera es en promedio 0,02 °C.
afio’! mayor que la de verano. En primavera el minimo es
de 0,13 °C.afio’! y el maximo de 0,15 °C.afio"!, mientras que
en verano es 0,10 °C.aflo-! y 0,14 °C.afio}, respectivamente
(Figura 6). El analisis de tendencia para el desvio estandar
interanual presenta una pendiente positiva pero no signi-
ficativa para la media anual y tampoco para las estaciones
(no se muestra).
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Figura 5. Desvio estandar (°C) climatoldgico (izquierda) e interanual (derecha) de temperatura superficial en los grandes
embalses del Rio Negro. Desvio por estacion del afio a partir de datos diarios en el periodo comprendido entre 1 de junio

de 2002 y 31 de mayo de 2018. Notar las diferencias de escalas.
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en Rincdn del Bonete (n=64). En azul se muestra la recta con pendiente 1:1. b) Error medio del dato satelital, promediado

en cada punto para los 16 afos de datos diarios utilizados.

Comparacion de los datos
in situ con los satelitales

El ajuste dela regresion lineal entre ambas fuentes datos presen-
t6 una pendiente 0,97, intercepto igual a 0, varianza explicada
del 88 % y un RMSE de 1,92 °C (Figura 7a). En cuanto al campo
espacial del error medio del dato satelital, se observa un patrén
concéntrico en el embalse, donde a mayor distancia de la costa,
menor error. Los errores maximos se observan en los extremos,
aguas arriba y aguas abajo. Sin embargo, las diferencias espa-
ciales son menores a 0,01 °C en promedio (Figura 7b).

Discusion

Trabajando con 16 anos de datos satelitales (periodo 2002-
2018) provenientes del producto MUR-GHRSST se encontrd
una respuesta global de los embalses Baygorria y Rincén de
Bonete al aumento de su temperatura en 0,70 °C por afio en la
media anual, determinado por una pendiente de incremento
de 0,13 °C por ano en primavera-verano. Este aumento,
presente principalmente por un calentamiento durante los
meses de primavera-verano, podria deberse al calentamiento
de la atmdsfera reportado parala region (Bidegain, et al., 2014;
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IPCC, 2014). Considerando ademads que se analizaron 16 afios
de datos, no se descarta que al menos parte de esta tendencia
observada podria responder a oscilaciones de baja frecuencia
(ej. decadal), mayor al periodo estudiado (Chen y Tung, 2018).

La tendencia al calentamiento encontrada coincide con
el rango de valores presentados por O’Reilly et al. (2015) de
0,34 °C.década’! (rango -0,7 y 1,3 °C.década™!). En ese trabajo,
los autores analizan la TSA de verano (obtenida de datos in
situ y satelitales) en 235 lagos distribuidos a nivel mundial
(periodo 1985 y 2009) y ademas reportan que coincide con
el aumento del promedio anual de la temperatura del aire
(0,25 °C.década!) y la temperatura superficial del océano
(0,12 °C.década?) durante un periodo mayor (1979-2012).
Dado que los ultimos 16 afnos han sido mas calidos que los
anteriores 16 (Smith, etal., 2008), seria esperable que analizan-
do el periodo tomado por O’Reilly et al. (2015) la pendiente
de la tendencia de los embalses del Rio Negro fuera menor
que la encontrada en este trabajo.

Lavariabilidad espacial fue menor que la temporal, lo cual
es esperable para la extension de los embalses analizados y su
ubicacidn en latitudes medias. En el eje espacial se encontro
un gradiente de aumento de temperatura desde aguas arriba
hacia aguas abajo del 4rea estudiada. Este patrén podria
relacionarse con los tiempos de residencia del agua, ya que
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el limite de la region aguas abajo se encuentra después del
embalse del Rincén del Bonete, cuyo tiempo de residencia
es el mayor de los tres con un promedio de 150 dias (Cha-
lar, et al., 2014). Al incrementar el tiempo de residencia del
agua, aumenta también la exposicion a la radiacion solar
y, en consecuencia, al calentamiento durante los meses de
primavera-verano (Allan y Castillo, 2007).

Teniendo en cuenta la comparacion entre los muestreos in
situ y los datos satelitales, los valores de pendiente e intercepto
del modelo lineal indican que no hay inconsistencias entre los
valores muestreados y los medidos por el satélite (Pifieiro, et al,,
2008), y que a su vez el valor de RMSE calculado es esperado
paraun embalse de este tamafio (Crosman, et al.,2017). Las dife-
rencias encontradas entre los valores in situ y satelitales podrian
deberse a que las mediciones in situ son hechas durante el dia,
mientras que las satelitales se realizan de noche. Para corregir
este sesgo de observacion, en principio serfa necesario conocer la
amplitud del ciclo diario de temperatura y corregir los datos. Por
otra parte, el hecho de que hacia valores més altos la diferencia sea
mayor puede ser explicado por el hecho de que el calentamiento
diario en verano es atin mayor. A su vez, los valores muy alejados
de la recta de pendiente 1 (>5 °C) son siempre con mediciones
in situ mayores que las satelitales. Esto podria deberse tanto al
ciclo diario de temperatura en el embalse, como a mediciones
in situ en aguas mas cercanas a las costas, donde el ciclo diario
tiende a tener aun mayor amplitud debido a que aumenta la
relacion drea’.profundidad!, por lo que seria esperable todavia
mayor temperatura en los muestreos durante el dia.

Dela Figura 7 se puede discutir que a priori no hay razén
para determinar que los datos satelitales carecen de utilidad
debido ala posible contaminacion del dato por la tierra. Y, a su
vez, que este set de datos in situ utilizados no es suficiente para
identificar sesgos en la medicion satelital. Para ello seria nece-
sario contar con una serie temporal de mediciones constantes,
de por lo menos varios meses, superficiales, tomadas lejos de
la costa y que tomen registros durante la noche (Grim, et al.,
2013). De la Figura 7b se desprende que ante una eventual
campafia de ajuste de la medicion satelital seria recomendable
colocar una boya de medicién in situ donde el error medio
es minimo, cercana al punto (Lat:-32.70; Lon:-56.05). De
esa forma, el producto satelital MUR podria ser utilizado de
forma operativa y validado, como se ha demostrado en otros
trabajos (Fiedler, et al., 2014; Kraemer, et al., 2017).

En cuanto a las posibles consecuencias ambientales de-
rivadas de los resultados encontrados, bajo condiciones de
estratificacion térmica asociada al calentamiento de las capas
superficiales y baja intensidad de viento se ha observado en
Rincoén del Bonete una tendencia a la acumulacion de cia-
nobacterias potencialmente toxicas (Gonzéalez-Piana, et al.,
2017; Gonzalez-Piana, et al., 2018). Ademas, se ha encontrado
una relacién positiva entre el aumento de la temperatura del
agua y la eutrofizacion con el desarrollo de floraciones en
otros embalses y rios del pais: Salto Grande (Martinez de la
Escalera, etal., 2017), Rio Santa Lucia (Aubriot, etal.,2017) y
para todos los sistemas lénticos y 16ticos del pais considerados
en su conjunto (Haakonsson, et al., 2017). Esto se explica
porque el aumento de la temperatura produce un aumento de
las tasas metabolicas, favoreciendo asi a los organismos mas
pequenos, como los procariotas (Daufresne, et al., 2009; Paerl,
2014). Ademds, los efectos indirectos de la temperatura, como
la estratificacion, la reduccién de los tamafios corporales de
los predadores y la dinamica y disposicion de nutrientes son
clave para determinar el predominio de las cianobacterias
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capaces de formar floraciones (Oliver, et al., 2012; Liirling,
et al., 2013; Robarts y Zohary, 1987).

En consecuencia, y de acuerdo a la tendencia de calen-
tamiento encontrada durante primavera-verano, este tipo de
fenémenos podrian volverse mas intensos y recurrentes en este
periodo. Las condiciones favorables podrian asociarse a condi-
ciones sindpticas de viento débil y a aumento de estratificacion,
con la potencial pérdida de algunos de los servicios ecosisté-
micos que brindan hoy los grandes embalses del Rio Negro.

Conclusiones

Se caracteriz6 el ciclo estacional de temperatura superficial de
los grandes embalses del Rio Negro y su variabilidad a partir
de datos satelitales. Estos presentan una media de 18,83 °Cyun
promedio mensual con una minima de 12,08 °C y una maxima
de 25,23 °C en julio y enero, respectivamente. Se observé una
tendencia significativa de aumento de temperatura superficial
del Rio Negro en primavera-verano de 1,3 °C por década,
no asi en los meses de otofio e invierno que presentan una
mayor variabilidad interanual. Existe un patrén espacial para
primavera-verano en el que la temperatura y la tendencia al
calentamiento aumentan desde aguas arriba hacia aguas abajo.
Dado el estado eutrdfico del Rio Negro, seria recomendable
contemplar un escenario de primaveras y veranos mas calidos
en el manejo ambiental. La herramienta aqui presentada sirve
como insumo para los actuales planes de monitoreo del rio, y
eventual modelacion con variables bioldgicas, con la ventaja de
su inmediatez a un costo practicamente nulo, aunque debe ser
validada con mediciones in situ dirigidas. A su vez, los resulta-
dos hallados sirven de insumo para las proyecciones del plan de
manejo del Rio Negro y sus posibles consecuencias ambientales.
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Resumen

Se analiz6 el rol trofico de nueve especies de peces capturadas en la Laguna Garzoén (costa atlantica uruguaya)
mediante la evaluacion de la composicion isotdpica de nitrégeno y carbono. La captura se realizé en mayo de 2017
utilizando redes de enmalle de 10 cm y 15 cm entre nudos opuestos, con una longitud total de 200 m y un tiempo
de actividad de 12 h. Los resultados indicaron una variacién isotdpica en las especies analizadas debido a diferentes
habitos troficos. Las mayores posiciones troficas (PT) ocuparon el segundo nivel trofico, con especies como la anchoa
Lycengraulis grossidens (PT = 3,8), el testolin azul Prionotus punctatus (PT = 3,4), la corvina blanca Micropogonias
furnieri (3,4), y el dientudo Oligosarcus jenynsii (PT = 3,0). Los modelos isotopicos mostraron que algunas especies
estuvieron asociadas al ambiente benténico, y se alimentaron preferentemente de material organico del sedimento
(Mugil liza), o de cangrejos (M. furnieri), en contraste con especies que estuvieron asociadas a la columna de agua,
como el pejerrey Odontesthes argentinensis. De esta forma, la fauna benténica residente y la materia organica del sedi-
mento y en suspension estarian sustentando los habitos de alimentacion de los peces analizados en la Laguna Garzon.
Palabras clave: variabilidad isotopica, redes trdficas, peces costeros, estuario.

Abstract

Trophic role including nine fish species from a coastal lagoon in Uruguay (Laguna Garzon) was assessed using
carbon and nitrogen stable isotope measurements. To this end, samples of food sources and fishes were collected
in May 2017 for isotopic analysis. Fishes were collected by deploying a net of 10 and 15 cm (200 m long) for 12 hs.
The results indicated an isotopic variation within the fish species examined thus suggesting different trophic habits.
The highest trophic positions (TP) were observed for the anchovy Lycengraulis grossidens (TP = 3,8), the bluewing
searobin Prionotus punctatus (TP = 3,4), the whitemouth croaker Micropogonias furnieri (3,4), and dog-tooth
characid Oligosarcus jenynsii (TP = 3,0). Model calculations showed that the main prey for the fish species in
Garzon derived from benthic (e.g. M. furnieri, Mugil liza) and pelagic environment (Odontesthes argentinensis).
Therefore, benthic fauna together with sedimentary carbon sources support this fish assemblage in Laguna Garzdn.
Keywords: isotopic variation, food webs, coastal fishes, estuary.

Introduccion

Las lagunas costeras se caracterizan por ser ecosistemas alta-
mente productivos, dado el gran aporte de nutrientes que reci-
ben tanto del continente como delos rios y el mar adyacente, en
combinacion con una alta disponibilidad luminica (Knoppers,
1994). Estos sistemas costeros brindan numerosos servicios
ecosistémicos para la biodiversidad y para el hombre, entre ellos,
el sustento de pesquerias artesanales, sitios de alimentacién y
reproduccidn para diversas especies de peces y aves, la recrea-
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cién y el control de la erosion (Costanza, et al., 1997; Fabiano
y Santana, 2006). Sin embargo, a pesar de la relevancia para
la conservacién que estos sistemas costeros presentan, estan
siendo significativamente amenazados debido al incremento
de asentamientos humanos en estas regiones costeras, lo que
configura una amenaza fisica y ecoldgica para estos sistemas
altamente vulnerables (Conde, et al., 2015). En este contexto, la
generacion de informacion acerca dela composicion, estructura
y funcionamiento de los ecosistemas es muy importante para
la toma de decisiones de gestion responsable.
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Uno delos aspectos centrales para la toma de decisiones de
gestion es el conocimiento de las relaciones alimenticias entre
las especies de un ecosistema. Este tipo de informacion permite
predecir cuéles son las potenciales consecuencias de una medida
especifica sobre el resto de la comunidad bidtica y sus recursos
(Polis y Winemmiller, 1996). En las lagunas costeras, algunos
de los productores primarios que se han identificado y que
sustentan la red tréfica incluyen micro y macroalgas, epifitas,
material organico del sedimento y detritus de origen terrestre
(Vizzini y Mazzola, 2003; Pernet, et al., 2012; Park, et al., 2013;
Careddu, etal., 2015). Asimismo, Garcia et al. (2007) realizaron
un estudio puntual durante la primavera austral sobre los habi-
tos alimenticios en un ensamblaje de peces y sugieren que los
productores primarios autdctonos representan la mayor fuente
dealimento. En algunos casos las relaciones alimenticias pueden
variar espacial y temporalmente (Kanaya, et al., 2007; Claudino,
et al,, 2013), y en otros no (Rodriguez-Grana, et al., 2008).

Estudios sobre los hébitos alimenticios, como el andlisis de
contenido estomacal, proveen informacion sobre la composi-
cion de presas y relaciones troficas y son dificiles de interpretar
en el material ingerido en estado triturado y mezclado. Como
complemento, la determinacion de is6topos estables se ha trans-
formado en una potente herramienta para definir las relaciones
tréficas entre los componentes de la comunidad (Fry, 2007). Este
hecho se basa en que las proporciones de is6topos estables de
carbono (8"*C = 13C/2C) y nitrégeno (§'*N = >N/*N) de los
animales depende de la ingesta. En general, el §*C en los tejidos
de los consumidores se incrementa en 0-1%o respecto de su
dietay, porlo tanto, permite distinguir la fuente de alimentacion
desde la base del ecosistema (McCutchan, et al., 2003; Caut, et
al.,, 2009). A su vez, el §°N se estima que incrementa en 2-4%o
en el tejido del consumidor respecto al valor de su dieta, y puede
ser utilizado para estudiar la posicién tréfica de un organismo
en la cadena tréfica (Post, 2002; McCutchan, et al., 2003).

La costa atlantica uruguaya contiene un cordon de lagunas
que son ecosistemas con distintos grados de proteccion y sus
pesquerias tradicionales (ej. camaron rosado, Farfantepenaeus
paulensis) sustentan asentamientos humanos de escasos recursos
(Santana y Fabiano, 1999). En particular, existen trabajos que han
detallado los habitos de alimentacion (Norbis y Galli, 2004; Ols-
son, etal., 2013) ylas relaciones alimenticias (Rodriguez-Graiia,
et al., 2008) en la Laguna de Rocha y se considera importante
ampliar este tipo de estudios en el resto de las lagunas costeras.
El objetivo de este estudio fue evaluar las variaciones isotdpicas
de nueve especies de peces capturados en la Laguna Garzén y
establecer las principales relaciones energéticas.

Materiales y Métodos
Area de estudio

La Laguna Garzén es una laguna somera (profundidad media
= 0,6 m; area = 18 km?), salobre, que se encuentra dentro de
una cuenca de aproximadamente 695 km?, ubicada en la costa
sureste de Uruguay (34°46 S, 54°33’ O) (Figura 1). Esta laguna
presenta una conexion intermitente con el Océano Atlantico,
con dos efluentes importantes, el Arroyo Garzon y Arroyo de
la Cruz, que desembocan en el NW. La poblacién de habitantes
permanente en el area es relativamente baja, los principales usos
de esta laguna y su cuenca incluyen la ganaderia, forestacion,
agricultura y urbanizacion para actividades turisticas, y no se re-
gistran actividades industriales (Rodriguez-Gallego, et al., 2017).
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Figura 1. Mapa de la Laguna Garzén (34°46’ S, 54°33’ O)
en Uruguay. La linea blanca indica la zona en la que fue
posicionada la red de enmalle utilizada para el muestreo de
peces durante mayo de 2017. Imagen satelital extraida de
Google Earth, 20 de marzo de 2017.

Muestreo de peces y fuentes de alimento

Para la colecta de peces se realiz6 una sola campana durante
mayo de 2017. La captura se efectué mediante el calado de
una red de enmalle de 10 cm y 15 cm de apertura entre nudos
opuestos, por una altura de 2 m y una longitud total de 200 m,
durantelanochey por un periodo de 12 horas, desde las 7:00 PM
hastalas 7:00 AM del dia siguiente. La zona de calado delared de
enmalle se ubicd en la parte sur de forma perpendicular alalinea
de costa (Figura 1). Asimismo, dada la escasa profundidad de
estas lagunas se asume que la red abarcé toda la columna de agua.
Una vez capturados, los especimenes fueron congelados a una
temperatura de -20 °C hasta el momento de ser examinados en el
laboratorio. Los ejemplares fueron identificados segun las claves
taxondmicas de Figueiredo y Menezes (2000) y Dyer (2006).
Ademads, para los andlisis isotopicos se colectaron las
potenciales fuentes de alimento, incluyendo material orga-
nico del sedimento (MOS), material organico particulado en
suspension (MOP = fitoplancton + detritus) e invertebrados
bentdnicos. Para la obtencién de MOP se colect6 un bidén de
5L con agua de lalaguna y posteriormente el agua se filtr6 por
triplicado a través de filtros Whatman GF/F almacenandolos
hasta su procesamiento a -20 °C. E1 MOS se colecté usando
un cilindro de PVC con 40 cm de profundidad y 27 cm de
diametro y se selecciond el primer cm de sedimento para
analisis isotdpico. Posteriormente, el sedimento fue tamizado
a través de una malla de 0,5 mm y los organismos retenidos
se separaron por especie (minimo cinco ejemplares vivos por
especie) y se los congeld para su posterior procesamiento de
andlisis isotopico. ELMOS se compone de fitobentos, bacterias
y detritus de diferente origen. Se colectaron tres muestras del
sedimento en la zona de muestreo, que posteriormente se alma-
cenaron congeladas a -20 °C en frascos plasticos sin uso previo.

Parametros fisicoquimicos

Las variables fisicoquimicas del agua (temperatura, pH, %
de oxigeno disuelto), se registraron in situ con un sensor
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multiparametro Horiba y se tomaron muestras de agua para
el andlisis de clorofila. Para la determinacion de clorofila
a, en el laboratorio se filtraron 500 mL de agua con filtros
Whatman GF/C, y se realiz6é una extraccion de 24h a os-
curas con etanol al 96% (Jespersen y Christoffersen, 1987).
Las mediciones se realizaron en un espectrofotometro UV/
Vis (modelo SP-2100) ubicado en el Centro Universitario
Regional del Este-sede Rocha.

Analisis de isotopos estables

Para el andlisis isotopico en peces se tomaron muestras de
musculo dorsal, debido a que presentan menor variacién
isotopica (Pinnegar y Polunin, 1999). Ademas, se procesaron
moluscos, se descartaron las valvas y solo se usé tejido blando,
mientras que en crusticeos decdpodos se extrajeron mues-
tras de musculo del segmento abdominal, y en poliquetos se
utilizd el organismo entero. Los tejidos de los organismos
fueron secados a 60 °C por 24 h, molidos en un mortero de
agata hasta obtener un polvillo que fue finalmente colocado en
capsulas de estaiio. Con el propdsito de no alterar las medidas
isotdpicas, no se aplicé la acidificacion de muestras (Serrano,
et al., 2008). El analisis isotdpico en peces fue realizado para
cada individuo capturado por especie; se tomaron entre siete
y 10 individuos, segin su disponibilidad. En moluscos y
crustdceos decdpodos fueron realizadas tres réplicas que in-
cluyeron entre cinco y ocho organismos de la misma especie.

Las muestras homogeneizadas preparadas para la medi-
cidn isotdpica de carbono y nitrégeno fueron analizadas por la
University of North Carolina-Wilmington (UNCW) mediante
la combustion en un analizador elemental Thermo Flash HT
Plus. La proporcién de is6topos estables de un elemento se
expresa a través de la anotacién delta (§), que representa la
diferencia relativa entre las proporciones isotdpicas en la
muestra y en un estdndar (Vienna Pee Dee Belemnite para el
carbono y N, para el nitrdgeno), segun la Ecuacion 1.
613C o 615N (%0) = [(RMUESTRA/ RESTANDAR)'I] 1000 [EC 1]
Donde R es la cantidad de is6topo pesado dividida por la
cantidad del ligero, tanto en la muestra como en el estandar:
13C/12C, 15N/14N,

Analisis de datos

La posicion troéfica (PT) de cada consumidor en la Laguna
Garzon se basé en su valor promedio de 85N para el periodo
de estudio, el cual ha sido demostrado como un indicador
confiable de la PT (del Rio, et al., 2009). Esta estimacion
se llevé a cabo siguiendo la férmula propuesta por Vander
Zanden et al. (1997) y modificada por Post (2002):
PT;=[(8"N;- 8""N,,) / 2,9] + 2 [Ec. 2]
Donde PTi es la posicion tréfica promedio del pez i; §'5Ni es
el promedio de 6'°N obtenido del musculo del pez i; 85N, es
el promedio de 85N de los consumidores primarios (en este
estudio se considera un promedio entre el caracol Heleobia aff.
australis y filtradores Tagelus aff. plebeius); 2,9 corresponde al
enriquecimiento trofico promedio de §'*N que ocurre de presa
a predador, siguiendo el trabajo de McCutchan et al. (2003),
y 2 es la posicion tréfica de los consumidores primarios. Se
consideran organismos base a los consumidores primarios,
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ya que permiten integrar cambios temporales discontinuos
en la base de la red trdfica a la vez que abarcan un periodo de
tiempo similar al de los consumidores secundarios (Post, 2002).

Para poder evaluar cuantitativamente la contribucion de
cada fuente de alimento en la dieta delos peces, se utiliz6 la apro-
ximacion bayesiana de modelos mixtos (SIAR, Stable Isotope
Analysis in R; Parnell, et al., 2010). Esta aproximacion permite
incorporar variabilidad en los parametros de entrada e incluye
los valores isotdpicos en consumidores, fuentes de alimento y
los factores de enriquecimiento isotopico (musculo en peces:
1,3 £ 0,13%o; para §'*C 'y 2,9 + 0,3%o para §'N; McCutchan, et
al.,, 2003). Para la seleccion de presas en cada modelo se realizo
una revision bibliografica de estudios de peces en zonas costeras
de Uruguay (Milessi, et al., 2010; Rodriguez-Graia, et al., 2008;
Stebniki, 2014; Olsson, et al., 2013). Asimismo, las fuentes de
alimento consideradas para cada modelo SIAR debieron formar
un poligono de mezcla isotdpico que contenga a cada consu-
midor siguiendo las recomendaciones de Phillips et al. (2014).

Resultados
Variables ambientales

En mayo de 2017 se observoé que la Laguna Garzon presento
una temperatura de 19 °C, una conductividad de 17,6 mS/cm
y un pH relativamente neutro, con un valor de 7,9. Asimismo,
el porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto en el agua fue
97,2,y el total de sélidos disueltos 10,9 mg/L. El analisis de
clorofila a en el agua fue un promedio de 6,11 pg/L.

Caracterizacion isotdpica
de los peces analizados

Se capturaron un total de nueve especies de peces (Tabla 1)
y para las especies Odontesthes argentinensis y Mugil liza se
identificaron dos grupos de tallas diferentes: mayores a 30 cm
y menores a 10 cm.

Especie n Tamafios (cm)
Lycengraulis grossidens 4 15,3 (14-16)
Mugil liza | 6 4,3 (4-7)
Mugil liza A 5 31,8 (30-35)
Micropogonias furnieri 7 23,8 (23-25)
Oligosarcus jenynsii 5 19,2 (18-20)
Cyphocharax voga 3 -
Cynoscion guatucupa 7 -
Odontesthes argentinensis J 4 4,5 (4-6)
Odontesthes argentinensis A 10 17,7 (15-20)
Brevoortia aurea 3 12,6 (11-14)
Prionotus punctatus 3 20,5 (19-22)

Tabla 1. Valores promedio de tamafios para cada especie
colectada en la Laguna Garzén en mayo de 2017. En
paréntesis se indica el rango de tamafios encontrado. n:
namero de especimenes colectados; J: juveniles; A: Adultos.
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Figura 2. Valores medios (+ desvio estdndar) de §°C y
85N, en fuentes de materia orgdnica (circulos negros),
consumidores primarios (circulos blancos) y peces (circulos
grises), colectados en la Laguna Garzén en mayo de 2017.
MOP: material organico particulado; MOS: material organico
del sedimento; ZO: Zooplancton; ER: Erodona mactroides;
LA: Laeonereis pandoensis; HE: Heleobia aff. australis; NE:
Nephtys fluviatilis; TA: Tagelus aff. plebeius; ODj; juveniles de
Odontesthes argentinensis; MUj: juveniles de Mugil liza; MUa:
adultos Mugil liza; BR: Brevoortia aurea; CYR: Cyrtograpsus
angulatus; MI: Micropogonias furnieri; PR: Prionotus
punctatus; CY: Cyphocharax voga; CYN: Cynoscion guatucupas
LY: Lycengraulis grossidens; OL: Oligosarcus jenynsii.

Los valores de §*C en los peces mostraron una gran
variacion entre las especies colectadas. La lacha (Brevoortia
aurea) y el sabalito (Cyphocharax voga) mostraron los valores
mas bajos (desde -26,23 + 0,06%o a -24,09 + 0,1%o, respectiva-
mente), mientras que los juveniles de la lisa (Mugil liza) y los
adultos de pejerrey (Odontesthes argentinensis) presentaron
los valores mas altos (desde -18,05 + 1,4%o y -16,80 + 0,05%o
respectivamente) (Figura 2). Los valores de §'"N mostraron
un rango de 7,89 + 0,04%o (C. voga) a 12,2 + 0,03%o (anchoa,
Lycengraulis grossidens) (Figura 2).

Determinacidon
de las posiciones troficas

La PT media mas alta en la Laguna Garzdn estuvo ocupada
por la anchoa (Lycengraulis grossidens), seguida por el testolin
azul (Prionotus punctatus) y la corvina blanca (Micropogonias
furnieri) (PT = 3,85, 3,42, 3,40, respectivamente) (Figura
3). El sabalito (Cyphocharax voga) mostré valores de 6'°N
correspondientes a una PT de un consumidor primario
(2,1), mientras que los juveniles de M. liza y B. aurea tuvie-
ron valores similares (Figura 3). Asimismo, adultos de M.
liza, O. argentinensis, la pescadilla (Cynoscion guatucupa)
y el dientudo (Oligosarcus jenynsii) tuvieron valores §'N
correspondientes a una PT intermedia entre consumidores
primarios y predadores topes (Figura 3).

Importancia de fuentes
de alimento en la dieta de peces
Las estimaciones de los modelos de mezcla isotopicos en la

Laguna Garzon identificaron una variacién en la contribucion
relativa de las diferentes fuentes de alimento en la dieta de
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Figura 3. Estimacion de las posiciones troficas a partir de los
valores de 6N en musculo, para las especies de peces colectadas
en la zona sur de la Laguna Garzon en mayo de 2017. Las
abreviaciones de las especies se muestran en la Figura 2.

los peces (Figura 4). En este sentido, Micropogonias furnieri
selecciond principalmente cangrejos Cyrtograpsus angulatus,
con una contribucion media en su dieta de 50%. Asimismo,
el caracol Heleobia aft. australis fue la fuente principal de ali-
mento en adultos de M. liza, mientras que para los juveniles
de esta especie, el MOS represent6 la mayor parte de su dieta,
con una contribucién media de 60%. En individuos adultos
de O. argentinensis los modelos isotopicos identificaron que
poliquetos Nephtys fluviatilis y MOP de la columna de agua
fueron los principales componentes dietarios, mientras que
para juveniles de pejerrey el consumo de poliquetos dismi-
nuyd y aumentd el consumo de zooplancton.

Discusion

Este estudio mostré una variabilidad en la composiciéon
isotdpica para las nueve especies de peces capturados en la
Laguna Garzon, lo que evidencia la presencia de diferentes
habitos alimenticios y de fuentes de materia orgénica presen-
tes en el sistema. Debido a que las diversas fuentes basales de
alimento mostraron valores isotdpicos distintos, fue posible la
identificacion de las vias de transferencia en la red tréfica. Se
observo que existen vias de transferencia de energia bentonicas
y pelagicas hacia los niveles troficos superiores. Asimismo, los
habitos alimenticios en pejerrey O. argentinensis cambiaron
con la ontogenia; los individuos juveniles estan asociados a
habitos plancténicos, mientras que los organismos adultos
estuvieron asociados predominantemente al sistema bento-
nico en términos dietarios y consumiendo preferentemente
poliquetos. Estos resultados estdn en linea con los mostrados
por Stebniki (2014) en estuarios a lo largo de la costa del Rio
dela Plata, donde tallas menores de O. argentinensis presenta-
ron una alimentacién asociada mas plancténica que las tallas
mayores. Asimismo, la dieta de M. liza también mostré va-
riaciones en la ontogenia con un mayor consumo de Heleobia
aff. australis en adultos, mientras que juveniles estuvieron mas
asociados al material organico del sedimento. Esta especie M.
liza se ha definido como ilidfaga, detritivora y capaz de ingerir
mayormente diatomeas (Olivera y Soares 1996; Claudino, et
al,, 2013), y, en consecuencia, caracterizada con una posicién
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Figura 4. Resultados de los modelos mixtos isotopicos (SIAR) en la Laguna Garzon, mostrando las estimaciones de las
contribuciones de cada fuente de alimento en la dieta de peces Micropogonias furnieri (a), adultos y juveniles Mugil liza (b,
¢, respectivamente), adultos y juveniles Odontesthes argentinensis (d, e, respectivamente). Las abreviaciones de las fuentes
de alimento se muestran en la Figura 2. En cada gréfico las cajas (desde mas oscura a mas clara) representan los intervalos
de credibilidad al 50, 75 y 95% de la media estimada. Los factores de fraccionamiento aplicados fueron: §13C = 1,3 +

0,13%o y 815N = 2,9 £ 0,3%0 (McCutchan, et al., 2003).

tréfica de consumidor primario, tal como se ha encontrado
en organismos juveniles de M. liza en este trabajo. Pequefios
organismos asociados al sedimento como microcrusticeos, an-
tipodos, bivalvos y gasteropodos también han sido reportados
en la dieta de M. liza, en linea con los resultados isotdpicos
obtenidos en este trabajo (Thompson, et al., 2015).

Las fuentes de materia organica colectadas en la Laguna
Garzén incluyeron el MOP en suspension (el cual integra al
material vivo del fitoplancton y al detritus), MOS y plantas

vasculares. Dado que los valores isotopicos de §3C fueron
similares entre las especies de peces y las fuentes basales, los
resultados de este trabajo indican que existe una transferencia
de energia desde las fuentes basales de materia organica de
la laguna hacia los consumidores, entre ellos, las diversas
especies de peces. Estos resultados sugieren que los peces
capturados permanecen un tiempo de residencia en el area
de estudio, suficiente para que las fuentes de alimento sean
transferidas hacia los consumidores. Sin embargo, en la
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lacha B. aurea y el sabalito C. voga se observaron valores
isotdpicos distintos y separados en la via de transferencia
desde MOP y MOS de la laguna. Esto podria deberse a que
la principal fuente de materia orgdnica en estos organismos
no fue colectada en este estudio y amerita mas esfuerzos
de muestreo que incluyan el perifiton, o bien estas especies
poseen tiempos de residencia menores en Garzén en com-
paracion con el resto de las especies. En el caso de C. voga se
ha identificado en arroyos templados un alto porcentaje de
material vegetal en su dieta (Gonzalez-Bergonzoni, 2011).
Ademas, el fuerte vinculo entre consumidores y las fuentes
del MOP originado en la columna de agua de la laguna su-
giere una contribucion trofica de produccién autdctona hacia
los niveles tréficos superiores, en concordancia con otros
estudios en lagunas costeras (Garcia, et al., 2007; Franca, et
al,, 2011; Prado, et al., 2014).

Las estimaciones delas PT de peces a partir delos datos iso-
topicos mostraron un maximo de 3,8, representando el segundo
nivel tréfico ocupado por la anchoa (Lycengraulis grossidens),
seguido dela corvina blanca (Micropogonias furnieri), el testolin
azul (Prionotus punctatus) y el dientudo (Oligosarcus jenynsii),
lo cual esta dentro del rango que describe Milessi et al. (2010)
paralos peces que habitan en la Laguna de Rocha. Ademds, estos
resultados son corroborados por estudios previos de dieta, como
en adultos de anchoa L. grossidens reconocidos piscivoros que
habitan ambientes marinos, estuarinos y de agua dulce (Mai y
Veira, 2013) y en adultos de P. punctatus alimentandose general-
mente de organismos bentdnicos como cangrejos y camarones
(Soares et al., 1998). Se identificaron como consumidores pri-
marios con posiciones troficas entre dos a tres especies como
M. liza, B. aurea y juveniles de pejerrey O. argentinensis, lo cual
concuerda con otros trabajos que identifican material organico
particulado y zooplancton como principales componentes en
sus dietas (Stebniki, 2014). Los modelos SIAR mostraron que
en la corvina blanca organismos bentonicos como los cangre-
jos Cyrtograpsus angulatus fueron los dominantes en su dieta.
Estos resultados estan en linea con los del trabajo de Olsson et
al. (2013), quienes realizaron evaluaciones en contenido esto-
macal de corvinas de lalaguna de Rocha (Uruguay). En el caso
de la lisa M. liza, el material organico del sedimento presentd
una alta contribucion en la dieta, como se ha mostrado en
otros trabajos de dieta en lagunas costeras (Rodriguez-Grana,
et al., 2008; Claudino, et al., 2013). Por otra parte, se observd
que los juveniles de pejerrey mostraron un mayor consumo
sobre zooplancton, mientras que los adultos consumieron
mayoritariamente poliquetos. Este cambio en el habito tréfico
en pejerrey ha sido observado en otros ambientes estuarinos
y podria deberse a cambios morfoldgicos en la posicion de la
boca (Bemvenuti, 2006; Stebniki, 2014).

Los bajos valores de conductividad registrados en este
trabajo son caracteristicos de sistemas salobres y similares alos
encontrados en Laguna Garzén y de Rocha durante los meses
de mayores precipitaciones (Conde, et al., 2000; Giménez, et
al.,2014; Rodriguez-Gallego, et al., 2017). Durante el muestreo
aqui reportado la Laguna Garzdn presentaba cerrada la cone-
xion con el océano desde diciembre de 2016 (Verdnica Pombo,
comunicacién personal) impidiendo la intrusién marina y
aumentando los tiempos de residencia del agua en la laguna.
En este contexto, en la Laguna Garzén la apertura de la barra
arenosa en los meses de invierno, frecuentemente en julio,
podria cambiar la composicidn y estructura del ensamblaje de
peces por mezcla y reemplazo de aguas (ej. Saad, et al., 2002),
que deberian investigarse en futuros estudios.
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Este trabajo mostro la diversidad de habitos alimenticios
en nueve especies de peces capturados en la Laguna Garzon,
los cuales incluyen: 1) vias plancténicas, alimentadas de
material organico particulado, como en el caso de pejerrey
O. argentinensis, y 2) vias bentdnicas, alimentadas de can-
grejos y poliquetos, como la corvina blanca. En momentos
en que la conexion de la laguna con el océano adyacente
estd cerrada, el tiempo de residencia de estos organismos
pareceria ser suficiente para asimilar la fuente de alimento
basal del sistema. Este hecho acentua el rol ecosistémico de
la Laguna Garzon como ambiente de alimentacion para las
especies analizadas.
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Abstract

In Uruguay, dairy is the sector that has expanded most with the introduction of functional products. Cheese is a
widely consumed dairy product and it is also an interesting alternative to develop healthy products. For this it is
important to identify which health benefits of cheese interest consumers most. This work aimed to study and explain
the response of Uruguayan consumers to cheeses with different nutritional characteristics. Laddering technique
was applied to understand consumers’ underlying motives for purchasing, or not purchasing, cheese with different
health claims. According to results, consumers expected that by the consumption of specific functional cheeses
they will look more attractive and achieve a better quality of life. The main reasons given by the other consumers
for not buying cheese with health benefits were expected lack of pleasure and distrust in the claimed health benefit.
Keywords: cheese, health benefits, laddering, motives to purchase.

Resumen

En Uruguay, el sector lacteo es el que mas se ha expandido con la introduccion de productos funcionales. El queso
es un producto lacteo ampliamente consumido y también es una alternativa interesante para desarrollar productos
saludables. Para esto, es importante identificar qué beneficios para la salud son los que mas le interesan a los consu-
midores. Este trabajo tuvo como objetivo estudiar y explicar la respuesta de los consumidores uruguayos a quesos
con diferentes caracteristicas nutricionales. Se aplico la técnica de escalamiento (“laddering”) para comprender
los motivos subyacentes de los consumidores para comprar o no comprar queso con diferentes declaraciones de
propiedades saludables. De acuerdo a los resultados, los consumidores esperan mediante el consumo de quesos
con determinada funcionalidad verse mas atractivos y alcanzar una mejor calidad de vida. Las principales razones
dadas por los consumidores para no comprar queso con beneficios para la salud son la falta de placer al consumirlos
y la desconfianza en el supuesto beneficio para la salud.

Palabras clave: quesos, beneficios para la salud, escalamiento, motivos para comprar.

Introduction

Recent years have witnessed an increase in the number of pro-
ducts incorporating new ingredients such as fiber, prebiotics,
probiotics, vitamins, minerals and antioxidants, or those with
reduced content of certain components like fat, sodium or
sugar (Ye, et al., 2018). However, not all consumers consider
the possible health benefit of a food to be an added value,
thus it is not always a guarantee of a product’s market success.
The acceptance of a food depends on the interaction between
the food and the consumer (Shepherd, 1989). Therefore, the
combination of sensory and non-sensory factors may generate
more complete and realistic information about consumer
behavior in purchasing situations (Asioli, et al., 2017). On
one hand, consumer response to a product can vary greatly
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depending on consumer characteristics (Bruhn, et al., 1992;
Wilcock, et al., 2004; Guerrero, et al., 2000; Caporale y Mon-
teleone, 2001; van Kleef, et al., 2002; Sijtsema, et al., 2004) and
their motivations due to particular interest in health, weight
concerns, sensory pleasure, ideological reasons, convenience,
price or familiarity (Crossley and Khan, 2001; Lindeman and
Stark, 1999). On the other hand, consumers’ reaction to health
benefits can also differ depending on the type of food. Func-
tional foods are not perceived by consumers as a homogenous
category and the reasons for choosing a functional product
differ within different food categories (Urala and Lahteenméki,
2004, 2007; Ares and Gambaro, 2007). Consumers perceive
products that are intrinsically healthy such as yogurt, cereals
and juice, as preferable and credible carriers for functional
ingredients (Annunziata and Vecchio, 2011).
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Aresetal. (2008) showed that Uruguayan consumers were in
general willing to consume food products with a positive impact
on their health, particularly those that could reduce the risk of
cardiovascular diseases or cancer, or boost their immune system.
In Uruguay, as in the rest of the world, dairy is the sector that
has expanded most with the introduction of functional products
(Bimbo, et al., 2017; Sir6, et al., 2008; Menrad, 2003). Among
them, yogurt-like products (enriched with fiber, vitamins or
omega-3, prebiotics or probiotic) are the most popular.

Cheese is a widely consumed dairy product and itis also an
interesting alternative to develop healthy products (Awaisheh,
2011; Rodrigues, et al. 2011; Guttierres and Barreto, 2010;
Fritzen-Freire, et al., 2010; Noronha, et al., 2007). According
to OECD/FAO (2015), the global production of dairy pro-
ducts is constantly growing over time. In particular, within
the group of processed dairy products, cheese consumption
is expected to continue to account for the greatest share at
an annual average rate of 1,6%.

For the above-mentioned reasons, it is important to iden-
tify which health benefits of cheese interest consumers most.
To date there is no information about Uruguayan consumers’
opinion on cheeses with specific nutritional characteristics.

Laddering technique can be used to understand how
product information is processed by consumers. Laddering
is based on an in-depth one-to-one interviewing technique,
following Means-End Theory (Gutman, 1982). Laddering
seeks to determine sets of links between the key perceptual
elements across the range of attributes, consequences and
values. Its main objective is to go from the lowest (surface/
concrete) to the highest level of consumer values (deep/
abstract) (Gandia, et al., 2017). These association networks,
or ladders, represent combinations of elements that serve as
the basis for distinguishing between and among products in
a given product class (Serensen and Askegaard, 2007).

Gandia et al. (2017) used laddering technique to analyze
consumer behavior of beverages obtained from capsules,
allowing differentiating the attributes of each brand, as well
as defining common/cumulative elements. On the other
hand, Arsil et al. (2018) used data from laddering technique
to segment the market based on consumers’ motivation. They
investigate the motives of urban consumers when purchasing
local food products using means-end chain (MEC) analysis.

The aim of this work was to understand the differences
in opinion towards the health benefits that Uruguayan con-
sumers give to different health benefits on semi-soft cheese.

Materials and Methods

The study was carried out for a well known type of cheese
in Uruguay, a semi-soft cheese: Dambo cheese. The health
benefits considered were: low-fat, salt-reduced, fiber-enriched
and probiotic. These benefits were considered as relevant
according the results obtained in a conjoint study carried out
before (data not shown). A regular product was considered
as reference.

Soft laddering

In order to elicit the A-C-V sequential links (Phillips and
Reynolds, 2009; Reynolds and Gutman, 1988), one-on-one
and in-depth interviewing technique was chosen. This type
of laddering technique is called “soft laddering”.
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Five different versions of Dambo cheese labels were
created varying the health benefit indicated on it: low-fat,
salt-reduced, fiber-enriched, probiotic and a regular one.
Figure 1 shows as example one of the five labels created. A
group of 41 consumers (68% were women and 32% were
men; 54% from 18 to 40 years old and 46% from 40 to 66
years old), workers of LATU, and frequently consumers of
cheeses participated in this evaluation. Each consumer was
interviewed by an interviewer who was previously familiari-
zed with the methodology in an individual session of 30-45
minutes. First, the five labels were simultaneously presented
in random order and the interviewer asked the participant:
“If you were at the supermarket buying cheese, which of these
cheeses would you choose according to their label? And from
the remaining samples, which one would you choose? And
then?” Thus the interviewer continued asking until the rank
order of choice was completed for all five labels. After that,
and in accordance with the rank order chosen, each label was
presented individually to the consumer, who was asked if he/
she would buy, or not, the corresponding cheese and the rea-
sons for buying or for not buying the product established using
a series of “why” questions (Serensen and Askegaard, 2007).

DAMBO CHEESE

Made in Uruguay

DAMBO CHEESE

Cheese of grazes firm and creamy, of
smooth flavor.

Figure 1. Example of labels created for this study: a salt-
reduced cheese.

Data analysis

To analyze the order of choice of the Dambo cheese labels, the
Friedman Analysis of Variance was applied and significance of
differences between samples determined by the Fisher test (a=
0,05), as modified for non-parametric data (Meilgaard, et al.,
1999). Data from the laddering task were analyzed as proposed
by Reynolds and Gutman (1988). Attributes, consequences
and values having the same meaning were grouped together
and coded. The grouping processes were performed by three
researchers, who defined by consensus between them the codes
and dimensions and the name or label assigned to each of them.
The researchers involved in this task had previous experience
in semantic analyses applied to different qualitative techniques.

With this information, diagrams showing relationships
among attributes, consequences and values (Hierarchical
value maps: HVM) were constructed.

Data analyses were performed using the software XLSTAT
2011.1.02 Version (Addinsoft, France).
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Results and Discussion

Understanding how health benefits
affect willingness to purchase cheese

Laddering technique was used to provide information about
consumers’ motivations for purchasing or rejecting cheeses
with different health benefits. According to the ranking re-
sults, the order of choice of labels significantly varied among
cheeses with different health benefits (p< 0,0001). The first
position of choice was taken by the label indicating low-fat,
followed by the regular cheese, and the fiber-enriched label,
and in the last position were the labels of bifidus-containing
and salt-reduced cheeses (Figure 2).

c c
150
bc
g ab
2 100
=
S a
o
50
Low - fat None Fiber Bifidus Salt - reduced
enriched REDUCED

Health benefit

Figure 2. Order of consumers choice (from first to last) of
cheese labels with different health benefits (rank sum values).

In the case of the low-fat cheese, its preference instead
of the regular one is in accordance with Bimbo et al. (2017),
who suggest that individuals prefer dairy food products with
health and nutrition claims rather than identical ones without
a claim, suggesting that the presence of a claim increases
the healthiness perception of products and therefore their
acceptance (Ares, et al., 2009; Bech-Larsen y Grunert, 2003).

Participants’ responses indicating the reasons for buying,
or not buying, each type of cheese were analyzed and sum-
marized, keeping the MEC theory abstraction levels (Reynolds

LOOK
ATTRACTIVE ALSURE

I like food with I need to
low salty taste take care
Ido not
gain weigth
I have high I have high
colesterol hypertension
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and Gutman, 1988). Overall, four attributes (corresponding
to the four health benefits), 14 consequence codes and five
value codes were elicited from all the responses, considering
both the reason for buying and for not buying the samples.
A total of 20 ladders were obtained. Then dominant connec-
tions were graphically represented in a tree diagram, termed
a Hierarchical Value Map (HVM). So, HVM with the reasons
for buying cheeses is shown in Figure 3. In general, behind
the choice of cheeses with a health benefit consumers wanted
to look more attractive and achieve a better quality of life.

Many participants would purchase low-fat cheeses but
gave different reasons. Most of them did not want to gain
weight. For these people it was important to look attractive,
and they associated this condition with weight control. There
were also people that would buy low-fat cheese looking for
a better quality of life, either because they had high levels of
cholesterol and they wanted to control the fat intake, or just
because they wanted to prevent certain diseases.

Similarly, some participants indicated that they would buy
the salt-reduced cheese to reduce salt intake, either because
they had hypertension or just because they considered that
was good to prevent diseases.

The reasons indicated by participants interested in fi-
ber-enriched cheese were the prevention of diseases or to
improve constipation. Participants interested in bifidus and
some people interested in fiber indicated that they would buy
these cheeses because they were good for health, even if they
did not really know their mechanisms of action.

According to these results, consumers would buy and
consume a specific product because they believe that they can
achieve a desired value through the attributes of the product
and their consequences.

On the other hand, the final reason participants gave for
not buying cheeses with health benefits were the expected
lack of pleasure and distrust of the claimed health benefit
(Figure 4). Pleasure was the basic value that people look for
through consumption of regular cheese and it was also the
most frequently mentioned reason for rejecting cheeses with
changes in composition.

For salt-reduced, low-fat and fiber-enriched cheeses some
participants expected them to taste bad and were not willing
to compromise pleasure to obtain a health benefit they con-
sidered they did not need. According to Bimbo et al. (2017),

QUALITY
OF LIFE

To avoid
diseases
I will buy it e
conlsl;‘i;:avaetion i o ewe) ;(t::shge?l)tdh
for health

Low-fat Salt-reduced

Fiber-enriched With Bifidus

Figure 3. Laddering plot of consumer motivations for buying cheese with health benefits.
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DISTRUST

N N

Interest in low-fat
products but not
in cheese

I do not
need it

I need it, but
| have that from
other products

I do not know
what it is

Low-fat Salt-reduced

Fiber-enriched With Bifidus

Figure 4. Laddering plot of consumer motivations for not buying cheeses with health benefits.

the presence of nutrition claim may generate negative effects
on consumers’ perceived pleasantness.

Some of the participants were interested in fiber, bifidus
and low-fat, but preferred to obtain them from other kinds of
product and not from cheese. Finally, bifidus and fiber were
the health benefits that caused people to distrust the product.
The lack of knowledge about the effects of fiber and bifidus
on health led these people to doubt their possible benefits.

In summary, the main reasons why Uruguayan partici-
pants would buy cheese with health benefits were to achieve
a better quality of life and to look more attractive. But they
were also concerned about both the pleasure and the real
effect on health that the product could provide.

Accordingly, Ares et al. (2010) found that the main
reasons why Uruguayan consumers choose yogurt were,
among different benefits, healthiness and pleasure. The same
basic motivations for buying health products were observed
for consumers from other countries, like the United States,
Denmark and Norway (Johansen, et al., 2011) and Italy (An-
nunziata and Vecchio, 2011). Urala and Lahteenmacki (2004)
found that Finnish consumers stated the same motivations
for choosing among functional food alternatives but also
gave other reasons, like convenience, price and familiarity.

According to Valls et al. (2013), consumers demand for
health-enhancing foods has spurred in part because of so-
cio-economic changes, such as the longer life expectancy, the
rise of health care costs, the social costs of non-transmittable
diseases, and the widespread desire for a better quality of life. In
this context, the projections of overall cheese market outline a
steady growth ascribable to different factors such as the change
in consumers’ lifestyle, the innovation in cheese types and their
versatility and the broadening of applications of cheese in our diet
and as an ingredient in food processing (Masotti, et al., 2018).

One limitation of this work is that gender and age are not
variables studied. Bimbo et al. (2017) confirm that gender and
age play an important role in explaining different patterns of
acceptance in relation to identified combinations of carriers
and ingredients. Willingness to use/purchase functional and
nutrition-modified dairy products increases with age, as older
consumers perceive higher rewards from consuming such
food versions, and show more interest in health. The second
limitation is that brand was not studied. A review made by
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Bimbo et al. (2017) found that brand affects consumer’s food
choices when it is associated with nutrition and health claim.

Conclusion

The use of laddering technique employed in this study allowed to
explore consumer motivation with respect to functional cheeses.

Behind the choice of cheeses with a health benefit, con-
sumers wanted to look more attractive and achieve a better
quality of life. Meanwhile, expected lack of pleasure and
distrust were the basic reasons people gave for rejecting a
cheese with health benefits.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue revalorizar el residuo generado por la industria cervecera como un nuevo ingre-
diente rico en fibra y proteinas para el desarrollo de panes. Se evaluo el efecto de la informacion nutricional a
presentar en forma de etiquetado frontal de octégonos en la aceptabilidad e intencién de compra de los productos
desarrollados, contemplando el claim “fuente de fibra” y la advertencia por “EXCESO DE SODIO”. Se elaboraron
panes con BSG (Brewer’s Spent Grain), cumpliendo el claim “fuente de fibra”, panes enriquecidos con fibra y panes
de referencia sin incorporacion de BSG. Las pruebas de aceptabilidad sensorial realizadas demuestran que el
pan “fuente de fibra” presenta un valor significativamente inferior al pan de referencia y al pan enriquecido con
fibra, que no presentan diferencias significativas entre si. Tras las pruebas de aceptabilidad e intencién de compra
con informacion nutricional, se observé que la presencia de la advertencia “EXCESO DE SODIO” representada
en el envase disminuye la intencién de compra de los consumidores por panes con ese mensaje, mientras que la
presencia del claim “fuente de fibra” lo aumentaria. Es una oportunidad para la industria, que deberia focalizar
esfuerzos hacia la reformulacion y/o desarrollo de productos aceptables.

Palabras clave: subproducto de cerveceria, fibra, pan, etiquetado frontal.

Abstract

The objective of this work was to revalue the waste generated by the brewing industry as a new ingredient rich in
fibre and proteins for the development of bread. The effect of nutritional warnings used as front of pack nutritional
information on the acceptability and purchase intention of the developed products were evaluated considering
the claim “fibre source” and sodium warning. Breads were made with BSG (Brewer’s spent grain), complying
the claim “source of fibre”, bread enriched with fibre and bread without incorporation of BSG. Acceptability test
among them showed that bread “source of fibre” presented a value significantly lower than the bread without in-
corporation of BSG and bread enriched with fibre, which did not present significant differences between them. In
the case of acceptability and purchase intention evaluation considering nutritional information, it was observed
that the presence of warning “excess salt” represented on the packaging decreases the intention of consumers to
buy that kind of product, while the presence of the claim “fibre source” would increase it. It is an opportunity for
the industry, who should focus efforts towards the reformulation and/or development of acceptable products.
Keywords: Brewer s spent grain, fibre, bread, labeling.

Introduccion industria utiliza como principal materia prima en su proceso

cebada malteada, la cual es sometida a un proceso de coccién

La cerveza es una de las bebidas alcoholicas mas consumidas ~ y maceracion del que resulta el mosto cervecero, licor que
en todo el mundo, con una produccién mundial anual esti- luego continta hacia la etapa de fermentacion para la elabo-
mada de 39 millones de toneladas (Lynch, et al., 2016). Esta  racién de la cerveza. En este proceso se producen cantidades
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importantes de residuo insoluble, conocido localmente como
bagazo cervecero e internacionalmente como “Brewer’s spent
grain” (BSG) (Lynch, et al., 2016). Este subproducto repre-
senta el 85% de los residuos y es en promedio el 31% del peso
original de malta utilizado durante el proceso (Nigam, 2017).

Actualmente, el destino mas comun dado por la industria
para este subproducto es su disposicion para alimentacién
animal, a pesar de ser una buena fuente de fibra, particular-
mente la insoluble (Buffington, 2014). El bagazo de cervece-
ria es un material de alto valor, que contiene hemicelulosa,
lignina y alto contenido de proteina (Fillaudeau, et al., 2006),
monosacdridos de xilosa, glucosa y arabinosa, minerales y
aminodcidos (Mussatto, 2009).

La gestion ambiental de los residuos tiene costo para
todas las empresas. Ademads, en muchos casos se esta per-
diendo el costo oportunidad de su transformacion en un
ingrediente funcional con valor econdmico y nutricional para
la industria alimentaria. La valorizacion de estos residuos
representa una estrategia competitiva que abre la puerta
a nuevas posibilidades de negocios de cara a la creciente
demanda de alimentos funcionales.

Esta estrategia se encuentra alineada con los nuevos
conceptos que han surgido en los ultimos afnos de economia
circular, que tiene como una de sus premisas la recuperacién
de materiales para que puedan ingresar en nuevos procesos de
produccién y llegar nuevamente a consumo (World Economic
Forum, 2017). A su vez, encuentra otro punto de contacto
con las politicas manifestadas por la Organizacion de las Na-
ciones Unidas para la Agriculturay la Alimentacion de llegar
a “pérdidas y desperdicios cero, hambre cero” (FAO, 2015).

Todo esto en su conjunto permite considerar que los
residuos generados en el proceso de maceracion de la malta
son un subproducto con potencial en su valor nutricional y
tecnoldgico. El bagazo de cerveceria, o BSG, ha sido utilizado
en la elaboracion de productos como panes, galletas, muffins,
tortas, snacks, entre otros (Lynch, et al., 2016; Mussatto, 2014),
como ingrediente de productos funcionales (Kanauchi, et al.,
2001; Ainsworth, et al., 2007; Ktenioudaki, et al., 2012; Farcas,
etal, 2014). El pan presenta especial interés, ya que es un ali-
mento muy consumido en todo el mundo y tiene el potencial
para convertirse en un producto alimenticio funcional por su
importante rol en la dieta humana diaria (Flander, et al., 2007).
Los beneficios potenciales en la salud que la fibra dietaria
genera han sido ampliamente estudiados y documentados, y
se vinculan a la prevencion del estrefiimiento, la reduccién
en el riesgo de cancer colorrectal y de enfermedades cardio-
vasculares, y la produccion de acidos grasos de cadena corta
(Lattimer, et al., 2010; Zhu, et al., 2015).

Un aspecto que se debe contemplar si se espera que un
producto llegue al mercado es el rotulado nutricional que le
corresponderia segtin la reglamentacion vigente que aplique.
En este aspecto, en el afio 2018 se aprob6 en Uruguay un
Decreto sobre el etiquetado frontal (Uruguay, 2018), que
prevé lainclusion de advertencias octogonales en el frente del
empaque para el sodio, azticares, grasas y grasas saturadas si
los valores de estos ingredientes se encuentran por encima
de los niveles establecidos en el decreto. Hasta el momento
existe poca investigacion sobre la percepcion del etiquetado
frontal y de otros tipos de etiquetado nutricional fuera de
los Estados Unidos, Oceania y Europa (Mandle, et al., 2015).
Algunos estudios recientes sugieren que los consumidores
tienden a elegir productos que no contienen advertencias en
el etiquetado frontal frente a los que si las incluyen (Arrua,
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etal., 2017; Ares, et al., 2018a; Ares, et al., 2018b; Machin, et
al., 2018). Como aun faltan evidencias de la influencia de este
aspecto en las elecciones de los consumidores sobre productos
reales, se entiende necesario tenerlo en cuenta para el desa-
rrollo de nuevos productos y/o reformulacion de existentes.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar panes con in-
corporacion de harina de bagazo de cerveceria como nuevo
ingrediente rico en fibra, evaluando su aceptabilidad por
consumidores, y analizar el efecto de la informacién nutri-
cional en el etiquetado frontal en la intencién de compra y
aceptabilidad de los productos desarrollados.

Materiales y Métodos

Obtencion de la harina de bagazo (BSG)

El bagazo de cerveceria fue provisto por la empresa FNC
S.A. (Montevideo, Uruguay). Se secé a 50 °C en un horno
de conveccidn forzada hasta peso constante, se molié en
un molino de laboratorio (Retsch ZM 200) y se tamiz6 con
malla de 1 mm, obteniéndose asi la harina de bagazo de
cerveceria (BSG).

LaBSG se utiliz6 como “aporte” de fibra en la formulacion
de panes enriquecidos segtin el procedimiento que se detalla
a continuacion.

Elaboracion de los panes

Para la elaboracion de los panes se utilizaron los siguientes
ingredientes: harina de trigo, harina de bagazo de cerveceria
(BSG), leche en polvo descremada, azticar, sal, levadura des-
hidratada, aceite y agua, segin formulacion establecida en
Tabla 1 para el Ensayo 1y Tabla 2 para el Ensayo 2.

Todos los ingredientes fueron dispuestos en el molde
de pan de una panetera Punktal, siguiendo el programa de
coccidn para pan basico proporcionado por el equipo (tem-
peratura de horneado 120 °C; tiempo de horneado 55 min;
tiempo total 3 hs). Los panes fueron desmoldados en caliente
y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se almacenaron
en congelacion (-18 °C), hasta 24 hs antes de su andlisis,
momento en el cual se dispusieron a temperatura ambiente.

Ensayo 1

Se consideré como variable el contenido de fibra a dos ni-
veles, teniendo en cuenta el cumplimiento (Férmula I) o no
(Formula IT) del claim “fuente de fibra”. Se formul6 ademas
un pan de referencia, sin incorporacién de fibra (Férmula
Referencia).

AlaFérmulalseleagregé harina de bagazo de cerveceria
(BSG) en la cantidad suficiente para que el pan resultante
pudiera cumplir con el claim “fuente de fibra” en MERCOSUR
(2012) (por lo menos 2,5 g de fibra dietaria por 50 g). Este
resultado se alcanz¢ sustituyendo un 15,6% de la harina de
trigo por BSG, de acuerdo al contenido de fibra determinado
en el BSG (44,6 g de fibra dietaria/100 g de harina de bagazo)
(Tabla 3).

Para formular el pan II, enriquecido con BSG pero sin lo
suficiente para cumplir el claim “fuente de fibra’, se establecid
sustituir un 7,8% de harina de trigo por BSG (Tabla 1). En
estudios preliminares se ensayaron diferentes incorporaciones
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Cantidad (%)
Ingredientes Pan Referencia Pan con l?ggzﬁf:g de fibra” Pan con BSG (Formula II)
Agua 33,37 33,37 33,37
Harina de trigo 53,30 45,00 49,15
Harina de bagazo de cerveceria (HBC) - 8,30 4,15
Aceite de girasol 4,86 4,86 4,86
Azucar 3,60 3,60 3,60
Leche en polvo 3,20 3,20 3,20
Sal 1,20 1,20 1,20
Levadura 0,47 0,47 0,47
Tabla 1. Formulacién de los panes para el Ensayo 1.
Cantidad (%)
Ingredientes
Formula I Formula IT Formula ITT Formula IV
Agua 33,37 33,37 33,77 33,77
Harina de trigo 45,00 49,15 45,55 49,75
Harina de bagazo de cerveceria (HBC) 8,30 4,15 8,40 4,20
Aceite de girasol 4,86 4,86 4,92 4,92
Azucar 3,60 3,60 3,64 3,64
Leche en polvo 3,20 3,20 3,24 3,24
Sal 1,20 1,20 - -
Levadura 0,47 0,47 0,48 0,48
Con claim “fuente de fibra” SI NO SI NO
Con advertencia “EXCESO DE SODIO” SI SI NO NO

Tabla 2. Formulacién de los panes para el Ensayo 2.

de BSG a los panes (por debajo del minimo para alcanzar
el claim “fuente de fibra”) y se hallé que una sustitucién del
7,8 % de harina de trigo por BSG era adecuada para obtener
un pan que fuera aceptado por los consumidores (datos no
mostrados).

Ensayo 2

A las formulaciones establecidas en el Ensayo 1 se les incor-
pora como variable el contenido de Sodio, para contemplar
la advertencia respecto al ingrediente (“EXCESO DE SODIO”
o sin advertencia), segtn el Decreto sobre etiquetado frontal
272/018 (Uruguay, 2018) aprobado en agosto del 2018 en
Uruguay. En este caso, resultaron cuatro férmulas de pan (I,
II, Ty IV). Por unlado, las formulas I y II desarrolladas en el
Ensayo 1, con un contenido de sal usualmente encontrado en
panes del mercado uruguayo, que resultan en niveles de Sodio
por encima de lo establecido en el Decreto de Etiquetado
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Frontal, y por tanto deberfan incluir en el rotulado la adver-
tencia “EXCESO DE SODIO”. Por otro lado, las formulas IIT y
IV, que representan las formulaciones I y II pero sin agregado
de sal, con niveles de Sodio por debajo de lo establecido en
el Decreto, y que, por tanto, no deben incluir la advertencia
en cuestion (Tabla 2).

Composicion nutricional

Se determind la composicién nutricional de la harina de
bagazo de cerveceria. El contenido de proteina y de fibra
dietaria total (FDT) se determinaron de acuerdo a los
métodos de la AOAC 984.13 (AOAC International, 2012a)
y 985.29 (AOAC International, 2012b), respectivamente.
El contenido graso se estimd de acuerdo a la ISO 6492
(International Organization for Standarization, 1999). El
contenido de humedad se determiné por analisis gravimé-
trico en estufa a 105 °C hasta peso constante. Las cenizas se
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determinaron por incineracién en mufla, de acuerdo a la
ISO 5984 (International Organization for Standarization,
2002, cor.1 2005). El contenido de carbohidratos totales se
determiné por diferencia entre el peso total y la suma de
los gramos de proteinas, lipidos, fibra dietaria, humedad y
cenizas contenidas en 100 gramos de muestra. Se determiné
ademas el contenido de sodio, de acuerdo al método de la
AOAC 2011.14 (AOAC International, 2016).

Evaluacion sensorial por consumidores
Ensayo 1

Los panes elaborados en el Ensayo 1 (Tabla 1) fueron eva-
luados por 77 consumidores, estudiantes y funcionarios de la
Universidad Catélica del Uruguay y del Parque Tecnoldgico
del LATU, consumidores habituales de pan, 48% hombres y
52% mujeres, con edades entre los 18 y 69 afios. Una rodaja
de cada pan fue servida en platos codificados con numeros
aleatorios de tres digitos y entregados a cada participante para
su evaluacién. Los participantes fueron invitados a probar
cada muestra de pan e indicar su agrado general utilizando
una escala hedénica de 9 puntos (1: “No me gusta en absoluto”
a 9: “Me gusta muchisimo).

Ensayo 2

Para evaluar el efecto de la informacion nutricional presen-
tada en el etiquetado frontal, se realiz6 una segunda evaluacion
con consumidores, quienes evaluaron los panes elaborados en
el Ensayo 2 (Tabla 2). En esta oportunidad se present6 a los
consumidores una rodaja de cada pan formulado junto con su
posible etiqueta. Participaron en esta etapa 81 consumidores,
estudiantes y funcionarios de la Universidad Catdlica del
Uruguay y del Parque Tecnoldgico del LATU, consumidores
habituales de pan, 48% hombres y 52% mujeres, con edades
entre los 18 y 65 afos. Una rodaja de cada pan fue servida en
platos codificados con niimeros aleatorios de tres digitos y
entregados a cada participante para su evaluacion junto con su
etiqueta correspondiente. Los participantes fueron invitados
a evaluar cada etiqueta indicando su intencién de compra
(1:"Definitivamente no lo compraria” a 7:"Definitivamente lo
compraria”) y probar cada muestra de pan indicando su agrado
general utilizando una escala heddnica de 9 puntos (1: “No me
gusta en absoluto” a 9: “Me gusta muchisimo).

Diseiio de etiquetas

Se disefiaron etiquetas de los panes formulados con la infor-
macién nutricional que le corresponde a cada formulacién
en cuestion, considerando como variables la inclusién o no
del claim “fuente de fibra” y la advertencia o no de “EXCESO
DE SODIO?”. Para esta ultima se tom¢ el disefio octogonal de
fondo negro y borde blanco, con la expresion en su interior
“EXCESO DE SODIO” como establece el Decreto sobre
etiquetado frontal 272/018 (Uruguay, 2018), y su tamailo
se establecio de acuerdo a las especificaciones establecidas.
Las etiquetas no corresponden a ningtin producto en
particular disponible en el mercado uruguayo de modo de
evitar la influencia en la respuesta de los consumidores. Las
etiquetas fueron disefiadas por una empresa de disefio grafico
con experiencia en el disefio de envases de alimentos. En la
Figura 1 se presenta una imagen de las etiquetas disefiadas.
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Pan con

Cebada

Pan con

Cebada

Pan con

Cebada

Pan con

Cebada

Figura 1. Imagen de las etiquetas disefiadas presentadas en
la evaluacion sensorial realizada para el Ensayo 2.

Analisis estadistico

El Analisis de Varianza (ANOVA) de un factor fue utilizado
para analizar los datos de la aceptabilidad de las muestras
elaboradas para el Ensayo 1 (productos sin informacién)
sobre los datos de aceptabilidad e intencién de compra para el
Ensayo 2 (productos con etiqueta). E ANOVA de dos factores
fue utilizado para evaluar el efecto de la fibra (enriquecido;
fuente de fibra) y del contenido de sal (con sal; sin sal) sobre
la aceptabilidad e intencién de compra para las muestras del
Ensayo 2. Las diferencias significativas entre muestras fueron
determinadas con el test de Tukey (p < 0,05).

Los analisis fueron ejecutados usando XLSTAT Version
2011 (Addinsoft 1995-2010, France).

Resultados y Discusion

Composicion proximal
de la harina de bagazo de cerveceria

Se determind la composicion proximal de la harina de bagazo
de cerveceria (BSG), incluyendo la estimacion de proteinas,
materia grasa, cenizas, fibra dietaria y carbohidratos y sodio,
parametros requeridos para el rotulado nutricional de los
productos envasados (Tabla 3).
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Harina de bagazo de cerveceria
Proteinas 23,81+0,31
Lipidos 6,24+0,01
Cenizas 3,76 +0,06
Fibra dietaria 44,61+0,29
Carbohidratos 14,89!
Sodio? 240

1- Contenido de carbohidratos determinado por diferencia.
2 Contenido de sodio expresado en mg/kg

Tabla 3. Composicion proximal de la harina de bagazo de
cerveceria en g/100 g.

Los valores obtenidos en este trabajo concuerdan con los
informados por Aliyu y Bala (2010), quienes reportan para
el BSG valores de proteinas entre un 15-26%, materia grasa
3,9-10% y fibra dietaria entre 50-70%.

Ktenioudaki et al. (2012) evaluaron el BSG por su po-
tencial como ingrediente funcional en productos horneados
y mostraron que la adicion de un 25-35% aumentaba signi-
ficativamente el contenido de proteinas de snacks y que la
adicion del 15% duplica el contenido de fibra. Este resultado
reafirma el potencial que presenta la harina de bagazo como
ingrediente funcional, fuente de fibras y proteinas, y su posible
incorporacion a alimentos para consumo humano, dandole un
mayor valor agregado que el derivado de su uso mas frecuente
en alimentacién animal.

Desarrollo de panes enriquecidos
con harina de bagazo de cerveceria

Se realiz6 una evaluacion sensorial con consumidores, quie-
nes evaluaron la aceptabilidad de panes con incorporacion de
BSG (féormulas I'yIT) y de un pan referencia sin incorporacién
de BSG. Los valores medios de aceptabilidad obtenidos para
cada pan se presentan en la Tabla 4.

Deacuerdo al ANOVA, la aceptabilidad del pan enriqueci-
do con BSG (sustitucion del 4,15% de BSG en la formulacién
total) no presenta diferencia significativa con el pan sin BSG
(pan referencia), y ambos son significativamente mas acep-
tables que el pan “fuente de fibra” (sustitucién del 8,30% de
BSG en la formulacion total) (p valor <0,0001).

Aceptabilidad
Pan con BSG “fuente de fibra” (férmula 1) 5,54
Pan con BSG (formula II) 6,5 b
Pan Referencia 6,8

Letras diferentes implican diferencias significativas entre muestras (p< 0.05).

Tabla 4. Valor medio de aceptabilidad para los panes del
Ensayo 1.

Ktenioudaki et al. (2013) obtuvieron resultados similares
al estudiar la incorporacién de BSG en panes, y lograron
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productos aceptables con una incorporacién de un 10%
de BSG en la férmula total. Por encima de este porcentaje,
la aceptabilidad disminuy6 significativamente, generando
rechazo en el consumidor.

El BSG demuestra ser una buena alternativa como in-
grediente funcional, debido a que se pueden formular panes
con 1,25% de fibra dietaria (Férmula II) sin afectar signifi-
cativamente la aceptabilidad. Para formular panes con 2,5%
de fibra dietaria, y asi denominarlos como “fuente de fibra”
(Férmula 1), se deberian realizar cambios mas significativos
en la formulacién.

Efecto de la informacion nutricional
en la aceptabilidad e intencion de compra

Para evaluar el impacto de la informacion nutricional en la
intencion de compra y la aceptabilidad de los panes formu-
lados, se considerd evaluar como variable el contenido de
sodio, ademas del contenido de fibra. La variable sodio se
plantea porque, en general, la mayoria de los panes envasados
disponibles en el mercado presentan un contenido de sodio
por encima del limite que establece el Decreto de Rotulado
Frontal, y por tanto deberian presentar una advertencia
por “EXCESO DE SODIO”. Se evaluaron los panes con
incorporacion de BSG y con el contenido de sal usualmente
encontrado en los panes del mercado uruguayo, y las mismas
formulaciones pero sin incorporacién de sal.

Como muestra la Tabla 5, la intencién de compra y la
aceptabilidad variaron significativamente entre las cuatro
formulaciones estudiadas para el Ensayo 2.

éntencwn Aceptabilidad
e compra

Pan con BSG ﬁ}ente de 440 5.9
fibra” con sal (Férmula I)

Pan con BSG con sal

(Foérmula II) 3.8 6,6

Pan con BSG “fuente de 544 45¢
fibra” sin sal (Formula III) > >

Pan con BSG sin sal b be
(Férmula IV ) 47 >

Letras diferentes en una misma columna implican diferencias
significativas entre muestras (p< 0,05).

Tabla 5. Valor medio de intencién de compra y
aceptabilidad para los panes del Ensayo 2.

En lo que a la informacidn respecta, los consumidores
prefirieron el pan “fuente de fibra” y sin sal frente al resto de
las formulaciones y rechazaron el pan enriquecido con fibra
conssal. Los panes “fuente de fibra” con sal y el pan enriquecido
con fibra sin sal tuvieron intencién de compra intermedia
(escala utilizada para intencién de compra 1-7).

Esto lleva a pensar que la informacién respecto al con-
tenido de sal y fibra tuvo un impacto real en la eleccion de
los consumidores. Para evaluarlo, se estudid el impacto del
efecto fibra y el efecto sal independientemente mediante
una ANOVA de dos factores. Como se observa en la Tabla 6,
ambos efectos, sal y fibra, fueron significativos tanto para la
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intencién de compra como parala aceptabilidad. Sin embargo,
la interaccién no lo fue.

Intencion de compra | Aceptabilidad
Sal <0,0001 <0,0001
Fibra 0,0005 0,0020
Sal*Fibra 0,6422 0,8411

Tabla 6. p-valor de los efectos fijos utilizados para el
ANOVA de dos factores (sal y fibra) sobre la intencién de
compra y la aceptabilidad para los panes del Ensayo 2.

Por lo tanto, ambos efectos son percibidos de forma
independiente por el consumidor, la advertencia “EXCESO
DE SODIO” tiene un impacto negativo y la presencia del
claim “fuente de fibra” tiene un impacto positivo (Tabla 5).

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo,
la presencia de la frase “EXCESO DE SODIO” presentada
en el envase provocarfa una disminucion en la intencién
de compra de los consumidores. Por lo menos, para este
componente y en este tipo de alimento, se estaria cumplien-
do con el propésito que tiene la implementacion de este
sistema de advertencias, que es desalentar el consumo de
productos considerados como no saludables (Corvalan, et.
al., 2013; Chile, 2015). Este sistema de octégonos basado en
advertencias sobre cierto tipo de nutrientes o componentes,
se implementa en Chile desde el aio 2015.

Machin et al. (2018) obtuvieron resultados similares al
evaluar el impacto de la presencia de diferentes sistemas de
advertencia sobre la intencién de compra de los consumi-
dores. En su estudio, los consumidores fueron invitados a
imaginar que debian comprar productos para preparar un
almuerzo saludable. En este trabajo, hipotéticamente los
uruguayos consumirfan un 19% menos de sodio en su dieta
silos alimentos estuvieran rotulados con los octégonos. De
la misma forma, Ares et al. (2018b), focalizando el estudio
en tres categorias de productos y también de modo teérico,
encontraron que para panes, yogures y queso crema los
uruguayos prefirieron los productos sin advertencias frente
a los productos con advertencias.

Se deberia ampliar la investigacion a otras categorias de
productos con evaluaciones practicas y en distintos segmen-
tos de la poblacidn, para evaluar el efecto de este sistema de
rotulado en la aceptacion de los consumidores uruguayos
por los alimentos que componen su dieta.

Al evaluar los panes sensorialmente y valorar la acep-
tabilidad, el pan enriquecido y con sal fue el preferido y el
pan “fuente de fibra” sin sal fue el menos aceptado por los
consumidores (Tabla 5). Al evaluar los efectos por separado
en ANOVA de dos factores (Tabla 6), tanto el efecto fibra
como el efecto contenido de sal fueron significativos.

El pan con mayor intencién de compra inicial (férmula
III) fue el que obtuvo menor aceptabilidad sensorial, mien-
tras que el pan con menor intencién de compra inicial fue
el que obtuvo mayor aceptabilidad sensorial.

Sibien el consumidor compraria el pan “fuente de fibra”
y sin advertencia de sal, luego al probarlo lo rechazaria
(valor de aceptabilidad menor a 5), lo cual indica que seria
oportuno realizar esfuerzos y trabajar en la reformulacion de
los productos para alcanzar productos aceptables y cumplir
con el proposito del rotulado con octégonos.
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Conclusiones

El subproducto generado por la industria cervecera, BSG,
es factible de ser utilizado como ingrediente funcional. Se
destacan como componentes mds relevantes un contenido
de fibra dietaria de 44,6% y proteinas del 23,8%.

La incorporacion de fibra en la formulacion de panes
podria ser una buena alternativa para mejorar la aceptacion
de férmulas reducidas en sal.

La presencia de la advertencia “EXCESO DE SODIO”
representada en el envase disminuye la intencién de compra
delos consumidores por panes con cebada con dicho mensaje,
mientras que la presencia del claim “fuente de fibra” aumenta
la intencién de compra de los panes que la contengan.

Sibien la informacién determina la eleccién inicial de los
consumidores por los panes, el producto sera rechazado si
no alcanza valores de aceptabilidad sensorial favorables. Es
una oportunidad para la industria, que deberia focalizar sus
esfuerzos hacia la reformulacion y/o desarrollo de productos
aceptables y sin mensajes percibidos como negativos por los
consumidores.

Este trabajo demuestra que, a través de la reformulacion
de alimentos con ingredientes beneficiosos para la salud de
los consumidores como el BSG, se puede dar solucion a la
industria para alcanzar productos aceptables manteniendo
una adecuada intencién de compra.
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A Syrah Comunicacién Visual por el disefio de las etiquetas.
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Resumen

En el mercado internacional, las mieles son sometidas a una rigurosa prueba analitica que determina su autenticidad
o su adulteracion con azucares artificiales derivados de plantas C-4. En caso de mal manejo de la incentivacion, es
posible que la prueba de autenticidad dé como resultado que las mieles estan adulteradas con azucares exgenos.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la incidencia de la practica de incentivacion local en la prueba analitica de
determinacion de adulteracién por aztcares C-4. Para este estudio fueron colectadas mieles de 20 apiarios. Los
resultados indicaron que el manejo de los apiarios segun las normas de buenas practicas de los apicultores no
revisten peligro de que las mieles sean catalogadas como adulteradas. Sin embargo, se encontré que en un apiario
donde se incentivd a las abejas en un periodo no oportuno la prueba de autenticidad dio como resultado que la
miel estaba adulterada por aztcares C-4. Por lo tanto, es recomendable que la practica de incentivacion sea rea-
lizada solo en momentos de escasez de alimentos para las abejas, para que estas no acopien el mismo alimento y
los controles analiticos demuestren el alto estandar de calidad de las mieles uruguayas.

Palabras clave: miel, adulteracién con aztcares C-4, BC.

Abstract

In the international market, honeys are subjected to a rigorous analytical test that determines their authenticity or
adulteration with artificial sugars derived from C-4 plants. In case of mishandling of the supply of the energetic
incentive, it is possible that the honeys result in this authenticity test as adulterated with exogenous sugars. The
objective of this work was to evaluate the incidence of the practice of feeding whit energetic incentive in the an-
alytical test of determination of adulteration by C-4 sugars. For this study honey from 20 apiaries were collected.
The results showed that the apiary-handling carried out according to the standards of good practices of beekeepers
are not risk for honey to be classified as adulterated. However, it was found that in an apiary where bees had an
energetic incentive in a not opportune period, the honey resulted in the authenticity proof as adulterated by C-4
sugars. Therefore, it was recommended that the practice of energetic incentive be carried out only in times of food
shortage for the bees, so that they do not collect the same food, and the analytical controls demonstrate the high
quality standard of Uruguayan honeys.

Keywords: honey, C-4 sugar adulteration, 3C.

Introduccion

La miel se define como una sustancia dulce natural producida
por abejas Apis mellifera a partir del néctar o de las secreciones
de las plantas, o de las excreciones de insectos succionadores
de plantas. Durante la sintesis de la miel ocurre la combina-
cion de las sustancias extraidas de las plantas con las propias
secreciones, luego esta mezcla se deposita, deshidrata y por
ultimo afieja en el panal (Bogdanov y Martin, 2002).

De la definicién anterior se desprende que cualquier
sustancia exoégena agregada a la miel de manera voluntaria
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(por ejemplo, para incrementar el volumen del producto)
o involuntaria (por ejemplo, durante la alimentacion de las
abejas) es considerada una adulteracion (Guler, et al., 2014;
Borovsak, etal., 2017). Sin embargo, el bajo costo delos jarabes
y la dificultad de su deteccién han hecho de este método de
adulteracion el mds frecuente (Naila, et al., 2018).

Una practica relativamente expandida entre los apiculto-
res de Uruguay es la incentivacion de las abejas. La incentiva-
cién consiste en suministrar carbohidratos a las abejas cerca
del final del invierno para que estén en 6ptimas condiciones
al comienzo de la floracion (Bazzurro, 2000). Si esta practica
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no se lleva a cabo de manera controlada, presupone un riesgo
inminente de contaminacién de la miel con azucares C-4
(Bazzurro, 2000) y que, por lo tanto, pueda ser catalogada
como miel adulterada por aztcares exdgenos.

Para la deteccion de azucares C-4 en la miel se realiza un
analisis de la composicion isotdpica de 1*C o valor 6*C en
muestras de miel (White y Winters, 1989). Para determinar si
una miel fue adulterada es necesario tener en cuenta que los
valores 6'*C de las mieles son un reflejo del valor isotdpico
O13C de las plantas de las cuales se origind. Se puede afirmar
entonces que en general las mieles provienen de plantas con
ciclo fotosintético C-3, mientras que los adulterantes derivan
de plantas con ciclo fotosintético C-4 (White y Winters,
1989). Debido a las diferencias bioquimicas entre plantas
con distintos ciclos fotosintéticos, los valores 6'*C se ubican
en distintos rangos numéricos. Los valores §3C de las plantas
C-4 (adulterantes) son significativamente mayores que los
valores 6 1*C de plantas C-3 (De Niro y Epstein, 1978).

El método oficial actual se basa en la utilizacion del valor
de 6'*C de la proteina de la miel como un estandar interno
(White y Winters, 1989). Este criterio se fundamenta en que
en una muestra genuina los valores de §:*C de la miel y de
su proteina deben ser muy similares, ya que el agregado de
azlicares solo altera el valor de 3*C de la miel pero no el de
sus proteinas (White y Winters, 1989; Padovan, et al., 2007).

El criterio internacional actual establece que una miel esta
adulterada cuando la diferencia entre el valor de 6'*C de las
proteinas extraidas y la miel (indice isotdpico) es inferiora -1,0
%o (Berriel y Perdomo, 2016). El método del estandar interno
permite ademads calcular la proporcion de adulterante C-4
agregado, ya que existe una relacion directa entre la diferencia
isotdpica proteina-miel y la proporcién de adulterante agrega-
do (-1,0%o equivale a 7% de azticar C-4 agregado, asumiendo
un valor de composicién isotdpica de 1*C del jarabe de -9,7%o).

El objetivo de este estudio es determinar si las practicas
locales de incentivacion de las abejas impactan en estos valores
isotopicos de *C de las mieles.

Materiales y Métodos

De una coleccién de muestras de mieles de pradera de Uru-
guay, cosechadas entre los afios 2008 y 2012, se eligieron 20
al azar. Los apiarios de los cuales provenian las mieles estaban
distribuidos alo largo del pais. Los apicultores, inscriptos ante
el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca de Uruguay
(MGAP), declararon el origen genuino de sus muestras.
De ellos, seis declararon que no alimentaron a las abejas en
ningin momento del afio, 13 indicaron que incentivaron a
las abejas con azticares C-4 antes del inicio de la floracién, y
un apicultor declard haber incentivado luego de iniciado el
flujo de néctar, proximo al periodo de la cosecha de la miel.
La incentivacion consistio en mezclar partes iguales de aztcar
de cafia y agua (masa: volumen) o partes iguales de jarabe de
alta fructosa y agua (volumen: volumen).

Las muestras de miel fueron filtradas por un tamiz de 0,10-
0,15 mm. Las proteinas fueron aisladas de acuerdo al método
del estandar interno AOAC 991.41 (AOAC International,
1995). Las muestras fueron extraidas de la siguiente forma:
10 g de miel se disolvieron en 4 mL de agua destilada. Luego,
2 mL de tungstato de sodio al 10% (m/v) y 2 mL de acido
sulfurico 0,67 N se mezclaron y agregaron a la solucién de
miel. La mezcla de reaccion se homogeneizo y calenté a 80 °C
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hastala completa floculacion de las proteinas; en el caso de no
ocurrir floculacidn, se agregaron alicuotas de 2 mL de acido
sulftrico 0,67 N hasta la observacion de floculacion. La mezcla
fue centrifugada por 5 minutos a 1500xg. Luego se elimino el
sobrenadante, y el pellet fue lavado y centrifugado tres veces
con 50 mL de agua destilada. Las proteinas purificadas fueron
secadas durante 3 horas en estufa a 75 °C.

Tanto las muestras de miel como de proteina fueron
posteriormente analizadas por triplicado mediante EA-IR-
MS, de acuerdo al método oficial AOAC 978.17 (AOAC
International, 1995). Las muestras de miel y proteina se
colocaron en capsulas de estano antes de ser introducidas en
un analizador elemental (Flash EA, 1112 series) acoplado a
un espectrometro de masas de relaciones isotépicas (Thermo
Finnigan Delta Plus) mediante la interfase CONFLO III. Los
valores de 83C se estimaron de:

(R muestra — R estandar) x1000

R estindar

S (%o) = 1]

donde R es la relacion entre los valores de CO,/*CO, para
la muestra y el estandar (Viena Pee Dee Belemnite).

Parala normalizacion de los datos isot6picos se utilizaron
los estandares IAEA CH-6 y USGS-40, con valores §'*C cer-
tificados de -10,449 %o y -26,39 %o, respectivamente.

La proporcién aparente de azucares C-4 fue calculada
de acuerdo a:

B~ g 13
a 13CP d "Cy x100 [2]
8 °C, —(-9,7)

AzucaresC-4 (%)=

donde §*C, y 81*Cy; son los valores de 8"C (%o) de la pro-
teina y la miel, respectivamente, y -9,7 es el valor estandar
internacional de §*C (%o) del jarabe de alta fructosa, tomado
del valor promedio encontrado por White y Winters (1989).

Para controlar el buen desempefio del método a una
muestra genuina, producida dentro de un predio experimental
dela Facultad de Agronomia, se le agregé cantidades crecien-
tes de jarabe de maiz de alta fructosa entre 5y 82% (m/m).
Sobre las mezclas miel-jarabe se determinaron los valores
813C y las proteinas extraidas. La funcién que correlaciond
el %(m/m) de jarabe determinado mediante el método de
analisis (y) con el % (m/m) de la mezcla preparada (x) fue:
y = 1,0024x + 0,7509 y present6 un R? = 0,9991.

Los analisis estadisticos se realizaron con las rutinas
incluidas en el programa XLStat, Addinsoft, 2018.

Resultados y Discusion
Valores 83C de composicion isotopica

Los valores §'3C de las mieles oscilaron entre -26,23 y
-22,75%o, mientras que los valores de las proteinas variaron
entre -25,95 y -24,85%o (Tabla 1). Del total de las muestras,
19 presentaron indices isotopicos de entre -0,24 y 0%o, por lo
tanto, fueron clasificadas como mieles genuinas sin agregado
de azucares C-4, de acuerdo a los estandares internacionales.

Una excepcion en el conjunto de muestras fue la #20, cuyo
indice isotopico (-2,1 %o) excedid el limite de corte (-1,0 %o).
Por tal razén esta muestra fue catalogada como no genuina



REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

Efecto de la incentivacion de las abejas con carbohidratos...

o adulterada por agregado de azucares C-4. La informacién
asociada a esta muestra indicaba que las abejas habian sido
incentivadas en un periodo préximo ala cosecha. En funcién
de los valores isotdpicos obtenidos se evidencié el impacto
negativo de la practica de incentivacion luego del inicio de
la floracion sobre la calidad de la miel.

Para los andlisis estadisticos siguientes, la muestra #20
se elimind del conjunto de datos por tratarse claramente de
un resultado adverso.

Para este conjunto de las mieles genuinas los valores
maximos §'3C de las mieles y sus proteinas extraidas fueron
-25,08 y -25,17%o, respectivamente (Tabla 1).

El rango de variacion de los valores isotdpicos en las mieles
genuinas fue un indicador de que todas ellas tuvieron un origen
botanico C-3 (De Niro y Epstein, 1978; White y Winters, 1989).
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Ademids, la distribucion de estos valores de composicion isotopi-
ca tanto de las mieles como los de las proteinas extraidas fueron
normales de acuerdo al test Shapiro-Wilk (p>0,5).

Cabe resaltar que entre los tratamientos con y sin incen-
tivacion los valores isotopicos de §*C de la miel y 6*C de las
proteinas extraidas no presentaron diferencias significativas
(p>0,05). Por lo tanto, resulta evidente que la practica de
incentivacién de las abejas realizada de manera adecuada
no tiene incidencia en los valores de composicion isotopica
de 13C de las mieles.

Las incertidumbres de los valores §'*C de la miel y sus
proteinas (Tabla 1) se distribuyeron de manera similar entre
ambos tratamientos y en concordancia con estudios previos
de estimaciones de la incertidumbre reportados por Berriel y
Constantino (inédito).

Porcentaje Vde Porcentaje ’de
Muestra Tratamiento! G2 U O G Uit C‘litsli;i;:;ic;ﬁn a(ilal%:ﬁ?:ilg " inf?)grl;l;jir; E%I;C45
%0 %
1 Sin -25,66+0,15 -25,76+£0,18 P 0 NDs
2 Sin -25,70+0,12 -25,82+0,17 p 0 ND
3 Sin -25,65+0,16 -25,70+0,15 P 0 ND
4 Sin -25,71+0,13 -26,10+0,11 P 0 ND
5 Sin -25,71+0,13 -25,69+0,16 P 0,11 ND
6 Sin -25,54+0,16 -25,51+0,16 P 0,18 ND
7 Con -25,87+0,16 -25,88+0,14 P 0 ND
8 Con -25,63+0,16 -25,76£0,19 P 0 ND
9 Con -25,28+0,11 -25,52+0,15 P 0 ND
10 Con -25,32+0,14 -25,62+0,12 P 0 ND
11 Con -25,73+0,16 -26,16+0,19 P 0 ND
12 Con -25,76+0,12 -26,23+0,11 P 0 ND
13 Con -25,60+0,14 -25,60+0,18 P 0,01 ND
14 Con -25,95+0,15 -25,93+0,16 P 0,14 ND
15 Con -25,44+0,13 -25,39+0,15 P 0,32 ND
16 Con -25,36+0,16 -25,31+0,14 p 0,37 ND
17 Con -25,17+0,15 -25,08+0,10 P 0,53 ND
18 Con -25,76+0,15 -25,55+0,11 p 1,29 ND
19 Con -25,87+0,12 -25,63+0,16 P 1,46 ND
20 Con -24,85+0,17 -22,75+0,15 A 13,87 13,9+1,1

Tabla 1. Valores de §'*C de miel y sus proteinas de diferentes apiarios de Uruguay, clasificacion de la miel en pura (P)
o adulterada (A) segun valor de rechazo internacional, y proporcién estimada de adulterante C4 agregado a la miel.

Tratamiento: Sin= sin incentivacion de la colmena, Con= con incentivacion de la colmena.

2Us'3¢,: incertidumbre expandida estimada para el valor 63C de la proteina extraida de la miel.

3Us"3¢m: incertidumbre expandida estimada para el valor 6'3C de la miel.

4Clasificacion de la miel: P: miel pura o auténtica; A: miel adulterada con azucares C-4.

5Uycq: incertidumbre expandida estimada para el porcentaje de adulteracion con azucares C-4.
SND= no detectado.
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Estimacion del porcentaje
de azicares C-4 en miel

Los porcentajes estimados de adulteracion de las mieles con
azucares C-4 variaron entre 0 y 1,5% (m/m). A pesar de
que la media en este parametro fue superior para el grupo
de mieles que provenian de apiarios que habian recibido
incentivacion (0,31%), no fue significativamente distinta
de la media del grupo sin incentivar (0,09%), de acuerdo al
analisis ANOVA y Test de LSD-Fischer (p>0,05). También
es importante mencionar que los valores de porcentaje de
adulteracion obtenidos mediante el calculo de la Ecuacion 2
estan por debajo del limite de deteccion del método, por lo
tanto, el resultado a informar fue “no detectado’”.

Ademas, el porcentaje de adulteracién estimado para
la miel #20 fue 13,9 %(m/m), que indicaria que por cada
100 g de miel casi 14 g correspondian a azticares exdgenos
derivados de plantas C-4 (como la caia de azticar o el maiz).
La normativa internacional indica que toda miel con por-
centajes de adulteracion de azucares C-4 superiores al 7%
(m/m) sea considerada no genuina. En este caso, probable-
mente debido a que los carbohidratos fueron suministrados
luego del inicio del flujo de néctar en el ambiente, estos
fueron acumulados en los panales al no ser consumidos en
su totalidad por las abejas (Bazzurro, 2000). A la luz de este
resultado es interesante desarrollar ensayos experimentales
que estudien la dindmica de consumo de los azucares C-4
por las abejas y conocer la variabilidad de la composicién
isotdpica de carbono de dichas mieles. El factor momento
de la incentivacién en esos ensayos resulta ser clave, por
lo tanto deberian considerarse al menos dos épocas de
incentivacién: una fuera de periodos de mielada y otra en
el periodo de mielada.

Conclusiones

Los resultados obtenidos revelaron que en lineas generales
la préctica de incentivacién llevada a cabo en Uruguay no
repercute negativamente en los valores de composicién
isotopica de las mieles, ni afecta su condicién de alimento
genuino. Sin embargo, de acuerdo alos estandares internacio-
nales una muestra se clasifico como adulterada con aztcares
C-4. Probablemente este resultado adverso se debid a que la
incentivacion de las abejas fue llevada a cabo luego de que
comenzaran los flujos de néctar.

Dada la importancia de la apicultura a nivel productivo
en Uruguay, es importante que las practicas de incentivacién
sean realizadas fuera de los periodos de fuerte flujo de néctar
hacia la colmena, de manera de alcanzar los estaindares de
calidad exigidos en el mercado internacional.
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Resumen

La apicultura estd en desarrollo en Uruguay, donde mas del 90% de la produccion es vendida para exportacion.
El objetivo de este trabajo fue investigar la relacion entre el origen botanico de la miel y la conductividad. La con-
ductividad es una medida indirecta del contenido de cenizas y desde un punto de vista nutricional es un indicador
de la composiciéon mineral de la miel, importante suplemento de la dieta del hombre. Se estudiaron cuadros de
colmenas de diferentes areas geograficas de Uruguay. La miel se extrajo mediante prensa en laboratorio y filtrado
con tejido sintético. Se analizaron el color, la humedad, la conductividad eléctrica y la melisopalinologia. Las mieles
mas oscuras presentaron mayores valores de conductividad. La mayor conductividad fue de bosque nativo, bosque
de Eucalyptus spp. y de mielada. La miel de monte nativo uruguayo es unica en el mundo y tiene un sabor tipico
y altos niveles de conductividad, lo que la hace una buena fuente de minerales.

Palabras clave: miel, conductividad eléctrica, color.

Abstract

Beekeeping is in development in Uruguay, where more than 90% of the production is sold for export. The aim of
this work was to investigate the relation between the botanical origin and honey conductivity. Conductivity is an
indirect measurement of the ash, and from the nutritional point of view, it is an indicator of the mineral composition
of the honey, which is an important supplement of human diet. Honeycombs frames were studied from different
geographic areas from Uruguay. The honey was extracted by a press at laboratory and filtered by a synthetic cloth.
Colour, moisture, electrical conductivity, and pollen content were analysed. The darker honeys presented higher
conductivity values. The higher electrical conductivity observed was from native bush, Eucalyptus spp. forest and
Honeydew. Uruguayan native bush honey is unique in the world and has typical flavour. Moreover, this type of
honey has higher levels of conductivity that makes it a good source of minerals.

Keywords: honey;, electric conductivity, color.

Introduction

In Uruguay honey is produced since 1834 (Cordara, 2005) and
at the moment it is the second product from farms, after citrus,
that sells with exportation aims more than 90% of its production
(Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, 2016). Interna-
tional markets are becoming more demanding regarding food
quality; hence, it is more frequently required that physical and
chemical parameters are determined so the honeys can be se-
lected. There are a few studies in the country that determined
some botanical, physical or chemical properties of the honey

(Bazurro, et al., 1996; Daners and Telleria, 1998; Cozzolino and
Corbella, 2003; Corbella, et al., 2005; Corbella and Cozzolino,
2006; Gambaro, et al., 2007; Tejera, et al., 2013).

The color is an appreciated characteristic of the honey when
stablishing commercial contracts, and it is variable depending
on factors such as botanical origin, the management of the
beekepers of the wax frames in the apiary, temperature and
time of honey storage (Terrab, et al., 2004; Turkmen, et al., 2006;
Bogdanov, 2007). On the other hand, the electric conductivity is
a parameter related to the mineral content in the honey, there-
fore a measure that gives knowledge of the nutritional value of
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the honey, regarding trace elements (Acquarone, et al., 2007;
Bogdanov, et al., 2004, 2007), and it has been used in several
studies to corroborate the botanical origin of the honeys (Mateo
and Bosch-Reig, 1998; Nanda, et al., 2003; Bogdanov, 2007). The
aim of this work was to obtain information for determining the
botanical origin, the color and electric conductivity of honeys
produced in Uruguay, looking for a predictive relationship
between these parameters. The hypothesis of this work was
that at higher values of honey color, higher values of electric
conductivity of the honey would be observed.

Material and Methods
Sampling

With the objective of knowing the kind of honey produced in
Uruguay, periodical meetings with beekeeping groups from
different areas of the country were performed. Sixty samples
ofhoney were obtained from apiaries located in states of high-
er production: Artigas, Rivera, Salto, Paysandu, Rio Negro,
Soriano, Colonia, San José, Canelones and Florida (Figure 1).

Artigas
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Canelones K
Maldonado {

Montevideo
Figure 1. Study area. Sampling sites are represented by dots.

The vegetation of interest for beekeeping in these zones are:
Eucalyptus forestation, prairies cultivated for cattle industry
(Lotus spp., Medicago sativa, Trifolium pratense y Trifolium
repens), natural forest, fruit trees (Citrus spp., Malus domestica)
and natural prairies (Baccharis spp, Senecio spp., Eryngium spp.).

For obtaining mono-floral honey the honeycombs were
collected directly from apiary and were extracted at the
laboratory with plastic press. The honeycombs arrived at
the laboratory in a box specially designed for this purpose,
with the aim of avoiding contamination with metals in the
transport or extraction. Once the honey samples arrived at
the laboratory, the extraction of the honey was done through
pressing from small pieces of honeycomb discarding zones
with pollen reserves. After this, the honey was filtered to
separate the wax pieces (mesh of 1 mm size) and was stored
in glass jars until analysis. Honey samples from private honey
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extraction factories, authorized by the MGAP (Livestock,
Agriculture and Fisheries Ministry from Uruguay) were also
received. The samples were identified by the name of the bee-
keeper, locality, date of the harvest, partner vegetation in the
apiary and botanical origin of honey proposed by beekeepers.

Reference collection

A pollen collection was produced for reference in the botanical
characterization of honeys, with botanical material collected
in several sampling fields around apiaries that provided honey
for this study. For pollen processing, the technique of pollen
mounting from the microscopical analysis of sediment, from the
Spanish Food Legislation, was used with some modifications.
The flower antenna were extracted and washed with ethylic ether
for degreasing the pollen removed. The ether was evaporated in
the gas extraction chimney and once dried 10 mL of distillated
water was added, removing the surplus parts of the flowers. It
was centrifuged for 10 m at 2500 rpm and the surplus was moved
away for making the mounting of the pollen residue in the hot
glycerin over a microscope slide. It was covered with a slide
cover and sealed with paraffin over a hot iron for conservation.

Botanical origin

For the botanical determination, 20 g of honey were processed
with distilled water according to Louveaux et al. (1978). After
the final centrifugation, the residual was mounted over a
microscope slide to be analyzed under a microscope (400X
augment) and the counting of 600 pollen grains was done
according to Von der Ohe et al. (2004) for determining the
relative abundances of each pollen type.

Honeys that presented dominance of a particular kind of
pollen with a percentage of pollen higher or equal than 45%
were considered mono-floral. When there was no dominance
of a floral type, the honey was considered to be poly-floral
(Louveaux, et al., 1978; Bogdanov, et al., 1997). Exceptions
were considered for the mono-floral honey of citrus and
Eucalyptus, being of 18% and 75% respectively.

Electric conductivity and color

The electric conductivity (usm/cm) was determined in a solu-
tion of honey, the equivalent of 20 g of dry matte, in 100 mL
of deionized water and using a conductimeter. (Orion Model
105) (Bogdanov, 1999). For determining the honey color, the
sample was placed in a manual colorimeter cell, in its liquid
state at environmental temperature. The sample color was vis-
ually compared with the color scale installed at the colorimeter
(Pfund scale, Fell, 1978).

Results and Discussion
Reference collection

It was possible to collect 198 botanical samples that were
used for the pollen extraction. Samples of repeated species,
feminine specimens, flower buttons immature or too mature
(without pollen) were discarded. A collection of pollen of 99
botanical species was conformed. This collection may be used
in future studies and is stored at the Facultad de Ciencias,
Universidad de la Reptiblica, Montevideo, Uruguay.
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35% of the species present in the collection corresponded to
the category natural prairies, 31% to natural forest, 19% to species
of agriculture interest (harvested), 12% corresponded to the
ornamental category and 2% corresponded to forestry species.

In the palynological analysis, 26 botanical species were
registered in the total of the samples, and 6 pollen types were
not identified. In 41,7% of the cases, the pollen result deter-
mined at the laboratory did not coincide with the botanical
origin proposed by the beekeeper that sent the samples.

The majority of the honeys were mono-floral (78,3%). The
kind of mono-floral honey most common was from Lotus spp.
(Lotus), from the 47 mono-floral samples 34 corresponded
to this kind (72%) and from all the honey samples, Lotus
occurred in 49 (81,7%). The second most represented mo-
no-floral honey (13,3%) corresponded to Eucalyptus spp. The
rest of the mono-floral honeys corresponded to Brassica napus
(Colza), Baccharis spp. (“Chirca”) and Citrus sp. (Citrus).
These results highlight the importance of the floral fodder
species to produce honey in Uruguay. Results coincide with
Diaz and Raudovinche (2010), who signal that the extensive
cattering progress that is occurring at present (plantations
of Glycine max, soybean) has decreased the area destined
to fodder grass affecting the apiary performance (Table 1).

Extracted Extracted
at the at the Beekeper | Total
laboratory Factory
Monofloral 23 24 47
Multi-floral 3 9 12
Honeydew 1 0 1
Total 28 33 60

Table 1. Samples analyzed in this study.

From the natural forest honeys (multi-floral) the botanic
species more represented were Blepharocalyx salicifolius (Ar-
rayan) and Myrcianthes cisplatensis (red Guava tree), grouped
in the table as native Mirtaceas.

It was also verified that the botanical origin of one of
the honeys was not floral. In this sample that was sent by a
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beekeeper there were no pollen grains that allowed to identify
it, but there were abundant elements of honeydew that would
indicate an extrafloral origin.

Conductivity and color

Conductivity values ranged between 184 and 1306 usm/cm.
Darker honeys came from Eucaliptus forests and natural for-
est, and these also present high values of electric conductivity,
higher than 800 pS/cm (Table 2).

The majority of the honeys that were analyzed came from
the west of the country (Figure 1), area characterized by prai-
ries, hence the honeys were not dark in this study.

Taking into consideration only honeys extracted directly
from honeycombs at laboratory, under proper conditions
that did not affect the composition of the honey (n=28), the
conductivity values ranged between 184 and 889 uS/cm. Hon-
eys with values over 800u S/cm came from Eucalyptus spp.,
honeydew, multifloral (with high content of Eucalyptus spp.)
and Lotus spp. (with high content of Eryngium spp.) (Table 2).

Considering only honeys extracted at the laboratory, it
was observed that the color values oscillated between 12,8
and 88,9 mm Pfund (Extra White and Ambar respectively),
with a mean value of 54 mm Pfund, that corresponds to Light
Amber. This color category was the most represented between
the honeys (Figure 2).

35

Number

dark
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water amber

white

extra
white

white extralight light

amber  amber

Figure 2. Quantity of honeys for color category.

Pollen (%)
Origin ”Sim mi"i)"f‘;; al 1234 67|89 |1w|1m|12]13|14]15]|16]17
Prairy 805 88,9 46,21 04 [ 0,7 | 1,4 - |51|3L,1| 10 | - - 2 31| - -
Eucaliptus forest 889 78,5 - - - - 19 | - - - - - 4| - - - - -] -
Honeydew 818 79,1 == =1 = S R e e
Multifloral 867 76,4 - - - |47 (54511 (83| - [1,3(23(1,2(07|13(23| - |11 (109
Natural forest 814 80,3 “|-|-| - =lagl = =l =1=1=1=1=1=1]=1]5=

1-Lotus spp., 2-Medicago sativa, 3- Trifolium pratense, 4-Trifolium repens, 5-Eucaliptus spp., 6-Senecio spp., 7-Echium plantagineum,
8-Eryngium spp., 9-Blepharocalyx salicifolius, 10-Schinus longifolius, 11-Bacharis sp., 12-Ammi biznaga, 13-Acacia sp., 14-Salix sp.,

15-Prosopis alba, 16-Brassicaceae, 17-Malus domestica.

Table 2. Pollen content from honeys extracted at the laboratory, with electric conductivity values higher than 800 uS/cm.
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Dominant pollen Secondary pollen Minor pollen Color (mm Pfund) Conductivity (usm/m)
93% Brassica napus | 6% Eucalyptus spp. 1% Lotus spp. 35,4 257
51% Brassica napus | 39,7% Eucalyptus spp. | 3,6% Echium plantagineum 61,7 314

Table 3. Brassica napus honey.

Regarding the botanical origin, the results showed that hon-
ey of Lotus sp. present some color variation, but always in the
lower colours in the Pfund scale. Only one sample was from the
Amber category (89 mm Pfund) and its darker color (more than
the other Lotus sp.) was explained because of the partner flora
registered in the pollinic analysis: Eryngium spand Blepharocalyx
salicifolius) with important proportions (Table 2). It was verified
that at higher purity in the percentage of pollen, the lighter the
honey classified in the categories Extra White and White.

The same occurred with two samples obtained of colza
(Brassica napus). Among them, there was high variability of
the color, instead of coming from the same region and dates,
approximately. However, it was observed that the companion
flora in the pollinic analysis presented a high proportion of
Eucalyptus spp. that makes natural color and the conductivity
of the Colza honey variated (Table 3).

From the ordination analysis performed with samples of
Lotus sp. it was possible to observe that the samples from Sori-
ano presented higher dispersion than samples from Rio Negro.
The variables that contributed to the Principal Component
Analysis (PCA) were color and conductivity. The cumulated
variance in the first axis was 47,1% and in the second axis
67,4%. Samples with higher content of Echium plantagineum,
Medicago sativa and Trifolium pratense, as companion flora,
presented minor color and conductivity. Samples with higher
values of color presented higher content of Eucalyptus sp.,
sunflower and soybean (Figure 3).

10 A Soriano
'V Rio Negro
M Artigas
4 SanJosé
@ Paysandu
=+ Florida

PC1

Figure 3. Principal component analysis of the

honey samples from Uruguay (k: conductivity, Euca:
Eucalyptus spp., borr: Echium plantagineum, gir: sunflower,
alf: Medicago sativa, rojo: Trifolium pratense).

On the other hand, Eucalyptus sp. honeys presented light
amber color, similar to a sample of natural forest and Baccharis

trimera sample. Despite the low number of these floral type
samples, we might propose that the color do not vary from
what we obtained, since samples were monofloral.

Honey color and electric conductivity presented a positive
relationship (Figure 4).

The darker the color of the honey, the higher the electric
conductivity it presented, independently of the locality or
botanical origin.
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Figure 4. Linear regression and confidence interval
between electric conductivity (K) and color value of all the
samples (A) and from samples from honeycombs (B).

Conclusion

Uruguay is a honey exporter since last century, and honey
represents one of the most exported farm products. In this
work, we obtained an important number of monofloral hon-
ey. Monofloral honey was obtained without implementing
special management strategies, which indicates the possibil-
ity of producing this kind of honey for differential sale, such
as prairie honey (Lotus spp.) and Eucalyptus spp.
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The conductivity and color values that characterize each
type of honey were determined. Each kind of honey was dif-
ferent in a sensorial way (color, smell) (Gambaro, et al., 2007),
but also from a physico-chemical point of view.

The botanical analysis allowed us to understand which
is the flora that conforms different colors of the honey. In
almost half of the cases, the pollen result determined at the
laboratory did not coincide with the botanical origin pro-
posed by the beekeeper that sent the samples. This shows that
in many cases the Uruguayan beekeepers do not know the
flowering origin of their honey. Thanks to studies like this,
the beekeepers can decide where to place the apiaries. The
fact that beekeepers do not know the botanical origin of the
honey limits its production potential, because they do not
move the apiaries to blooms with higher honey productivity.

Honeys with high conductivity indicate that they
present high mineral content and, from a nutritional point
of view, more trace elements. This is an important aspect
to take into consideration for characterizing dark honeys
produced in Uruguay (Eucalyptus spp., natural forest and
honeydew). The color is indicative of the conductivity of
honey, hence it is possible to use this parameter as predic-
tive of honey conductivity.

Eucalyptus spp. honey and honeydew are considered by
international regulations as honey with higher values than
the maximum standard of 800 uS/cm, because of their high
mineral content.

In Uruguay it is common that natural forest and Eucalyp-
tus forest honey surpass 800 uS/cm (Corbellaand Cozzolino,
2006), but the natural forest honey produced in Uruguay is
not considered at this moment. It would be interesting to
conduct more research with this kind of honey to charac-
terize and enter them to international regulations as typical
honey from Uruguay.
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Resumen

El desarrollo de aplicaciones de software para la automatizacion de mediciones no tiene necesariamente un fin
modernizador de los procesos, sino que se focaliza, en la mayoria de los casos, en reducir el riesgo asociado a
errores humanos por transcripcion o lectura de datos, asi como en la disminucion del tiempo de operacion frente
ala demanda creciente de servicios. Este trabajo describe cuatro desarrollos de software a medida para la automa-
tizacion de mediciones en laboratorios de temperatura, longitud y pH, realizados en el Laboratorio Nacional de
Metrologia de Uruguay (LATU). Se presentan los requisitos generales de las aplicaciones e instrumentos involu-
crados, las necesidades particulares de cada proceso estudiado, las dificultades encontradas durante las etapas de
desarrollo con sus diferentes soluciones y las caracteristicas del producto final mas relevantes en cada aplicacion.
Se propone, ademds, una medida del impacto en reduccion del tiempo de ensayo y la disminucion de riesgo en
cada proceso automatizado.

Palabras clave: Automatizacion, instrumentacion, software, Millitron, Mahr, ASL, SPRT.

Abstract

Software development aiming measurement automation does not necessarily have a process modernizing purpose
but, in most cases, focuses on reducing the risk associated with human errors by transcribing or reading data, as
well as reducing the operating time to face the growing demand for services. This paper describes four custom
software developments for the automation of measurements in temperature, length and pH laboratories, conducted
at the National Metrology Laboratory of Uruguay (LATU). The general requirements of involved applications and
instruments, the particular needs of each process studied, the difficulties confronted during development stages
with their different solutions, and most relevant features of final product for each application are presented here.
A method to measure the impact on the reduction of time and risk in each automated process is also suggested.

Keywords: Automation, instrumentation, software, Millitron, Mahr, ASL, SPRT.

Introduccion

El incremento del volumen de trabajo, asi como la compleji-
dad creciente del equipamiento utilizado en los procesos de
calibracion, alienta frecuentemente a la bisqueda de solucio-
nes innovadoras que reduzcan tanto la permanencia de los
técnicos en operaciones de rutina durante el proceso como el
riesgo de errores humanos debidos a la transcripcion manual
de datos de visores digitales a planillas en papel y de alli a hojas
de célculo para su procesamiento y obtencién de resultados.

La nocioén de riesgo asociado al diseflo, programacion
y uso en hojas de calculo es una preocupacién permanente
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del personal técnico en laboratorios. Ya a partir de la década
de 1980 existen estudios basados en grandes colecciones de
datos en industrias que refieren al error humano relacionado
con acciones cognitivas puntualmente sencillas, como por
ejemplo el llenado de una celda de hoja de céalculos con un
nimero o una férmula o la escritura de una linea de cédigo
fuente en el desarrollo de un software. Panko (2015) resume
estudios de varios autores realizados sobre alrededor de 10.000
inspecciones de cédigo en la industria, con una tasa de error
humano de entre 1,9% y 3,7%, mientras que en el producto
final, luego de revisiones y correcciones de médulo, esta tasa
se reduce al 0,3% en software, y permanece en 2% la tasa de
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error promedio en hojas de calculo. Mas alla del porcentaje
especifico, estos datos demuestran que la reduccion de in-
tervenciones del operador en una planilla de célculo con un
software de automatizacion es, en buena medida, una forma
de disminuir drésticamente ese riesgo de error, ademds de
reducir, generalmente en forma también significativa, el
tiempo invertido por el técnico en los ensayos.

Con foco en estos aspectos, en los ultimos afos el instituto
nacional de metrologia de Uruguay (Laboratorio Tecnolo-
gico del Uruguay, LATU) ha realizado exitosamente varias
experiencias de desarrollo, sobre todo en los procesos donde
el impacto de la automatizacion se entendi6é mds relevante.

Software de fabrica vs. software
a medida

Hoy en dia, la gran mayoria de los instrumentos de medicién
modernos disponibles en el mercado incluyen soluciones de
software propietario, generalmente adecuado para laborato-
rios secundarios donde se realizan calibraciones por compara-
cién o en procesos que implican pocas variantes. Sin embargo,
en ocasiones estas soluciones son demasiado rigidas y no se
ajustan totalmente al trabajo requerido en un laboratorio de
metrologia primario. Por ejemplo, la calibracién de un me-
didor de presién con un calibrador (o monitor) digital en un
laboratorio secundario implica la comparacion de estos dos
equipos, el certificado de calibracién del patrén y condiciones
ambientales durante el ensayo. Por otra parte, la calibracién
de este patrén con una balanza de presion requerird, ademas,
integrar en el tratamiento de datos el valor de la gravedad
local, densidad del piston, densidad de las masas, certificado
de calibracién en masa de cada uno de los pesos y pistén
utilizados, el area efectiva del piston-cilindro y coeficiente
de deformacién del propio certificado de calibracion, calculo
de densidad del aire a partir de condiciones ambientales,
densidad del fluido en el equipo, nivel de referencia, etcétera.

Un software de automatizacion para procesos de medicion
complejos requiere especificaciones particulares que no suelen
estar disponibles en el software de fdbrica de los patrones:
mayor acceso alos datos de entrada en el proceso de medicion
o a las caracteristicas metroldgicas de los equipos, mayor
flexibilidad en la realizacion de experimentos y mediciones,
integracién de mediciones de varios equipos en paralelo,
condiciones ambientales en el modelo de calculo, etcétera. Por
otra parte, el tratamiento de datos debe integrar usualmente
nuevas caracteristicas (o modificacién de las existentes) en
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la obtencién de resultados y/o estimacion de incertidumbre,
en la medida que se actualizan eventualmente sus normas de
referencia. En estos casos se hace imprescindible acceder al
c6digo del tratamiento de datos para efectuar modificaciones,
ya que el software debe adaptarse a los procesos y no viceversa
(Batagelj, et al., 2008). En estos casos las soluciones de software
a medida suelen ser una mejor opcion.

Plataforma de programacion

Existen en el mercado varios entornos de programacion con
interfaz visual que facilitan la creacién de aplicaciones SCA-
DA (acrénimo en inglés para: Supervisory Control and Data
Acquisition) o HMI (por Human Machine Interface), como
LabView, Wonderware Intouch, WinCC, o ProTools Pro, entre
otros, que permiten soluciones integrales éptimas, aunque
el costo de estas soluciones suele ser alto. Sin embargo, para
aplicaciones puntuales el uso de entornos de propdsito general
como Visual Studio, Java, Delphi, etcétera, permite obtener
resultados muy eficaces en la automatizacién de procesos
puntuales, tiene un costo mucho menor y puede ser realizado
por desarrolladores de software no especifico, o incluso por
personal del mismo laboratorio con conocimientos medios
de programacion.

En este trabajo se describe la planificacion, dificultades y el
producto final en cuatro experiencias de software de automati-
zacién a medida realizadas por personal del departamento de
metrologia del LATU para ensayos propios de su laboratorio.
Todas las aplicaciones fueron realizadas con un lenguaje no
especifico a la instrumentacion. El objetivo es evaluar el im-
pacto en la disminucidn del riesgo del proceso y el tiempo de
ensayo, asi como en el incremento de la precisiéon que tienen
estas aplicaciones una vez validadas y puestas en operacion.

Materiales y Métodos

Este trabajo presenta cuatro casos. Cada uno trata los requi-
sitos, las dificultades encontradas y el desarrollo general del
software de automatizacion realizado. Los casos estudiados
son: la calibracién de bloques patrén ISO 3650 (Internatio-
nal Organization for Standarization, 1998) con comparador
mecanico, la calibracion de tamices utilizando un proyector
de perfiles, la medicion de temperatura de SPRTs (Standard
Platinum Resistance Thermometer) y la medicién de pH por
Celda de Baucke (Baucke, 1994) en secciones subsiguientes.

Caso Proceso Patrones Bus

Cal1brac1'on 2 bloqugs patron 150 3650. . Comparador Mahr modelo 826 con .

1 (International Organization for Standarization, di 1 Serie (RS232)

e ac isplay Millitron modelo 1240
1998) por comparaciéon mecanica
q . Proyector de perfiles Carmar modelo .
2 Calibracion de tamices con proyector de perfiles PV-3025AF Serie (RS232)
Puente ASL 700 y Switchbox ASL
3 Temperatura de SPRT F148/158 NI GPIB
s Multimetro HP 3458A

4 | Determinacién de pH por Celda de Baucke Termémetro digital (SPRT) Guildline NI GPIB y RS232

(Baucke, 2015) 9540

Tabla 1. Caracteristicas de los procesos a estudiar.
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La Tabla 1 indica las caracteristicas de los procesos que
se estudian aqui.

Caso 1. Calibracion de bloques patron
ISO 3650 por comparacion mecanica

Figura 1. Calibracion de bloques patrén de longitud.

Proceso

Consiste en la determinacion de dos caracteristicas metro-
légicas del bloque:

a) La longitud central, determinada en ambas caras de
medida por diferencia respecto ala de un patrén de referencia
calibrado. Para esto se realizan cinco medidas de longitud de
patron de referencia (Cp) y longitud de muestra (Cx) para cada
una de las posiciones de la muestra; es decir, se gira el bloque
de muestra 180° luego de la primera serie de medidas para
posicionar la cara 2 hacia arriba, y se repite la determinacion.
Lx=Lp+08Lp+(Cx—Cp)+0Lc—L(a.0t+ 8. AT)— 6Ly [Ec.1]
Con: Lx = longitud central del bloque muestra; Lp = longi-
tud del bloque referencia calibrado; SLp = deriva del patrén;
OLc = contribucién a la incertidumbre referida a desajustes
del comparador; L = longitud nominal; @ = promedio de
coeficiente de dilatacién térmico; 8t = diferencia de tem-
peratura entre bloques; da = diferencia de coeficientes
entre bloques; At = desviacion del promedio de tempera-
tura; SLv = correccion debida al desvio geométrico de la
longitud central.

b) La variacién en longitud, que corresponde a la maxima
diferencia de longitudes medidas en cinco distintos puntos de
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la cara de medida del bloque bajo ensayo, el centro (X) y las
cuatro esquinas (E,, E,, E; y E,), a aproximadamente 1,5 mm
dela cara lateral. El ensayo se realiza tomando cinco series de
lecturas en secuencia Cx E, E, E; E, Cx en el bloque muestra,
para cada una de las caras de medida. Para esto se utiliza un
comparador mecanico con movimientos limitados por un
dispositivo posicionador. ALy es la diferencia entre cada
esquina y el promedio de la medida de centros y se informan
en este caso fo = max(ALg) y fu = min(ALy).

Objetivos de la automatizacion

Automatizar el periodo de estabilizacién de los palpadores
previo a la toma de lecturas a un tiempo establecido por
el operador de acuerdo a las caracteristicas del equipo.
Al homogeneizar estos periodos de espera a partir del
momento en que los palpadores entran en contacto con el
bloque hasta la captura automatica de la lectura, es posible
eliminar la dispersion debida a los efectos de deriva y de
decision del operador, por ejemplo, cuando cambia la
lectura muy cerca del limite de espera.

Disponer de una base de datos de patrones que permita
mantener actualizadas las caracteristicas metroldgicas de
los patrones de referencia sin necesidad de transcribir los
datos de calibracién a la hoja de célculo cada vez que se
realiza el ensayo.

Realizar la captura de los datos en forma directa a través
del software con el fin de eliminar el uso de planillas de
toma de datos en papel.

Establecer que la aplicacion haga un seguimiento del
flujo de trabajo del ensayo indicando en todo momento
la siguiente accién del operador en forma grafica (esperas,
pedido de condiciones, punto a medir, cambios de posi-
cion, etcétera). Este objetivo parte de una caracteristica
del ensayo, que implica un gran periodo de atencion del
operador, quien repite medidas en los mismos puntos de
la muestra, por lo que es frecuente la consulta a la planilla
de datos para verificar la siguiente posicion o, en algunos
casos, repetir alguna serie por errores de posicion.
Evaluar a través del software el cumplimiento de los
requisitos de condiciones ambientales y metroldgicas
que deben cumplirse para considerar vélido el ensayo
y enviar una notificacién en el caso de no conformidad
con estos. En particular, la diferencia de resultados para
longitud central y variacion en longitud para ambas
caras debe ser menor a 0,04 pm, de lo contrario debe
repetirse el ensayo.

Dificultades y soluciones encontradas

La mayor dificultad en la realizacion de este software es que
no se cuenta con el protocolo de comunicaciones en el ma-
nual del equipo Millitron, ni tampoco fue posible obtenerlo
en consulta al fabricante. La estrategia propuesta para la
comunicacién fue configurar el equipo manualmente para
que realizara impresiones de datos cada 1 segundo a través de
su puerto serie (RS232). Estas cadenas de texto, que incluyen
no solo la lectura sino también caracteres separadores y texto
adicional, deben ser capturadas e interpretadas por el software
en tiempo real para obtener el valor de lectura del equipo,
que es mostrado en pantalla.
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Aplicacion realizada

El controlador desarrollado contiene cuatro médulos basicos.
El primero realiza la gestién de una base de datos local con las
caracteristicas metroldgicas de todos los patrones del laborato-
rio, sus correcciones y sus incertidumbres. El segundo permite
configurar el ensayo, datos de la muestra, patrén utilizado y
nimero de series de medida, y permite realizar ensayos de
longitud central, variacion en longitud o ambos. Otro médulo
realiza el seguimiento en tiempo real del proceso de calibraciéon
indicando graficamente en pantalla el punto a medir o la accién
a realizar y tiempos transcurridos, y, cuando es necesario,
presenta campos para el ingreso manual de condiciones am-
bientales. Las lecturas son tomadas en forma automatica por
el software. El cuarto médulo realiza el tratamiento de datos y
célculo de resultados. Ademas, evalta la validez del ensayo y
realiza la estimacion de incertidumbres de acuerdo al método
JCGM 100 (BIPM, 2008). También emite un informe impreso
con datos de entrada y resultados. La aplicacién alcanza todos
los objetivos buscados para el proceso.

= Pationes Resumen de trabaio
L EEEEd ¥ Tiempa de estabilzacitn antes de medi i o
L TBIRE A  Longiud centel - posicign "4 ne |20
® Resulados | + Tiempo de estabiizacién antes de medi o 7
¥ Longitud cential - posicién "B'" e [ 20062
Bloque an ensayo
¥ Tiempa de estabiizacitn antes de medi
N - 10mm . i &
2 Variacion de longhud — posicion "B
Cancelar estabilzaciin de temperaura 4 Tiempo de estebiizacicn antss de medi W i
i
3 Variacitn de longiud — posicion "4"
Actvar ensayo |
o | Ere sty || Lenotudeenil Variacitn en longtud
W | Ens manual Observacien [Patién _ |Muesia [Pairén Observacién [Cerke [E1  [E2  [E3  [E4  [Cento |
& 0 0m A 002 003 oW oo (o2 0@
Resonfiguiar 003 003 004 B 003 004 0m 002 0 002
= 004 004 004 B 003 om ¢
ancelsr ensayo
4 004 0 005 b
Bonat una serie | 005 006 0.06 3
aelecul Observacien |Falibn |Muesia_|Fairén Observacion [Certo |E1  [E2  [E3  [E4  [Cenio |
Guardar ensayo 1A 002 002 A
T E 0B 0 0w B
= =B 0 0@ 0w C
D 00 0@ 0w D
£ 0 0@ 0w £
Ayuda Tiempo total de ensayo: 00,0345

Figura 2. Interfaz del software desarrollado para el Caso 1.

Caso 2. Calibracion de tamices
con proyector de perfiles

Proceso

Implica realizar las mediciones necesarias para determinar si
el tamiz ensayado cumple con los requisitos metrologicos de
lanorma ASTM E11 International (ASTM, 2004), correspon-
dientes a las caracteristicas nominales de su malla. Esta norma
exige para cada una de las designaciones del instrumento
ciertas caracteristicas como el didmetro de alambre, maxima
abertura individual, dimensiéon maxima para el 95% de las
aberturas y variacion permitida del promedio de aberturas.
Para determinar estas caracteristicas se miden 10 aberturasy
sus correspondientes alambres, en tres zonas aleatoriamente
seleccionadas de la malla.

Objetivos de la automatizacion

Utilizar el detector de bordes configurable para recorrer
la malla capturando en forma automética los puntos que
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se utilizaran para determinar los resultados, reduciendo
significativamente el tiempo del ensayo. Este dispositivo
determina dindmicamente los puntos de contraste (o
perfiles) sin necesidad de posicionar la platina.

Realizar los célculos para la determinacion de las caracte-
risticas metroldgicas requeridas en la norma, asi como el
conteo de aberturas que cumplen o no con cada requisito de
lanorma de referencia, a nivel de cddigo en el software, con
el fin de eliminar el riesgo de error humano en este proceso.
Desarrollar algun dispositivo del software que permita
reubicar las coordenadas en cualquier momento del en-
sayo, para evitar que el operador pierda la referencia del
siguiente punto a medir, sobre todo en mallas de aberturas
pequenas, y deba recurrir a la planilla de toma de datos
para ubicar nuevamente el flujo del ensayo.

Lograr un grado de automatizaciéon que permita al ope-
rador mantener la atencion permanentemente en la malla
sin necesidad de interactuar con el computador durante
el ensayo. Para esto se requiere disefiar un flujo de trabajo
secuencial de medida, al que deberd responder el software
en forma automatica, clasificando las lecturas obtenidas
en los puntos a medir.

Dificultades y soluciones encontradas

En este caso, los mayores inconvenientes se encontraron en la
estrategia de medida automatica ya que, si bien el detector de
bordes limita los valores emitidos por el equipo a los puntos
de contraste, es inevitable que en esta secuencia de trabajo se
atraviesen puntos de contraste que no forman parte de las lec-
turas a tomar. Para solucionar este problema sin participacion
del operador se disenié un algoritmo que pronostica el resto
de las lecturas a partir de los tres primeros puntos tomados
en la zona elegida. Luego se establece en estas coordenadas
un margen de sensibilidad igual al semiespesor del alambre
para todos los puntos donde se toma el perfil de contraste
como coincidencia positiva. Otros puntos de contraste atra-
vesados por el detector son ignorados. La Figura 2 representa
graficamente una abertura donde las dreas de coincidencia
positivas estarfan indicadas con los seis cuadrados pequeiios.
En otras zonas de contraste no se toman como lectura valida.

Figura 3. Vista de una abertura con areas predeterminadas
de medida.
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Aplicacion realizada

Esta aplicacion de interfaz simple consta de un visor digital
en la ventana que reproduce los valores tomados en el de-
tector de perfiles. Luego de iniciado el ensayo, el operador
recorre la secuencia de puntos, que son selectivamente
tomados por la aplicacion, descartando zonas de contraste
no previstas. En todo momento, el operador puede pulsar un
botdn en la aplicaciéon donde se le indica el préximo punto a
medir, asi como el detalle grafico de la posicion del punto en
la secuencia de trabajo. En este caso se alcanzaron también

todos los objetivos planteados.
O 1111
{ .

Y[

ot

Configurar ensaya ‘ Zona 1 |

Zana| ] Zonall Zonalll l
Direccian Y Direccian %

A [E lc lo E [3 |
1 §24055 124416 24300 164335 |1A.47R0 (165110
2 |24825 25200 (25560 165085 165525 165365
3 |25h45 25925 26300 165865 16.B330 1E.GEES
4 |26316  2BE7E 27075 (166BER 16.7090 16.7425
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9 |3.0070 30425 30810 (17.0620 17.0940 171300
10 |3.0815 (31165 31665 (171240 171760 17.2085
Exportar axls Limpiary reiniciar IT

Figura 4. Interfaz de la aplicacion para el Caso 2.

Caso 3. SCADA para termometria
Proceso

El objetivo de esta aplicacién no es automatizar el ensayo
completo de calibracion en temperatura, sino unificar todas
las tareas de control de equipos, adquisicion de datos y deter-
minacion de lalectura en unidades de temperatura de los pa-
trones SPRT (Standard Platinum Resistance Thermometers)
del drea de temperatura del LATU. El proceso bajo estudio
implica el uso de un puente ASL F700 conectado a Switch
box ASL F148/158 de cinco canales donde se selecciona el
correspondiente patrén de trabajo.

El puente ASL F700 es un equipo que mide la relacién entre
una determinada resistencia de un termoémetro de resistencia
de platino estandar SPRT, sometido a un valor de temperatura
T y un resistor Tinsley Wilkins que se encuentra sumergido
en un bafio con aceite mineral a un valor de temperatura
conocido. A su vez, los patrones de resistencia de platino
se calibran mediante celdas de puntos fijos ITS-90. Con los
valores de resistencia que se miden en los distintos puntos
fijos y el correspondiente a la resistencia en el punto triple de
agua se determinan los coeficientes Wi, segtin la Ecuacién 2:
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Wioo = Rpr / Rpra (Ec. 2]
donde Rpy corresponde a la resistencia del termémetro me-
dida en un punto fijo y Rpyy es la resistencia del termémetro
medida en el punto triple de agua. Con estos valores medidos
se construye un sistema de ecuaciones que permite obtener la
funcién de aproximacion ala escala ITS -90 (Preston Thomas,
H., 1990) de acuerdo a la Ecuacion 3:

W= Wppi—a-(Wps— 1) = b-(Wpg — 12 — - (Wp; — 1) [Ec. 3]

Donde el Wy representa el coeficiente Wy, observado en
la realizacion de cada celda de punto fijo (el LATU posee
puntos fijos de In, Ga, Sn, Zn, Al y Hg), en tanto a, b y ¢ son
coeficientes calculados del polinomio.

A partir de estos valores de W,es posible obtener el valor
de temperatura a la que estd sometido el patron por medio
de dos ecuaciones de referencia, definidas respectivamente
para los intervalos de 14 K'a 273 Ky de 273 K a 1235 K de
acuerdo a las Ecuaciones 4 y 5:

=

15 i
T = |By+ z B;. “Wr(T)é - 0,65] /0,35] ] «273.16 [Ec.4]
i=1

9
T=D,+ Z D;. [[W, (T — 2,64)/1,64]] [Ec. 5]

Donde T es la temperatura en K, en tanto los valores de By
D son constantes definidas.

Objetivos de la automatizacion

Desde la adquisicion del equipo, el LATU contaba con el
software de fébrica del equipo ASL, que operaba en sistema
operativo MS DOS, lo que motiv6 el desarrollo de una apli-
cacién que, ademds de funcionar en plataforma Windows,
mejorara las caracteristicas del software de fébrica. En caso
de no contar con software DAQ (Data acquisition) alguno, la
obtencién de cada valor de temperatura del ensayo requiere la
medicion de varias lecturas alo largo del tiempo para estable-
cer estabilidad, y en cada una de los cuales debe calcularse el
valor de temperatura a partir de las ecuaciones de referencia.
En concreto, los objetivos son:

Seleccionar automaticamente el canal a medir a través
del programa. De acuerdo a lo que establezca el técnico,
debe ser posible alternar entre mas de un canal segtin el
periodo establecido u obtener lecturas de un solo canal
en forma continua. Por otra parte, se busca una flexibi-
lidad que permita cualquier combinacién de patrones y
canales a medir.

Lograr la capacidad para graficar, en tiempo real y al mis-
mo tiempo, las mediciones de uno a tres patrones, debido
a que el trabajo frecuentemente implica la calibracién en
paralelo de varios termémetros de diferentes intervalos.
Simplificar al maximo las acciones e ingresos de para-
metros por teclado al software para la realizacion de los
célculos necesarios.

Obtener un alto grado de personalizacion de los parame-
tros del proceso, como el periodo de estabilizacion, bucle
entre canales, informacién de salida, graficos, registro
automatico de mediciones en un periodo, etcétera.
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Dificultades y soluciones encontradas

Los equipos utilizan conexién mediante tarjeta GPIB 488
de National Instruments, por tanto, al usar un lenguaje
de proposito general (Delphi) fue necesario previamente
desarrollar e instalar en la interfaz de desarrollo un com-
ponente especifico que permitiera traducir las operaciones
de comunicacién de la aplicacién a comandos especificos
en lenguaje 488 que interactuaran con la tarjeta GPIB de
forma adecuada. En caso de usar LabView como lenguaje
de desarrollo, esto no es necesario.

Aplicacion desarrollada

El software contiene una base de datos propietaria para
guardar caracteristicas metroldgicas de los patrones que
permitan el célculo en tiempo real de la temperatura. Permite
asignar los distintos patrones alojados en la base de datos a
cualquier canal, asi como cualquier combinacién de canales
en las ventanas de gréficos. Los resultados se muestran tanto
en formato tabla como en formato gréfico y estan disponibles
en temperatura, resistencia y relacion Rt/Rs, donde Rt es la
resistencia del termometro y Rs es la resistencia del resistor de
referencia. Ademas, es posible alternar secuencialmente entre
tres canales, y los resultados son exhibidos simultaneamente
en graficos y tablas independientes.

2 Controlador F700 [ HET]
Panel de contol | Cansles | Sensores Emsayo y ardficcs | Autores | Canal 2 ©Rossmoint
High
Gréfica T | Gréfica2 Giéfico 3 | alores 1| Valores 2| Valores 3| 12064 2
Sensar Canal
x| [cand 0 =
Tipo de escale _ Panclds contiol - Candles | Sensores | Ensayoy gdficos | Autores |
[Eocoln autoriio WEHEES
|Escal C 6n de canales
min Fao Canal0
[y = Codlectivo || At
b Canal2 .
Rericir g0 | |Lad Canel3 Rs channe
— P T Parelde conliol | Canales | Sensores | Ensayo y ardficos | Autores |
070716 - 145809 stercia
b A conals . Controlar panel Lt
GPIB Mumber
@ Canal6  (Rs] i
B8 Conal? (Rs) Biidge current -
Bidge Address.
— < q Bandwidth [THz =
b canals
Switchbex address Gain #1100 2
— [ Remode [Eemal -
o
Cargar confiquracién ‘ Guardar corfigurasish ‘

slic
© Resistencia
& Temperatura

 Ratio
 Resictencia
+ Temperatura

Figura 5. Interfaz del software para el Caso 3.

CASO 4. Determinacion
de pH mediante Celda de
Baucke (Baucke, 1994)

La determinacion del valor de pH de Materiales de Referencia
por medio de una Celda de Baucke se realiza mediante un
sistema de medicion de potencial electromotriz, el cual se
obtiene por re-estandarizacién con un Material de Referencia
Certificado (MRC) primario. Los MRC (soluciones buffer)
cuyos valores de pH son asignados a través de éste método
son trazables al MRC primario y tienen un alto grado de exac-
titud, por lo cual son utilizados para el ajuste y/o calibracién
de medidores de pH.

La Ecuacidn 6 representa la determinacion del valor de
pH mediante el método de Baucke (1994):
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E — E(P
pH(M) ZPH(P)_(‘;SHTL(I)O
*In

F

[Ec. 6]

Donde la solucién M tiene un valor desconocido de pH
para la fuerza electromotriz E(M) y el Material de Referencia
Certificado primario P tiene un valor de pH asignado. R es
la constante de los gases, F la constante de Faraday y T la
temperatura del baiio.

La diferencia de potencial E(M)-E(P) es medida a través
de un multimetro y la temperatura a través de un sensor Pt100
con una frecuencia de una lectura por minuto. La diferencia
de potencial y la temperatura son graficadas en funcién
del tiempo para visualizar el punto final del ensayo. Este se
alcanza cuando la diferencia de potencial es menor a + 6 uV
6 + 10 pV, dependiendo del valor de pH de las soluciones,
en forma continua y durante un periodo de 30 minutos. Las
condiciones de ensayo implican que la diferencia de potencial
y la temperatura sean calculadas promediando estos tltimos
30 valores leidos (Baucke,1994).

Objetivos de la automatizacion

o Desarrollar una aplicacién que capture y procese en
tiempo real la informacién de los distintos equipos que
integran el sistema, dado que no existe un equipo automa-
tizado para la realizacién de este proceso ni un software
comercial disponible.

o Tomar datos entregados por el multimetro y por el ter-
modmetro cada 1 minuto por un periodo que puede durar
hasta 6 horas.

o Lograr que la aplicacién se detenga en forma auténoma
cuando se cumplan las condiciones establecidas para el
ensayo, lo que permite obtener los resultados sin parti-
cipacién del operador vy, por ende, liberar el tiempo de
operador y optimizar el tiempo de ensayo.

o Visualizar el perfil del grafico segtn transcurre el ensayo.

o Permitir la exportacion de resultados en formato hoja de
célculo para continuar el tratamiento a partir de los datos
obtenidos sin transcripcion.

Figura 6. Sistema de medicion de pH.
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Dificultades y soluciones encontradas

Para los equipos que utilizan conexién mediante tarjeta GPIB
488 se utiliz6 el componente desarrollado para la aplicacién
anterior. Otra dificultad que se evidenci6 es que el multime-
tro HP entrega ocasionalmente resultados truncados o sin
signo, los que alteraban la valoracion de las condiciones de
estabilidad, extendiendo el tiempo de ensayo si se incluyen en
el tratamiento. Para evitar resultados erréneos se desarrolld
un algoritmo que evalta la validez de estas lecturas a partir
de la tendencia encontrada en lecturas anteriores, antes de
su inclusion en la lista de resultados.

Aplicacion desarrollada

Conectar equipos

2.3293011E-05
2 2602194E-05
2 4834881E-05
2.2373446E-05
2.1964583E-05
2.4194954E-05
2 4632153E-05
2 3177567E-05
2.2940765E-15

RESULTADOS

Pation (P - Muestia [B] v
Simane
]

0

P

Guardar canfiguiacion como predeterminada

2 2935592E-05
2.2452232E-15
2.0702089E-05

Estade del ensape: Active

Figura 7. Interfaz del software para el Caso 4.

Para este ensayo se desarrollé un software que permite
la toma automatica de datos exhibiendo las lecturas en una
tabla y un grafico asociado. Estos valores son registrados
en una base de datos temporal, de donde se calculan los
resultados en base a las dltimas 30 lecturas. Hasta que el
software determine que se cumplieron las condiciones pre-
determinadas para las ultimas 30 lecturas, estos valores se
actualizan cada 1 minuto, mostrando los resultados inter-
medios de Potencial vs Tiempo y Temperatura vs Tiempo
en tiempo real en graficos y tablas asociados. Se dispuso
un panel de configuracién donde pueden editarse todos
los parametros de ensayo y otro para administracion de la
tarjeta GPIB del equipo. La aplicacién detiene la toma de
datos en forma automatica, calculando los resultados de
ensayo y permitiendo la exportacion de datos y resultados
en formato XLS.

Discusion

Es pertinente aclarar que el desarrollo requiere en todos los
casos una validaciéon adecuada de las aplicaciones desarro-
lladas. Esta validacion se realiza no solamente en todas las
etapas del ciclo de vida del desarrollo, sino también en los
resultados obtenidos a partir de los ensayos automatizados
en procesos reales. Esto supone considerar el software y
los instrumentos de medicién como parte de un mismo
proceso, de acuerdo a los requisitos de la mayoria de los
documentos de referencia en validacién de aplicaciones
técnicas (Tasi¢, et al., 2006). Sin embargo, este aspecto no
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se aborda aqui, sino que se evaluara el impacto de estas apli-
caciones luego de que sean puestas en servicio, de acuerdo
con los objetivos de este trabajo, en el entendido de que
antes fueron debidamente validadas.

Riesgo del tratamiento de datos

Se propone medir el riesgo por medio del nimero objetivo
de acciones cognitivas realizadas por el operador (escri-
bir valores a mano, transcribirlas a una hoja de célculo,
etcétera). Con la asistencia de la aplicacién desarrollada
se comparara este namero para el proceso realizado con
el nimero resultante del ensayo no automatizado. En este
ultimo caso se obtienen los resultados a partir de una hoja
de célculo previamente elaborada y validada. No se tienen
en cuenta la elaboracion de férmulas, acciones légicas ni
el riesgo asociado al desarrollo, que puede considerarse
equivalente en ambos casos.

Riesgo
(acciones cognitivas)
Caso| Proceso Mejora
Ensayo manual | Software
1 | Caso 1. Bloques 156 8 95%
2 | Caso 2. Tamices 360 0 100%
3 | Caso 3. SPRT >100 20 >80%
4 | Caso4.pH >120 0 100%

Tabla 2. Evaluacion de la reduccion de riesgo en la toma de
datos por ensayo.

Tiempo de ensayo

Por tiempo se intenta representar el promedio de tiempo
insumido presencialmente por el operador en la toma y
tratamiento de datos hasta la obtencidn de los resulta-
dos, utilizando el mismo equipamiento, en los mismos
periodos de estabilizacidn, preparacion de muestras y
equipos, etcétera.

Caso | Proceso Reduccion de tiempo

1 Caso 1. Bloques 0%

2 Caso 2. Tamices 80%

60% (vs software DOS) /

. e >90% (vs op. manual)

4 Caso 4. pH >90%

Tabla 3. Evaluacion de la reduccién de tiempo dedicado
por el operador a la toma de datos.
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RIESGO EN TOMA DE DATOS (numero de acc. cogn.)

Caso 1
Bloques

Ensayo manual

Ensayo automatizado

Caso 2
Tamices

Ensayo manual

Ensayo automatizado

Caso 3 Ensayo manual

SPRT Ensayo automatizado

Caso4
pH

Ensayo manual

Ensayo automatizado

Figura 8. Reduccion de riesgo y tiempo de toma de datos.

Impacto en la precision

El impacto en la precision, de existir, refiere a mejoras ob-
jetivas respecto a la eliminacién de aleatoriedad debida al
operador. El tinico caso en que se encuentra una mejora ob-
jetiva en la precision es en el de homogeneizar los periodos de
estabilizacion en la calibracion de bloques. Sin embargo, esta
mejora present6 una influencia significativa en los resultados,
ya que en la mayoria de los ensayos la estabilizacion se alcanza
varios segundos antes del limite de tiempo. En los demas
casos la automatizacion no evidencié mejoras en la precision.

Conclusiones

Riesgo. El trabajo técnico de rutina realizado en laborato-
rios no evalta el nimero de acciones cognitivas inherentes
a la toma de datos, sino solamente la calidad de ensayo, de
modo que el concepto de riesgo asociado a la toma de datos
no suele ser tenido en cuenta. En todos los casos estudiados
el nimero de acciones cognitivas por ensayo manual es
superior a 100. Este alto numero de acciones de notacion
y transcripcion por ensayo se ve multiplicado, ademis, por
la demanda. Solo en el caso de termometria (Caso 3), se
realizan anualmente mas de 400 calibraciones en el LATU
utilizando el software desarrollado. Teniendo en cuenta estos
datos y a la luz de los estudios de Panko (2015), el nimero
de errores esperado en ensayos manuales debe considerar-
se inadmisible, mas alld de costos y tiempo invertido en
acciones correctivas por trabajo no conforme. Como se ve
en la Tabla 2, la reduccién del riesgo fue, en todos los casos,
mayor que el 80%, por lo que, de acuerdo a los porcentajes
de error humano manejados por Panko (2015), el riesgo de
error humano para estos procesos podria considerarse nulo
si se utiliza un software de automatizacion.

Tiempo. En el caso de la calibracion de bloques el ope-
rador permanece operando los palpadores durante el ensayo,
aunque no tome los datos manualmente, por lo que no selogréd
reduccion alguna en el tiempo de operacién. En este ensayo
es posible extender este trabajo de automatizacion asociando
la operacion a actuadores electromecanicos programables, lo
que reduciria casi totalmente la permanencia del operador
frente al equipo. Exceptuando este primer caso, la reduccién
del tiempo dedicado por el operador en la toma de datos se
reduce en mas de 80%, por lo que también segin este pa-
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TIEMPO DE PARATOMA Y TRATAMIENTO DE DATOS (%)

Caso 1
Bloques

Ensayo manual

Ensayo automatizado

Caso 2
Tamices

Ensayo manual

Ensayo automatizado

Ensayo manual
Ensayo automatizado

Ensayo manual

Ensayo automatizado

rametro, la inversién en automatizacién debe considerarse
como una solucién de valor.

Precision. El desarrollo de software de automatizacion
no evidencié mejoras objetivas en cuanto a la precision de
los resultados para los casos estudiados.

Plataforma. El uso de un lenguaje de propdsito general
para el desarrollo de estos sistemas se encontr6 adecuado
en todos los casos y permitié alcanzar todos los objetivos
planteados por los responsables de los ensayos durante el
desarrollo. Por otra parte, estas aplicaciones fueron desarro-
lladas trabajando conjuntamente con los responsables de los
ensayos en todas las etapas, lo que permitié optimizar las
aplicaciones con varias especificaciones puntuales a solicitud
de los usuarios potenciales.
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