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En esta edicion se incluye el articulo “El aporte de la ciencia ciudadana para gen-
erar un monitoreo visual de cianobacterias en el embalse Los Molinos, Cérdoba,
Argentina”, basado en una investigacion cuyo resumen fue presentado oralmente
en el Foro sobre Mitigacion de Eutrofizacion y Taller sobre Cianobacterias, que
se realizo del 27 al 29 de noviembre de 2019, en el Complejo Hidroeléctrico Salto

Grande (Argentina-Uruguay).

También se incluyen en este niimero el articulo “Dindmica larval del mejillon
dorado Limnoperna fortunei en el embalse de Aguas Corrientes, rio Santa

Lucia, Uruguay” y el articulo de revision “Ventajas y limites de la variabilidad
morfofisiologica para el establecimiento, la colonizacion y la expansion del bivalvo
invasor Limnoperna fortunei en Sudamérica”, ambos basados en investigaciones
cuyos restimenes fueron presentados oralmente en el Simposio “Ecologia y manejo
del molusco invasor Limnoperna fortunei (mejillon dorado) en Uruguay”, que se
llevo adelante el 17 de diciembre de 2019, organizado por Oceanografia y Ecologia
Marina, Instituto de Ecologia y Ciencias Ambientales, Facultad de Ciencias,

Universidad de la Repiiblica.
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POLITICA EDITORIAL DEL LATU

La actividad editorial del Laboratorio Tecnologico del Uruguay (LATU) tiene como finalidad la
difusion en la comunidad académica y profesional uruguaya de las investigaciones que apoyen el
desarrollo de tecnologias y modelos de gestion que aporten valor a los procesos de innovacion.

Misiéon

Nuestra mision es la publicacion de trabajos originales, con un enfoque de rigor y calidad teoérica y
metodologica, que contribuyan a la produccion sistematica de nuevo conocimiento cientifico tecnologi-
co y al fortalecimiento de la presencia uruguaya en redes regionales e internacionales. Es de interés
del LATU consolidar el campo de la documentacion cientifica a nivel local mediante la creacion e
innovacion de productos editoriales.

Los objetivos especificos son:

° Promover la publicacion de investigaciones de excelencia en las areas de conocimiento estratégi-
cas del LATU, alineadas a su mision como impulsor del desarrollo sustentable del pais y su
insercion internacional a través de la innovacion.

° Posicionar a los autores, técnicos y colaboradores en las plataformas electronicas internacionales,
estimulando su participacion en el marco de un proceso de edicion arbitrado por especialistas.

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

° Aportar y divulgar conocimiento cientifico de calidad a los técnicos, académicos, investigadores
y a la sociedad en su conjunto, tanto para la efectiva transmision de las experiencias como
para el crecimiento profesional.

° Facilitar el intercambio y la creaciéon 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 Informacion Técnica del LATU a través del correo electronico innotec@latu.org.uy para
recibir instrucciones para el envio de articulos a nuestro proyecto editorial.



CODIGO ETICO DE INNOTEC

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

Los autores se comprometen a:

Enviar articulos originales, de su autoria y que no infrinjan derechos de propiedad intelectual
y/o derecho de imagen y/o de datos personales de terceros, e inéditos, que no hayan sido pre-
sentados simultaneamente a otra publicacion.

Asegurar la veracidad de los datos presentados en su investigacion.

Asegurar la integridad de su investigacion, evitando la publicacion de resultados parciales.
Consignar a los autores en base al nivel de responsabilidad intelectual que han tenido en la
elaboracion 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.

Reconocer los apoyos académicos, financieros y logisticos que hicieron posible la investigacion
y/o la elaboracion del articulo.

Los revisores se comprometen a:

Declarar que no existe conflictos de interés para la evaluacion 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
comunicacion 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 presentacion del
articulo, evaluacion por pares y publicacion en las condiciones pautadas.

Seleccionar los revisores idoneos 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.

Difundir los ntimeros 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 actuacion acorde de
los arbitros.

Identificar casos de incumplimiento de los compromisos éticos enumerados en este codigo y
penalizar a sus responsables con sanciones que van de la suspension del infractor en su rol en
el proceso editorial a la difusiéon de una rectificacion publica y la remocion del articulo.



INSTRUCCIONES A LOS AUTORES
PARA PUBLICAR EN INNOTEC

Ambito de los articulos y proceso de revision

INNOTEC publica articulos originales inéditos en espaifiol e inglés. Los campos teméaticos que abor-
da responden a las areas estratégicas de investigacion del LATU: Forestales, Medio Ambiente, Me-
trologia y Tecnologia Alimentaria.

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

Las publicaciones editadas por el Centro de Informacion Técnica son gestionadas en Open
Journal Systems, software para la gestion del proceso editorial, desarrollado, soportado y libremente
distribuido por el Public Knowledge 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 evaluacion y publicacion es de 8 a 12 semanas.

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

(a) Ingreso por parte del autor del articulo completo en el sistema utilizado por el Centro de
Informacion Técnica para la edicion 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 publi-
cacion. En este paso se considera la originalidad del trabajo y se priorizan aquellos de areas
estratégicas y tematicas nacionales.

(¢) Una vez aprobado por el Consejo editorial de la revista, el articulo es enviado a proceso de
arbitraje.

(d) Se asignan los arbitros, independientes y externos, quienes evaluaran el desarrollo especifico
del manuscrito, tanto en sus aspectos tematicos como metodologicos.

(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 evaluacion.

(f) Se edita 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 aprobacion final.

Para poder incluir articulos completos, se debe considerar que estos no tengan derechos de autor
otorgados a terceros a la fecha de envio y que no se hayan presentado a otras publicaciones
simultaneamente. Los articulos son publicados en OJS y se distribuyen bajo la modalidad de acceso
abierto. Los derechos autorales son protegidos por Creative Commons (CC) Atribucion-
NoComercial 4.0 Unported. Al ingresar al sistema http://ojs.Jatu.org.uy los autores deberan aceptar
la nota de copyright en la que se asumen los términos de responsabilidad, se reconoce la licencia CC
y se establece el compromiso a realizar la cita completa de la edicion institucional de esta primera
publicacion del articulo en sus siguientes publicaciones —completas o parciales— efectuadas en cual-
quier otro medio de divulgacion, impreso o electronico.

Los autores estéan autorizados a realizar una publicacion 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 areas estratégicas fijadas por la organizacion para cada edicion 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 modalidad doble ciego, por lo que autores
y arbitros permanecen anénimos a lo largo de todo el proceso. El arbitraje es el proceso de evalu-
acion critica especializada de un manuscrito por parte de pares idéneos que operan en el area
temaética que dicho texto desarrolla. Cada articulo es revisado por un minimo de dos arbitros. Los
comentarios y recomendaciones de los evaluadores son un insumo determinante para la aceptacion
o rechazo de un manuscrito en el proceso editorial de publicaciones técnicas del LATU; no obstan-
te, el equipo editor es responsable de la decision final de publicacion o rechazo de un articulo y de
la notificacion al autor de contacto.



El comité técnico de arbitraje de INNOTEC es un cuerpo de especialistas técnicos seleccionados
por su grado de especializacion, prestigio académico y experiencia profesional y editorial. Nuestros
arbitros cumplen la vital funcion de evaluar el desarrollo especifico del contenido de las publica-
ciones, tanto en sus aspectos teméaticos como metodologicos, 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 segtin
las recomendaciones de los arbitros.

NORMAS DE PRESENTACION 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 dirfjase al correo electronico de referencia innotec@latu.org.uy.

Para el correcto envio de su articulo, siga las instrucciones que se indican en OJS. Recuerde
completar todos los datos del articulo, entre ellos: titulo, autores, filiacion, 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 revision ciega.

DEFINICIONES:

Autor. Persona o colectividad responsable del contenido intelectual o artistico de un documento.
Titulo. Refleja el contenido del texto con precision, en un maximo de dos lineas. Es neutro e
informativo.

Resumen. Provee informacion especifica. Sintetiza, anuncia y jerarquiza contenidos.
Introduccion. Incluye antecedentes concretos y datos del proceso, enumeracion de objetivos e
importancia del tema.

Materiales y Métodos. Relato de los métodos y procedimientos que permitieron obtener los
resultados presentados. Obtencion del material, condiciones y metodologia. Analisis estadisticos,
programas.

Resultados. Presentacion y expresion de los mismos en tablas y figuras.

Discusién y conclusiones. Sintesis de los avances y las contribuciones mas relevantes de la inves-
tigacion. En esta seccion se discuten los resultados en el orden en el que fueron presentados. Asi-
mismo, se define y diferencia claramente el aporte del trabajo con respecto al conocimiento previo.
Si procede, se mencionan posibles lineas futuras de investigacion y de aplicacion de los resultados.
Agradecimientos. Breve reconocimiento a quienes colaboraron en la produccion del articulo y/o
que permitieron el desarrollo de la investigacion.

Referencias. Referencias al material bibliografico consultado para la elaboracion del articulo.

LOS ARTICULOS DEBEN PRESENTAR:
Titulo del articulo en maytsculas y mintsculas, en inglés, espafiol y portugués.

Nombre completo de todos los autores (solo en metadatos de OJS), ingresados en orden
decreciente segtin el grado de responsabilidad en el desarrollo del articulo, sin que medien jerarquias
funcionales. Indicar la seccion o departamento al que pertenecen y empresa de la que forman parte.
Se debe senalar ademas el autor de contacto para las comunicaciones electronicas subsiguientes. Los
autores deberan contar con un niamero de registro en ORCID, que se consigna en OJS al ingresar los
autores en metadatos. Para mas informacion sobre ORCID y su relevancia para los autores puede
consultar esta pagina: https://orcid.org/.

Resumen en inglés, espaiol y portugués, de 200 palabras maximo en su version castellana.

Palabras clave, en inglés, espafiol y portugués, 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 (introduccion, métodos, descripcion
de equipos, descripcion de programas, desarrollo de teorias, resultados y discusion, conclusiones,
referencias, tablas, figuras e imégenes, (ver seccion Estilo y formato de citas y referencias en este
documento). El texto debera ser presentado en fuente Arial 11, a espacio doble y con numeracion
de lineas, con titulos en maytusculas y mintsculas y en formato.doc, de cualquier version de
Microsoft Word.



Secciones. Los titulos de seccion (que sefialan Introduccion, Materiales y Métodos, Discusion,
etc.) deben ser escritos en mayuscula y mintdsculas, estilo de fuente bold y centrados en el texto.
Los subtitulos seran justificados a la izquierda, escritos en maytscula y mindsculas, 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 e imagenes. Las figuras deben numerarse correlativamente en orden
de aparicion en el texto, y deben incluir un breve titulo explicativo en el margen inferior a las mis-
mas. Si es necesario incluir fotos o imagenes, éstas se deben designar como figuras. Las fotos deben
ser nitidas y enviadas en formato jpg (minimo 300 px aseguran una buena calidad de impresion).
Las tablas deben ser numeradas correlativamente y en forma independiente de las figuras, y

cada entrada debe ocupar su propia celda. Se deben numerar segtn el orden de aparicion en el tex-
to, incluyendo un titulo explicativo en la parte superior de la tabla. Evitar utilizar lineas verticales
y en la medida de lo posible no incluir mas de dos tablas por carilla, no dividir tablas en mas de
un folio o en forma perpendicular al texto. El texto presenta las tablas, no desarrolla su contenido,
éstas deben explicarse en si mismas. Ademas de estar insertadas en el articulo, cada figura y tabla
debe ser remitida en su propio archivo como fichero complementario en OJS, con la referencia
numérica correspondiente. Los numeros y simbolos empleados no deben ser menores al tamarfio
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 esta en inglés utilizar «and» en lugar de «y», «In:» en lugar de «En:», «[Accessed: day
month year|» en lugar de «[Consulta: dia mes afio]» y «Available at:» en lugar de «Disponible en:»

Ejemplos usuales de citas

Registro de citas textuales

(Lopez, 1985, p.93)

(Gonzélez y Rubio, 1990, pp.110-111)
(Johnson, et al., 1970, pp.25-26)

Para mds de una obra del mismo autor y ario 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 solo para imitar a la competencia, se puede
considerar que dicha razon 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 edicion. Titulo del libro en cursiva. N° de edicion. Lugar de
edicion: editorial. (Serie; N©). ISBN (Este tltimo 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 publicacion en cursiva. Responsabilidad. Edicion. Identificacion del fasciculo. Lugar de
edicion: editorial, fecha del primer volumen-fecha del ultimo volumen. ISSN



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

Articulos de revistas

Apellido(s), Nombre o Inicial, afio. Titulo del articulo. En: Titulo de la publicacion seriada,
Volumen (Ntmero), paginas. DOI (siempre que el articulo lo posea).

Llosa, J., Smith, M., Moore, A. y Cave, K., 1998. Modulo scheduling with reduced register pres-
sure. En: IEEE Transactions on computers, 47(6), pp.625-638. DOI: 10.1109/12.689643

Alvarez, Begofia, Ballina, F. Javier de la y Vazquez, Rodolfo, 2000. La reaccion 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 cddigo de la norma:
Titulo. Lugar de publicacion: editorial abreviada.
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RESUMEN

Con el avance de la nanotecnologia, tanto en el ambito académico como comercial,
ha crecido la necesidad de contar con técnicas y protocolos de caracterizacion de
nanoparticulas. Si bien existen varios métodos de medida, el “verdadero” tamaifio
de las nanoparticulas no puede entenderse en términos absolutos, sino que esté
relacionado con la forma y el tipo de nanomaterial, ademas de la técnica y los
protocolos o criterios asociados a estas mediciones. En otras palabras, cuando
hablamos del tamafio de una particula debemos tener presente dos preguntas
bésicas: jqué estamos midiendo? y jcéomo medimos? Desde el punto de vista de
la metrologia, es importante centrar la discusiéon en los criterios a tener en cuen-
ta y en los parametros adicionales que debemos reportar a la hora de presentar
un resultado de tamarnio de nanoparticulas. El presente trabajo muestra, a titulo
comparativo, la caracterizacién de nanoparticulas homogéneas de oro empleando
diferentes técnicas y criterios de medida para los métodos de rutina DLS, UV-
VIS y HR-TEM. Los resultados muestran que cuando hablamos del tamafio de
particulas es necesario hacer referencia al modelo empleado, asi como también a
los criterios elegidos a la hora de realizar el recuento.

PALABRAS CLAVE: particulas homogéneas, sintesis, coloides, nanometrologia.
ABSTRACT

With the increasing advance of nanotechnology, both in the academic and

commercial areas, the need for nanoparticle characterization techniques and
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protocols has grown. Although there are several measurement methods, the “true’
size of nanoparticles cannot be understood in absolute terms but related to the
material, the technique and to the protocols or criteria associated with these
measurements. In other words, when we talk about the size of a particle, we must
take into account two basic questions: what are we measuring? and how do we
measure? From the metrological point of view, it is important to discuss the criteria
to take into account, and which additional parameters should we report when
presenting a nanoparticle size result. The present work shows, comparatively, the
characterization of the size of homogeneous gold nanoparticles, using different
techniques and measurement criteria with DLS, UV-VIS and HR-TEM methods.
The results show how the definition of size is important to establish a result, as
well as the criteria chosen when performing the particle counting.

KEYWORDS: homogeneous particles, synthesis, colloids, nanometrology.

RESUMO

Com o crescente avango da nanotecnologia, tanto na esfera académica quanto
comercial, aumentou a necessidade de técnicas e protocolos de caracterizagdo de
nanoparticulas. Embora existam véarios métodos de medicgao, o tamanho “verdadeiro”
das nanoparticulas nao pode ser entendido em termos absolutos, mas esta relacionado
ao tipo de material de cada técnica e aos protocolos ou critérios associados a essas
medidas. Em outras palavras, quando falamos sobre o tamanho de uma particula,
devemos ter em mente duas perguntas basicas: o que estamos medindo? e como
medimos? Do ponto de vista da metrologia, é importante focar a discussao nos critérios
a serem levados em consideragdo e quais parametros adicionais devemos reportar
ao apresentar um resultado de tamanho de nanoparticula. O presente trabalho
mostra, para fins comparativos, a caracterizacdo do tamanho de nanoparticulas
homogéneas de ouro, utilizando diferentes técnicas e critérios de medigao para os
métodos rotineiros de DLS, UV-VIS e HR-TEM. Os resultados mostram como,
quando falamos em tamanho de particulas, é necessario fazer referéncia ao modelo
utilizado, bem como aos critérios escolhidos ao fazer a contagem.

PALAVRAS-CHAVE: particulas homogéneas, sintese, coloides, nanometrologia.
INTRODUCCION

En los tltimos afios, se ha extendido el uso de nanoparticulas de oro y plata con
diversos fines, desde la quimica analitica y la ingenieria hasta la medicina. Estas
nanoparticulas aparecen en un gran ntmero de aplicaciones comerciales, aprove-
chando las propiedades tinicas que surgen de la naturaleza nanométrica del mate-
rial, las cuales varian en funcion de sus caracteristicas fisicoquimicas como la con-
centracion, la distribucion de tamaiio, la composicion, la forma, las propiedades de
superficie (como area superficial, carga y quimica de superficie), la aglomeracion y
la naturaleza del material (Rasmussen, et al., 2018). Si bien existen técnicas y proto-
colos estandarizados para la caracterizacion de algunas nanoestructuras especificas,
todavia no existen protocolos nacionales o internacionales generalizados para la eva-
luacion de estas propiedades (Eaton, et al., 2017; Rogers, et al., 2018; Minelli, et al.,
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2019). Una de las razones de esta carencia técnica es la gran diversidad de materia-
les; aun limitando el tipo de nanoestructura al caso especifico de las nanoparticulas
de oro, también se evidencia la falta de estandares que permitan la comparacion de
medidas entre distintos laboratorios y la validacién de nuevas técnicas y criterios a
ser adoptados para la caracterizacion de las dispersiones coloidales. Salvo algunas
excepciones de productos particulares, es sabido que en materia de regulacion, tanto
en nuestro pais como en varios otros, existe un vacio legal al tratar los nanomate-
riales como meros productos quimicos; y los pocos intentos que hay en materia de
normativas son regulaciones blandas y voluntarias, que, aunque importantes, resul-
tan insuficientes (Tanaka, 2019). En general, la toxicidad se reduce a especificar la
identidad o naturaleza quimica del material y la dosis o concentracion, cuando para
el caso de los nanomateriales es necesario considerar también el tamafio, la forma y
el agente estabilizante (en el caso de dispersiones coloidales).

El problema de la falta de protocolos y politicas regulatorias no es solamente
legal, sino que tiene un origen técnico debido a la dificultad de generar procedimien-
tos y materiales de referencia generalizados (Domingos, et al., 2009; Rogers, et al.,
2018). A modo de ejemplo, pequefios cambios de tamano de las nanoparticulas pue-
den producir modificaciones drasticas en las propiedades. En particular, la carencia
de materiales de referencia y de patrones de medida a nivel internacional dificulta
la validacion de las técnicas de laboratorio. Este problema se acentua con el he-
cho de que la nanotecnologia es un area de investigacion dindmica, donde nuevos
métodos de medicion se siguen desarrollando y mejorando de forma continua, lo
cual también impone un obstaculo en la generacion de consensos internacionales
sobre cuéles propiedades merecen ser medidas y cudl es la mejor forma de hacerlo.
Para el caso de las nanoparticulas metélicas de oro y plata, el National Institute
of Standards and Technology (NIST), de Estados Unidos, solamente cuenta con
estandares para algunos tamafos determinados (10, 30 y 60 nm SRM 8011, SRM
8012 y SRM 8013 respectivamente) (Bienert, et al., 2009; Nelson, et al., 2013).

Dentro de este contexto, desde el Laboratorio de Biomateriales hemos estado
trabajando en aportar nuestro grano de arena para solucionar algunos de los desa-
fios que presenta el area. En particular, se ha trabajado en la deteccion de nano-
particulas de plata a través del proyecto “Determinacion de material nanoparticu-
lado de plata (nano silver) en productos comerciales”, financiado por la Comision
Sectorial de Investigacion Cientifica (CSIC), e implementado por Santiago Botasini
y Eduardo Méndez en 2020. En concreto, se desarrollé un protocolo analitico ba-
sado en las sefiales electroquimicas de la oxidaciéon de las nanoparticulas de plata,
cuyo uso se ha extendido en diversos productos comerciales tales como agentes
antibacterianos. Nuestro proyecto mas reciente en materia de nanometrologia, ti-
tulado “Fabricacion de estdndares de nanoparticulas” y financiado por el Fondo
Carlos Vaz Ferreira, se enfoco en la sintesis de nanoparticulas de oro con similares
prestaciones a las comerciales en términos de alta homogeneidad (bajo indice de
polidispersion) y estabilidad de la muestra frente a la agregacion (detectado por un
cambio en el didmetro de la particula).

En este sentido, el siguiente desafio consiste en generar un mayor conocimiento

técnico que permita servir de insumo para la generaciéon de protocolos de calidad,
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a fin de evaluar las propiedades de las nanoparticulas tanto a nivel de produccion
de laboratorio como de su implementacion en productos comerciales.

Si bien las medidas de distribuciéon de tamaiio son una practica de rutina de los
laboratorios que trabajan con nanoestructuras, muchas veces los criterios de me-
dicion elegidos no se especifican y la medida queda a merced del analista. Incluso
en algunos ejemplos, el recuento de particulas se realiza de forma manual sobre
imagenes de microscopia electronica (Hinterwirth, et al., 2013). Dentro de este
contexto, el presente trabajo aborda la discusiéon sobre los criterios y protocolos
comunmente empleados para el recuento de nanoparticulas por microscopia de
transmision electronica de alta resolucion (HR-TEM) y su comparacion con otras
técnicas de rutina a nivel de laboratorio, como son las medidas de dispersion de luz

dindmica (DLS) y la espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis).
MATERIALES Y METODOS
Sintesis de nanoparticulas de oro ultra-homogéneas

Todos los materiales empleados fueron de pureza analitica: acido tetraclorodu-
rico (HAuCl,-3 H,0, 99%, Sigma-Aldrich), citrato de sodio di-hidratado (99%,
Carlo-Erba), hidroxido de sodio (NaOH, 97%, Anedra). Todas las soluciones se
prepararon empleando agua ultrapura (resistividad =18.2 MQ cm, Mili Q).

La sintesis de nanoparticulas se realiz6 mediante el método de Turkevich
(Turkevich, 1985), con algunas modificaciones (Méndez y Botasini, 2019): 65 uL
de una disolucion de HAuCl -3 H,O 50 mg mL™" fue rdpidamente adicionada en 50
mL de una disolucion de NaOH ligeramente alcalina a pH 7.5 — 8.0, en un balon
de 100 mL. La soluciéon resultante se calent6 a ebulliciéon y luego se agregaron 86
pL de una disolucién 114 mg mL* de citrato de sodio di-hidratado. El color de la
solucion cambio6 rdapidamente de amarillo a azul y finalmente a rojo. El tiempo de
reaccion fue de 20 minutos, tras lo cual la muestra se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Una vez sintetizadas, las nanoparticulas fueron filtradas consecutiva-
mente, empleando filtros Whatman Anotop de tamaifio de poro nominal 0.2 pm

y 0.02 pm, para asegurar la minima dispersiéon de tamaifos.

Medidas por microscopia de transmisiéon electréonica
de alta resolucion (HR-TEM)

Se realizaron las medidas en un microscopio electronico modelo JEM 2100, a tem-
peratura ambiente (ca. 24 °C), en una grilla de carbono sobre la que se deposito
una dispersion coloidal de nanoparticulas con una absorbancia de ca. 1 . La mues-
tra se dejo secar por ca. 40 min. La tension eléctrica de aceleracion aplicada fue de
200 kV mediante un filamento de hexaboruro de lantano.

El procesamiento de iméagenes se realiz6 mediante el software libre ImageJ, version
1-8-0 112 (National Institutes of Health y Laboratory for Optical and Computational
Instrumentation, 2019).

La obtencion de imégenes se realizo de forma aleatoria a fin de tener una re-

presentacion objetiva del tamano de la muestra, evitando los bordes de la grilla o
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aglomeramientos de particulas que no permiten aplicar un recuento automaético.
El siguiente paso consisti6 en establecer la escala de la imagen (relacion pixeles/
distancia) empleando las herramientas del programa ImageJ.

Para el calculo de tamafios, primero se convirti6 la imagen a formato binario.
Utilizando las herramientas del software se realiz6 un recuento automaético de las
particulas, excluyendo las particulas que se encontraban sobre los bordes de la
imagen (esto se realiza de forma automaética con el software).

Se evalu6 el comportamiento empleando criterios distintos de circularidad. En
todos los casos se impuso una restricciéon de tamano minimo de 1 nm? de area (para
evitar el recuento de pixeles aislados), pero no hubo ninguna restriccion de tamafio

méaximo. La circularidad se define segtin la siguiente expresion:
Circularidad=4s (Area/Perimetro®)

Para cada imagen se obtuvieron los mensurandos: area, diametro de Feret y dia-
metro minimo de Feret. La distribuciéon de tamaifios de la poblacién se estimo
empleando las herramientas estadisticas del software Origin (OriginLab, 2020).
Se ajustaron los resultados a una funcion gaussiana para el calculo del diametro
equivalente (obtenido a partir del 4rea de cada particula) y el diametro de Feret.

Medidas por dispersion de luz (DLS)

Las medidas de las muestras sintetizadas se realizaron en un equipo marca
Brookhaven, modelo ZPlus, siguiendo las recomendaciones de la norma ISO
22412 (International Organization for Standarization, 2017).

Medidas espectrofotométricas (UV-Vis)

Las medidas se realizaron en una celda de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico, en un
espectrofotometro UV—Vis—NIR Shimadzu UV-1603, empleando agua ultrapura
como blanco, y barriendo el espectro entre 350 nm — 900 nm.

Simulaciones de los espectros de nanoparticulas

La simulacion de los espectros de las nanoparticulas de oro se realiz6 mediante
el software MiePlot v4.6, el cual computé la absorcion y la dispersion por sec-
cion de una esfera de oro en funciéon de la longitud de onda incidente sobre la
nanoparticula. El programa emple6 el algoritmo BHMIE para la resoluciéon de
las ecuaciones de Mie que describen el comportamiento 6ptico de los espectros
de nanoparticulas (Bohren y Huffman, 2004; Laven, 2018). El medio se simul6
mediante el algoritmo de Segelstein, que tomo6 en cuenta la componente real e
imaginaria del indice de refraccion del agua a diferentes longitudes de onda.
(Segelstein, 1981).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de comenzar con la comparacion de los distintos criterios de medida, lo
primero que debemos considerar es la relacion entre el objeto real y el mensu-
rando que define su tamafio. En este sentido, no hay que perder de vista que las
nanoparticulas son cuerpos tridimensionales, mientras que las medidas se basan
en mediciones sobre una imagen bidimensional (mediciones por HR-TEM), o
bien en la aproximacion de este cuerpo a esferas perfectas (medidas por DLS y
simulaciones basadas en la teoria de Mie). Esta limitante siempre estd presente
y debe ser tenida en cuenta a la hora de definir el tamafio de las nanoparticulas.
Aun cuando el objeto de estudio sea esférico y homogéneo, en cualquiera de las
técnicas la determinacién del tamano medido no siempre se correlaciona con el
tamaifio real de la particula. A modo de ejemplo, mientras que en la microscopia
TEM el tamano corresponde a la medida de la “sombra” o la proyecciéon de la
imagen definida por el nicleo metalico (Figura 1), el diametro medido por DLS
sera, en cambio, el diAmetro hidrodinamico, definido no solamente por el tamafio
del nticleo metalico sino también por la doble capa eléctrica que se genera entre
la superficie de la particula y el seno de la soluciéon . Los cambios en la estruc-
tura de la superficie de la nanoparticula y/o en la concentracion de electrolitos
del medio modifican el tamafio de la doble capa eléctrica y, por tanto, el radio
hidrodinamico.

a

Figura 1. (a) Didametro equivalente definido como el diametro del circulo cuya area
es igual al area de la proyeccion de la particula sobre la pantalla.
(b) Diametro de Feret definido como la distancia entre los dos planos
paralelos que restringen el objeto perpendicular a esa direccion. Se
define un maximo y minimo. El didmetro de Feret es el promedio
entre el diametro maximo y minimo.

La Tabla 1 exhibe la comparacion de las medidas por microscopia electréonica sobre
una misma muestra, a distintos grados de magnificacion y circularidad empleadas en el
recuento automaético para los dos mensurandos propuestos: el diametro equivalente y
el diametro de Feret (Figura 1). Para cualquiera de las tres relaciones de tamaifio,

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2021, No. 21 (10 - 24)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

15



BOTASINI
COMPARACION DEL TAMARNO DE NANOPARTICULAS DE ORO... DOI: 10.12461/21.02

al restringir la circularidad el tamafio medio es menor. Este efecto se debe a que,
en ausencia de restricciones, el recuento considera no solamente las particulas
libres sino también los agregados (Figura 2), mientras que al establecer un valor
de circularidad se limita el recuento de estas aglomeraciones. En contrapartida,
el nimero total de nanoparticulas decrece de forma considerable. Este efecto
incrementa para una magnificacion mayor de la imagen (mayor relacion pixel/
nm), lo cual sugiere que a menor aumento se pierde la informacion de borde de la
particula y, por lo tanto, aparenta tener una circularidad mayor. El criterio elegi-
do debera ser dependiente de la relaciéon pixel/nm de la imagen. Tanto el minimo
y maximo tamano como la circularidad tienen que establecerse cuidadosamente
porque influyen directamente en la distribucion del tamafio y, por consiguiente,
en el diametro promedio. A su vez, la circularidad depende del area y del peri-
metro. En el cdlculo de este tltimo, cambios en la calidad de la imagen, en la
resoluciéon o en el brillo pueden llegar a afectar la circularidad de la particula y,

por tanto, el tamano medido.
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Figura 2. (a) Nanoparticulas de oro a 4.0842 pixel/nm y las nanoparticulas
contadas para una circularidad de (b) 0y (c) 0.7.
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Tabla 1. Recuentos de tamafios de nanoparticulas empleando distintos criterios.

s s . ca Diametro
. .. Diametro P, Diametro Desvi- Diametro de el . el
Forma Numero Relaciéon . Desviacion . Desviacion equivalente Desviacion
Circular- de Feret equivalente ac: Feret de la . .
estandar de la estandar

de de particulas de tamaiio . R estandar . - e .
. idad promedio promedio estandar distribucién . .. ..
recuento  contadas  pixel/nm (nm) (nm) distribucién (nm)
(nm) (nm) (nm)
(nm)

(nm)

At 628 9.7718 0 19.50 9.61 15.4 490 15.1 1.09 13.4 0.97
tomaéatico
Au-
. 28 9.7718 0.5 14.89 1.03 13.74 0.94 — — - -
tomatico
Gy 0 0.7
tomatico
Afli. 4356 4.0842 0 20.02 9.94 15.76 5.07 14.32% 1.06* *12.94 0.89
tomaéatico
A}li 2755 4.0842 0.5 14.47 1.36 13.14 1.13 14.27 1.05 12.92 0.90
tomatico
A,ui. 750 4.0842 0.7 14.46 1.17 13.26 1.08 14.27 1.03 13.05 0.96
tomatico
A}l_‘ 1585 2.4592 0 16.65 5.35 14.22 2.81 15.07 1.09 13.40 0.97
tomatico
A}l—. 1335 2.4592 0.5 15.29 1.25 13.66 1.12 15.16 1.12 13.50 0.10
tomatico
A}k. 269 2.4592 0.7 15.31 1.62 13.81 1.44 15.08 1.11 13.60 1.02
tomatico
Manual 520 2.4592 - 16.01 1.29 15.19 1.22 15.79 1.30 15.09 1.29

*El recuento automéatico arrojo 3 poblaciones, debido a que en la imagen aparecen varios grupos de nanoparticulas superpuestas.
El calculo de distribucion se realizo en funcion de la poblaciéon mayoritaria.

**Los espacios vacios de la tabla se deben a una alta restriccion en la circularidad de las particulas que restringe el ntimero de
particulas contadas.

No se encontraron diferencias significativas en los valores calculados a partir de
los promedios de tamaifios y los valores arrojados de ajustes gaussianos de los his-
togramas de distribucion de tamafio. Sin embargo, cabe destacar que el analisis
de la distribucion de tamanos permite distinguir la presencia de una o mas pobla-
ciones, como es el caso de las medidas sin restriccion de circularidad. Sin el dato

de circularidad, el analisis de tamafio puede estar considerando los agregados y
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no necesariamente particulas individuales. En este sentido, el analisis grafico de
los histogramas provee informacion sobre la homogeneidad y/o la habilidad del
programa para distinguir entre los distintos tamafios (Figura 3).

El recuento manual mostré resultados sin diferencias significativas respecto al recuen-
to automatico. Sin embargo, el histograma reflej6 como los valores vuelcan hacia la
derecha de la media, lo cual explicaria por qué algunos autores obtienen ajustes de
tipo Log-Normal en lugar de funciones gaussianas (Amendola y Meneghetti, 2009;
Brito-Silva, et al., 2013). Si bien la eleccién del modelo de ajuste depende del analisis
sistemético de la bondad de ajuste de los modelos empleados (Rice, et al., 2013), el
recuento manual o bien un recuento automatico que no tenga ninguna restriccion de
tamafio o circularidad podrian ser responsables de introducir un sesgo. Para el caso del
recuento manual, podria existir una tendencia del analista de sobreestimar el tamaino
de las particulas mas pequenas, (Figura 4), siendo que es més sencillo delimitar el peri-
metro de cada imagen cuanto mas grande sean las particulas, pero se dificulta para el
caso de particulas pequefias. Esto podria favorecer el posterior ajuste de distribuciones
que puedan presentar ciertas asimetrias, como sucede con el caso de log-normal. Esta
observacion también ha sido documentada por otros autores (Domingos, et al., 2009).
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Figura 3. (a) Recuento de nanoparticulas sin restriccion de tamaiio, (b) recuento
con un filtro de circularidad de 0.5. La curva naranja representa el
ajuste gaussiano.
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Entre los dos mensurandos ensayados, tanto el didmetro equivalente como el diametro
de Feret (o el promedio de ambos, en el caso que sean medidos) pueden ser empleados
para la determinacion del tamaiio de particula; aunque para los casos en los cuales no
se establece ninguna restriccion, el didmetro de Feret es mas sensible a la presencia de
agregados.

Si bien la medida por TEM es considerada la mejor herramienta para la determi-
nacion del tamaiio de las particulas, presenta -ademés de las dificultades mencionadas-
un costo considerable tanto en tiempo como en dinero para ser empleada como técnica
de rutina. En este sentido, se requieren técnicas mas sencillas y rapidas para medir el
tamafio de una dispersion coloidal, como las medidas por DLS. Esta tltima brinda
buenos resultados para muestras monodispersas. En particular, los trabajos de Souza y
otros (2016) exponen como esta técnica arroja valores ligeramente superiores en tama-
1o a las medidas por TEM, siendo este incremento cercano al 20% de la medida para
el caso de muestras homogéneas. En nuestro caso se verifica esta relacion (Souza, et
al., 2016). La diferencia entre el didmetro efectivo promedio (17.67 nm, Tabla 2) y los
valores medidos por HR-TEM es de aproximadamente un 20% de la medida de DLS
(14.14 nm). Sin embargo, esta estimacion no necesariamente se debe cumplir en todos
los casos, y dependera en gran medida de la presencia o no de agregados y del tamaiio
de la doble capa eléctrica. No hay que perder de vista que el DLS mide el radio hidro-
dindmico (Figura 5) y el espesor de la doble capa eléctrica puede variar en funcion de
la carga superficial, el agente de recubrimiento, el pH y la fuerza iénica de la solucion.

También es relevante mencionar que para muestras polidispersas, los resultados
pueden sobreestimar en mucha mayor medida el tamafio de las particulas (Meli, et al.,
2012; Fissan, et al., 2014; Soliwoda, et al., 2015; Eaton, et al., 2017). En contrapartida,
dada la alta sensibilidad del DLS para detectar particulas de mayor tamaiio, hacen a
la técnica 1til para la evaluacion del grado de homogeneidad de una muestra (Khlebt-
sov y Khlebtsov, 2011). Si bien las medidas por microscopia electrénica se usan para
determinar la homogeneidad de las particulas, se tienen que considerar algunas limita-
ciones, tales como la dificultad de cuantificar un gran ntimero de particulas o imégenes
dudosas debido a la presencia de agregados u orientacion de las particulas. Cuando se
caracterizan muestras muy homogéneas, otras técnicas que puedan analizar grandes

cantidades de nanoparticulas son capaces de proporcionar resultados més repetibles.

Tabla 2. Medidas por DLS de las nanoparticulas ultra-homogéneas sintetizadas por
el método de Turkevich modificado.

Diametro equivalente

Wieehik hidrodinamico (nm) RelbtEsper e

1 17.98 0.01

2 17.97 0.01

3 17.86 0.03

4 17.62 0.03

5 17.55 0.03

6 17.08 0.03
Promedio 17.67 0.02
Desviacién estandar 0.34 0.01
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Figura 5. Esquema de la doble capa eléctrica que define el radio hidrodinamico de
la nanoparticula entre el niicleo metalico junto con el agente de recubri-
miento con sus cargas superficiales y el seno de la solucion.

Las nanoparticulas de oro son conocidas por tener un efecto de resonancia del plas-
mon caracteristico, mostrando maximos a ca. 520 nm cuando las nanoparticulas se
encuentran libres. Sin embargo, dependiendo del tamaiio de particula, las soluciones
pueden presentar ligeros corrimientos del méximo debido a cambios en la resonancia
del plasmoén y a variaciones en el coeficiente de extincion molar (Liu, et al., 2007).
La banda de atenuacion (absorciéon + dispersion) puede simularse computacional-
mente a partir de las ecuaciones de Mie que describen los espectros de absorcion
de nanoparticulas de oro esféricas. La Figura 6 muestra el espectro de la sintesis
de nanoparticulas y su comparacion con las simulaciones, donde -de acuerdo con
la posicion del méaximo- las nanoparticulas tendrian un tamaiio inferior a 20 nm de
diametro. Por debajo de este valor no es posible distinguir diferencias significativas.
Si bien esta comparacion es semi-cualitativa, permite estimar de forma rapida el
tamano de la particula. Asimismo, los corrimientos de los maximos de absorcion son
también cominmente empleados como prueba de la existencia de cambios de ligando
al funcionalizar las nanoparticulas. (Amendola y Meneghetti, 2009). Estos cambios
son de tan solo unos pocos nanémetros, por lo que se debe tener especial cuidado al
presentar este tipo de evidencia, y las medidas espectrofotométricas deben hacerse
en condiciones de alta sensibilidad.

También es importante mencionar que las medidas simuladas solamente tienen
en cuenta poblaciones perfectamente monodispersas, por lo que solo es util para la
caracterizacion de muestras homogéneas, dado que para poblaciones polidispersas
las sefiales podran presentar un mayor ancho medio de pico y/o corrimientos en
la banda del plasmén, (Hinterwirth, et al., 2013; Shard, et al., 2018). En este caso
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particular, la prediccién de tamaiio por debajo de los 20 nm de didmetro concuerda
con los resultados obtenidos por las otras técnicas; sin embargo, estos valores sola-
mente deben ser considerados de forma cualitativa dado que las simulaciones de Mie
no muestran corrimientos significativos para tamafios inferiores a los 20 nm, y la
posicion del méaximo también depende del grado de polidispersion de la muestra, por
lo que solamente es valido para distribuciones homogéneas.
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Figura 6. Simulaciones de nanoparticulas de oro empleando el programa Mie
Plot y su comparacion con la sintesis de nanoparticulas ultra-homogé-
neas. Los resultados muestran que de acuerdo con la posicion del maxi-
mo de absorcion la muestra tiene una poblacion cuyo diametro es inferior
a los 20 nm.

CONCLUSIONES

En resumen, tanto la técnica empleada como el procesamiento de los datos son
importantes a la hora de determinar el tamafio de las nanoparticulas. Diferentes
métodos de procesamiento de las imagenes por HR-TEM determinan ligeros corri-
mientos de tamafios que pueden aumentar significativamente para el caso de mues-
tras complejas. En este sentido, es necesario establecer protocolos que permitan
homogeneizar las medidas. El procesamiento automéatico podria ser una solucion,
aunque debe estar necesariamente acompanado de un proceso de inspecciéon cuali-
tativo para evitar el recuento de particulas agregadas. La magnificacion entendida
como la relacion distancia/pixel es importante a la hora de reportar el tamafio de
las particulas dado que afecta el valor de circularidad.

El uso de otras técnicas de rutina aporta resultados complementarios a las me-
didas por microscopia electronica. Particularmente, las medidas por DLS brindan
una buena estimacion del tamaifio para particulas monodispersas de oro recubiertas
de citrato de sodio, aunque atn no hay un método consensuado para poder rela-
cionar la medida del radio hidrodinamico con el radio obtenido por microscopia
electronica. Es una técnica sensible a cambios en el grado de polidispersion de la
muestra, por lo que puede emplearse para estudiar el grado de homogeneidad, siendo
maés representativa que las medidas por HR-TEM ya que se trata de un método
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de “conjunto”. Por su parte, los analisis por UV-Vis podrian servir como medida
primaria y cualitativa para evaluar el tamaifio de las particulas, asi como también
detectar grandes agregados, los cuales podrian interpretarse como particulas mas
grandes que generarian corrimientos del méximo de absorbancia a longitudes de
onda mayores. Sin embargo, nuestros resultados indican que esta técnica no seria

adecuada para estimar el tamano de particulas por debajo de los 20 nm.
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RESUMEN

Dentro de la magnitud volumen, el método de calibracién de mejor precision es
el gravimétrico. Para la calibraciéon se usa un liquido de densidad conocida. En
este método, el liquido de calibracion utilizado es el agua destilada, ya que tiene
ampliamente estudiada la variacion de la densidad con relaciéon a la temperatura.
Para los calculos de volumen a la temperatura de referencia, se utiliza la densidad
del agua destilada obtenida a partir del uso de modelos mateméaticos como, por
ejemplo, la ecuacion de Tanaka (Tanaka, et al., 2001). Si bien existen requisitos
para el agua destilada (grado 3) en la norma ISO 3696 (International Organization
for Standardization, 1987), y el laboratorio debe realizar los estudios periodicos de
conductividad del agua utilizada, es necesario estudiar el apartamiento del valor
de la densidad real del agua destilada con el valor obtenido mediante el uso de la
ecuacion de Tanaka. Ademaés, es importante determinar si se debe considerar este
apartamiento del valor de densidad (calculado por el modelo de Tanaka y medido
por densimetro de oscilacion) en la estimacion de incertidumbre en las calibracio-
nes de volumen por método gravimétricos.

PALABRAS CLAVE: Tanaka, método gravimétrico.

ABSTRACT
In the quantity of volume, gravimetric method is considered the best accuracy
method for the quantitative determination of an analyte based on its mass. The

distilled water is selected as calibration liquid because it is well known how its
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density changes with temperature. For volume calculation at reference temperature,
the water density value is obtained by known mathematic models, for example,
Tanaka equation (Tanaka, et al., 2001). According to ISO 3696 (International
Organization for Standardization, 1987), there are requirements for water (Grade
3), the lab needs to perform periodic studies of conductivity, but it is necessary
to study the water density deviation and comparing this value with that obtained
by Tanaka equation. If this deviation value (calculated by Tanaka Equation vs
Oscillation — type density meter) is significant, it must be considered in the
uncertainty estimation for volume calibration using gravimetric method.
KEYWORDS: Tanaka, gravimetric method.

RESUMO

Dentro da magnitude volume, o método de calibragio mais preciso é o
gravimétrico. Um liquido de densidade conhecida é usado para calibragdo. Nesse
método, o liquido de calibragio utilizado é a adgua destilada, que tem a variagdo
da densidade em relagdo & temperatura amplamente estudada. Para célculos de
volume na temperatura de referéncia, utiliza-se a densidade da &gua destilada
obtida com o uso de modelos mateméticos como a equagio de Tanaka (Tanaka,
et al., 2001). Embora existam requisitos para agua destilada (grau 3) na norma
ISO 3696 (International Organization for Standardization, 1987), e o laboratério
realiza estudos periddicos de condutividade da dgua utilizada, é necessario estudar
o afastamento do valor da densidade real da &gua destilada com o valor obtido
usando a equagdo de Tanaka. Além disso, é importante determinar se este desvio
do valor de densidade (calculado pelo modelo de Tanaka e medido por densimetro
de oscilagiio) deve ser considerado na estimativa da incerteza nas calibragdes de
volume pelo método gravimétrico.

PALAVRAS-CHAVE: Tanaka, método gravimétrico.

INTRODUCCION

En el Laboratorio de Volumen del Laboratorio Tecnologico del Uruguay (LATU),
las calibraciones de material volumétrico se realizan utilizando el método gravimé-
trico. Para el caso del material volumétrico aforado o graduado, se calibra utilizando
como referencia la norma ISO 4787 (International Organization for Standardization,
2010); mientras que para el material volumétrico accionado por piston, se realiza
la calibracion mediante métodos basados en la ISO 8655-6 (International Organi-
zation for Standardization, 2002). Estas normas indican el uso de agua destilada
grado 3 (de acuerdo con la norma ISO 3696, International Organization for Stan-
dardization, 1987) como liquido de calibracion.

Para los calculos de volumen de los materiales volumétricos, se necesita conocer
el valor de la densidad del agua a la temperatura de calibracién y con la masa
contenida o entregada por el material. Tal es asi que es necesario conocer el valor
de densidad a la temperatura correspondiente con muy buena exactitud. Para ello
pueden utilizarse varias ecuaciones que modelan la densidad del agua con respecto

a la temperatura. En nuestro laboratorio se utiliza la ecuacion de densidad propuesta
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por el modelo de Tanaka (Tanaka, et al., 2001), el cual es el méas utilizado por labora-
torios pares. Esta ecuacion se presenta a continuacion:

(t+a) (t+ a,)
) a,(t + a,)

p uguaia-f’)

Fcuacion 1

Donde:

t es el valor de la temperatura del agua en °C; F.y C , son variables que dependen
de la temperatura (t) y/o de la presion (p); a, = -3,983 035 °C; a, = 301,797 °C;
a, = 522 528,9 °C?% a, = 69,348 81 °C; a, = 999,972 kg - m™.

F, es el factor de correcciéon por compresibilidad cuya ecuacién se presenta a

continuacion:
Fo=[1+4 (k, + kt +kt*)(p - p,)
Fcuacion 2

Donde:
p = presion atmosférica en Pa; p, = 101 325 Pa; &, = 50,74 x 10" Pa'; k, = -0,326
x 10 Pa - °C'; k,= 0,004 16 x 107! Pa! - °C2,

C ,es el factor de correcciéon por aire disuelto en el agua, se calcula de la siguiente

manera:

CVad: SO + 81 1t
FEcuacion 8
Donde:
5, = - 4,612 x 10%kg - m*®; s = 0,106 x 10® kg - m™ - °C".

Se realiza la evaluacion de los F, para las presiones atmosféricas que se presentan en
Uruguay, y se constata que este factor es despreciable tanto para el calculo como para
la incertidumbre dentro de los valores trabajados, por lo que no se lo tendré en cuenta
en los célculos.

Si bien se realizan controles periddicos al agua destilada usada en el laboratorio de
volumen, tanto de pH como de conductividad, es necesario conocer los apartamientos
de la densidad real del agua con respecto a los valores de la densidad calculados con
la ecuacion de Tanaka.

La cuantificacion de este apartamiento permite determinar si estd comprendido en
la incertidumbre por el uso de la ecuacion de Tanaka o si debe ser considerado como
una componente mas del presupuesto de incertidumbre en la calibracién de material

volumétrico.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

Para el estudio comparativo se utilizan los siguientes equipos:

-Densimetro de oscilacion, marca Anton Paar, modelo DMA 4500 M, serie 81600397.
Este densimetro fue calibrado por el método de comparacion, segin los lineamientos
establecidos en la gufa SIM para la calibracion de densimetros de tipo oscilatorios
SIM MWGT7 /cg-02/v.00 (Sistema Interamericano de Metrologia, 2016). Se utilizaron
como patrones Materiales de Referencia Certificados; Polialfaolefina Certificado N°
CNM-MR-730-0290,/2019, de fecha agosto de 2019; y agua de Certificado N°C NM-
MR-730-0330/2019, de fecha setiembre de 2019, emitidos por CENAM. El sensor de
temperatura del densimetro fue calibrado con un termémetro de resistencia de platino
estandar (ITS 90), trazable al Sistema Internacional de Unidades (SI) a través del
certificado PTB 7.4-1.1-12-63, del 25/04,/2014.

-Patron solido de volumen, sinker de cuarzo, N® LATU 18381, calibrado por PTB
segtn certificado 1.82-2017A028, del 07/12/2017.

-Soporte de platino para el patréon de volumen.

-Balanza analitica, capacidad: 200 g, division 0,1 mg (con posibilidad para pesada
por debajo del platillo), N° LATU 5139, calibrada con patrones trazables al Sistema
Internacional de Unidades (SI) a través del certificado BIPM N© 3, de enero de 2018.
-Termometro Pt100, con division 0,02 °C, calibrado con un termémetro de resistencia
de platino estandar (ITS 90), trazable al Sistema Internacional de Unidades (SI) a
través del certificado PTB 7.4-1.1-12-63, del 25/04/2014.

-Probeta con camisa conectada a bafio termostatizado (caracterizado) para mantener
la temperatura del agua destilada.

-Termohigrometro digital, N® LATU 21805, calibrado con un termémetro de resisten-
cia de platino estandar (ITS 90), trazable al Sistema Internacional de Unidades (SI) a
través del certificado PTB 7.4-1.1-12-63, del 25/04/2014.

-Termohigrometro digital, marca Testo, modelo 608-H1 (N° LATU 36057), calibrado
con un termoémetro de resistencia de platino estandar (ITS 90), trazable al Siste-
ma Internacional de Unidades (SI) a través del certificado PTB 7.4-1.1-12-63, del
25/04,/2014.

-Barometro digital marca Omega, modelo DPI 740 (N°© LATU 24765), calibrado con
un barémetro trazable a patrones primarios segtin Certificado CNM-CC-720-576/2017,
del 10/11/17, y BIPM N° 3, de enero del afio 2018.

Métodos

En una primera etapa de este estudio, se realiza la comparacion de los resultados
obtenidos de la medicion de la densidad del agua destilada a 20 °C con tres métodos
diferentes que se detallan a continuacion:

-Medidas con el densimetro de oscilacion de una muestra de agua destilada de uso del
laboratorio a 20 °C.

-Célculo de la densidad del agua destilada usando la ecuacion de Tanaka a 20 °C.

-Medidas con el patron solido de volumen de la densidad del agua a 20 °C.
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Se toma una muestra de 2000 ml de agua destilada y desionizada a 20 °C. Se re-
servan 100 ml de esta muestra (ml) para hacer la determinacion de la densidad
con la medicion en el densimetro de oscilacion. Con el agua destilada restante se
completa el volumen de la probeta con camisa para la determinaciéon de la densi-
dad por pesada hidrostatica. Para esta determinacion se utiliza el procedimiento
descripto a continuacion:
-Se enciende el bafio termostatizado con recirculacion por la camisa del recipiente
de calibracién a la temperatura requerida, dos horas antes de comenzar las medi-
ciones. Se verifica el valor del punto final alcanzado y la estabilidad de la tempera-
tura con el termometro de control. No debe existir una deriva superior a 0,02 °C
en 15 minutos.
-Se ajusta la balanza analitica con su pesa interna y se verifica el ajuste con la
pesa de verificacion.
-Se toma el dato de presién ambiental y se registra.
-Se cuelga el soporte del patron de volumen y se deja estabilizar su temperatura 10
minutos, luego de los cuales se tara la balanza.
-Se cuelga el patron de volumen dentro del liquido utilizando el soporte.
-Se deja estabilizar la temperatura del patrén por 60 minutos, para que adquiera
la temperatura del liquido.
-Se registra la temperatura del liquido.
-Se lee la balanza.
-Se retira el patron del soporte y se lee la balanza para verificar derivas de cero.
-Se repiten los cinco pasos anteriores por lo menos 4 veces (promedio de las
lecturas = L, ).
-Se lee nuevamente la temperatura del liquido.
-Se verifica que la variacion esté en tolerancia (no mayor a 0,03 °C).

Con los datos recabados se realiza el célculo de la densidad del agua segun la

siguiente ecuacion:

D~
m + T g%lq . (1_ Z_:) (I-Z—S) Ly, / <1 5?::) w (14 oy (t-1))

pliq,t() =

V

pty

(1+ ap(t -t))
FEcuacion 4

Donde:

m es la masa del patron de densidad; D son las diferencias de los diametros del
hilo antes y después de colgar el patron; Viq €S la tension superficial del liquido
cuya densidad queremos determinar; p_ es la densidad del aire en el momento del
ajuste; p, es la densidad del aire de referencia igual a 1,2 km/m?; p_es la densidad
de la pesa de referencia igual a 8 000 kg/m?; p,, €s la densidad de la pesa de ajuste;
L,  es la indicacion de la balanza de la pesada hidrostatica; V(m )8 el volumen del
patron de densidad a la temperatura de referencia; o, es el coeficiente volumétrico
de dilatacion térmica del patron; o, €s el coeficiente volumétrico de dilataciéon tér-
mica del liquido cuya densidad queremos medir; ¢, es la temperatura de referencia
en °C; t es la temperatura a la cual se hace la pesada hidrostatica en °C; g es la

aceleracion local de la gravedad.
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Para el caso de las medidas realizadas, la diferencia D es proxima a cero debido a las
caracteristicas del dispositivo con el que se cuelga el patrén, por lo que no se toma en
cuenta este factor para el calculo.

El laboratorio realiza una evaluacion verificando que, con base en las caracteristicas
del dispositivo utilizado, las presiones atmosféricas que se presentan en Uruguay y las
caracteristicas del laboratorio son despreciables para este estudio dentro de las incerti-
dumbres determinadas, la correcciéon debida al menisco, la compresibilidad del liquido
y la correccién debida a la gravedad, por lo que no se presentan en la ecuacion 4.

La densidad del aire se calcula segiin lo establecido en la formula revisada CIPM-
2007 (Picard, et al., 2008), utilizdndose la version simplificada exponencial indicada
en la OIML R 111-1 y OIML R 111-2 (International Organization of Legal Metrolo-
gy, 2004a; International Organization of Legal Metrology, 2004b). El procedimiento
de mediciéon de la densidad del agua destilada con el densimetro de oscilacion es
el siguiente:

-La muestra (m1) de aproximadamente 100 ml de agua destilada desionizada se co-
loca junto al densimetro de oscilacion media hora antes de realizar las mediciones.
-Se toma otra muestra de agua destilada desionizada de aproximadamente 100 ml
(m2), se le retira el aire disuelto mediante el uso de un sonicador durante aproxi-
madamente 15 minutos.

-Con la muestra de agua m2 se realizan las verificaciones iniciales y finales del
densimetro de oscilacion. Luego de que la verificacion inicial cumple con los limites
establecidos para el control del densimetro, se procede a la realizacion de las medi-
das de la densidad del agua destilada a 20 °C.

-Se realizan 10 medidas consecutivas de la muestra de agua destilada m1l. Cada
medicion se realiza con parte de la muestra m1 inyectada cada vez.

-Se registra la densidad medida y la temperatura del agua durante la medicion.
-Se registran las condiciones ambientales al inicio y al final de las mediciones.

Como en el laboratorio de volumen se realizan calibraciones en el intervalo de
21 °C &4 2 °C, la segunda parte de este estudio consiste en ampliar las mediciones
de densidad del agua destilada a las temperaturas de 19 °C, 20 °C, 21 °C, 22 °C
y 23 °C. De esta forma, se cubre todo el intervalo de temperatura de trabajo del
laboratorio. Este método se realiza comparando los resultados medidos con el den-
simetro de oscilacion y con los calculados mediante la aplicacion de la ecuacion de
Takana. Las medidas de la densidad con el densimetro de oscilacion se realizan de
forma similar a las realizadas en la primera parte de este estudio, pero realizando
10 medidas de densidad del agua destilada para las temperaturas mencionadas

anteriormente y realizando el promedio de los valores.
RESULTADOS

En todos los casos, la incertidumbre fue determinada de acuerdo con la Guide for
the Expression of Uncertainty in Measurements JCGM 100:2008 (BIPM, et al.,
2008), siendo el valor de incertidumbre total expandida la calculada como la suma
cuadratica de las componentes tipo A y tipo B, con un factor de cobertura corres-
pondiente a una probabilidad de 95,45 % (-k=2). Para el calculo no se tomaron en

cuenta componentes debidas a efectos de inestabilidad a largo plazo.
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Los resultados obtenidos de la medicion de la densidad de una muestra de agua
destilada a 20 °C, usando el patrén solido de volumen, el densimetro de oscilacion

y la ecuacion de Tanaka se presentan en la Tabla 1:

Tabla 1. Resultados de la densidad de la misma muestra de agua
destilada determinada mediante el método de pesada hidrostética,
densimetro de oscilacion y ecuacion de Tanaka.

Forma de / o 3 (f —
determinacion g - em? (k= 2)
Patron solido 0,998 196 0,000 014 19,98

Densimetro oscilacion 0,998 222 0,000 038

Ecuacion de Tanaka 0,998 201 0,000 010

En la Figura 1 se muestran los valores obtenidos en la Tabla 1, para los diferentes
métodos utilizados.
p/g . cm’

0,998 260

0,998 250

0,998 240

0,998 230
0,998 220 T ®

0,998 210 ¥

0,998 200

0,998 190

0,998 180

Patrén solido Den. de oscilacion Ecuacién de Tanaka

Figura 1. Resultados de la densidad de la misma muestra de agua destilada
determinada mediante el método de pesada hidrostatica, densime-
tro de oscilacion y ecuacion de Tanaka.

A partir de los resultados obtenidos se calculan los errores normalizados entre las
densidades determinadas, los valores se muestran en la Tabla 2:

Tabla 2. Valor absoluto de los errores normalizados de comparacion del valor de
densidad a 20 °C determinados mediante el método de pesada hidros-
tatica, densimetro de oscilacion y ecuacion de Takana.

Valores comparados

Patron Solido — Ec. Tanaka 0,29
Patron Solido — Densimetro oscilacion 0,03
Densimetro oscilacion — Ec. Tanaka 0,53
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Los resultados de la medicion de la densidad del agua destilada promedio a 19 °C,
20 °C, 21 °C, 22 °C y 23 °C con el densimetro de oscilacion se muestran en la
Tabla 3, la incertidumbre de la mediciéon es la correspondiente a la incertidumbre

de calibracion del densimetro de oscilacion:

Tabla 3. Resultados de la medicion de la densidad con el densimetro de oscilaciéon
a las temperaturas de la segunda parte del estudio.

19 0,998 424 3.8 x 10°

""" 20" H 0,998 231 3.8 x 10°
""" 21" H 0,998 027 3.8 x 10°
""" 22" H 0,997 803 3.8 x 10°
""" 23" H 0,997 575 3.8 x 10°

Se calculan las densidades con la ecuaciéon de Tanaka para cada una de las tem-
peraturas de estudio. Para la incertidumbre del calculo de la densidad del agua
mediante el uso de la ecuacion de Tanaka, se consider6 la incertidumbre debida a
la medicion de la temperatura (la incertidumbre de los gradientes de temperatura
del volumen de agua durante la medicién, la incertidumbre de la calibraciéon del
sensor de temperatura y la resolucion del sensor de temperatura), la incertidumbre
debida al aire disuelto en el agua destilada y la incertidumbre debida al ajuste
de la ecuacion de Tanaka. No se consider6 la incertidumbre debida al factor de
compresibilidad debido a que la misma es despreciable frente a las otras fuentes de

incertidumbre. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Densidades calculadas con la ecuacion de Tanaka a cada temperatura
con sus respectivas incertidumbres.

U/g-:cm?
(=
19 0,998 403 0 6,2 x 10°
....... " I e
....... ., oo o015 .
....... 22 oo s o
....... " Do o0 S
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En la Figura 2 se grafican los resultados obtenidos utilizando el densimetro de
oscilacion en color azul y utilizando la ecuacion de Tanaka en color naranja, para

una mejor visualizacion de estos.

0,998 530

0,998 330

0,998 130

0,997 930

p/g . cm®

0,997 730

0,997 530
19 20 21 22 23

t/°C

Figura 2. Resultados de la medicion de la densidad con el densimetro de oscilacion
v la calculada con la ecuacién de Tanaka a las temperaturas de la
segunda parte del estudio.

Se calculan los valores absolutos de los errores normalizados entre las densidades
medidas con el densimetro de oscilacion y las calculadas con la ecuacion de Tanaka
y se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Errores normalizados entre la densidad promedio medida con el densimetro
de oscilacion y la calculada con la ecuacion de Tanaka a cada temperatura.

19 0,54
20 0,75
21 0,84
22 0,79
23 0,89
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DISCUSION

En los resultados obtenidos en la primera parte de este estudio se observa que los tres
métodos de determinacion de la densidad del agua destilada (ecuacion de Tanaka,
densimetro de oscilacion y pesada hidrostatica utilizando patron solido de volumen)
son comparables a 20 °C, ya que el error normalizado entre ellos es menor que uno.

En los resultados obtenidos en la segunda parte de este estudio se observa que
los métodos de determinacion de la densidad del agua destilada (ecuacion de Ta-
naka y densimetro de oscilacién) son comparables a todas las temperaturas desde
19 °C a 23 °C.

Comparando las medidas realizadas a 20 °C se observa una diferencia del valor
de la densidad del agua destilada de aproximadamente 0,9 x 10° g - cm™. Estas
diferencias se pueden atribuir a que las mediciones fueron realizadas en distintas
muestras de agua y en diferentes fechas, pero no se consideran en los valores de
incertidumbre calculados ya que estas se encuentran dentro de la incertidumbre de
la mediciéon de densidad con el densimetro de oscilacion.

Es importante observar que la incertidumbre de medicion con el densimetro de os-
cilacion es aproximadamente cinco veces mayor que la obtenida calculando la densidad
del agua con la ecuacion de Tanaka. El calculo del error normalizado usa estas incer-
tidumbres ya que pondera las diferencias con respecto a las incertidumbres conside-
radas. Dada la diferencia considerable entre las incertidumbres calculadas por los tres
métodos, es necesario incluir un nuevo componente en la incertidumbre de calibraciéon
de volumen por el método gravimétrico. Este nuevo componente proviene del valor de
la incertidumbre de las mediciones de densidad de este estudio con el densimetro de

oscilacion. El valor de incertidumbre estandar a usar es u = 1,9 x 10® g - ecm?.
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RESUMEN

El proceso de calibracion de bloques patron de longitud ISO 3650 por comparacion
mecanica implica no solo una gran exigencia en la estabilizacion de las condiciones
ambientales, sino también un tiempo de ensayo significativo para el técnico que
opera el comparador y realiza la calibracion de cada bloque. Un reciente desarrollo
en el Laboratorio Tecnolégico del Uruguay (LATU), como Instituto Metrologico
Nacional, permite realizar la totalidad del proceso en forma auténoma por medio
de un sistema robotizado, realizado con elementos simples de hardware y contro-
lado por un software a medida para administrar el flujo de trabajo y las acciones
del comparador. El software realiza el control del hardware durante el proceso y
la toma de datos automatica, tanto de las condiciones ambientales como de las
lecturas del comparador. Ademas, permite realizar el tratamiento de datos y la
obtenciéon de resultados de calibraciéon con su incertidumbre asociada en forma
automatica y sin participacion del técnico. El presente trabajo describe en detalle
las caracteristicas del sistema de calibracion automatizado, los elementos utilizados
para la automatizaciéon mecanica, su ensamblaje y la estrategia de software utiliza-
do para la administraciéon del sistema.

PALABRAS CLAVE: metrologia, software, dimensional, longitud.
ABSTRACT

The process of calibration of ISO 3650 gauge blocks by mechanical comparison includes
not only a significative demands on the stabilization of environmental conditions, but
also a significant test time for the technician who operates the comparator and performs

the calibration of each block. A recent development at Laboratorio Tecnologico del
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Uruguay (LATU), in its role of National Metrology Institute of Uruguay, allows the
entire process to be autonomously carried out by means of a robotic system built
with simple hardware components, and controlled by custom-made software to manage
workflow and gauge block comparator actions. The software performs hardware control
during the process, and automatic data acquisition of the environmental conditions as
well as comparator readings. Finally, this software performs automatic data processing
and calibration results with their associated uncertainty without any technician
involvement. This work describes in detail the characteristics of the automated
calibration system, the elements used for mechanical automation, its assembly and the
software strategy used for system administration.

KEYWORDS: metrology, software, dimensional, length.

RESUMO

O processo de calibragdo do blocos padrao ISO 3650 por comparacio mecanica
envolve nao apenas uma grande demanda de estabilizagao das condigdes ambientais,
mas também um tempo de teste significativo para o técnico que opera o comparador
e realiza a calibragdo de cada bloco. Um recente desenvolvimento no Laboratorio
Tecnologico del Uruguay (LATU) em sua fungdo de Instituto Nacional de Metrologia
do Uruguai, permite que todo o processo seja realizado de forma auténoma, por meio
de um sistema roboético feito com simples elementos de hardware, e controlado por
software feito sob medida para gerenciar o fluxo de trabalho e agoes de comparagao.
O software controla o hardware durante o processo e a coleta automatica de dados,
tanto das condigbes ambientais quanto das leituras do comparador. Além disso, este
software permite o tratamento dos dados e a obtengao dos resultados da calibragao
com sua incerteza associada de forma automatica e sem a participacio do técnico.
Este trabalho descreve em detalhes as caracteristicas do sistema de calibracao
automatizada, os elementos utilizados para a automagao mecanica, sua montagem e
a estratégia de software utilizada para a administragéo do sistema.
PALAVRAS-CHAVE: metrologia, software, dimensional, comprimento.

INTRODUCCION

El LATU, como Instituto Metrologico Nacional, lleva algunos afios en el proceso de
transformacion digital de muchos ensayos para los que no existia una herramienta
de software adecuada, o no habia sido adquirida con el equipo. En otros casos, si
bien existia software propietario, eran obsoletos o presentaban limitaciones operati-
vas o técnicas tales que no les permitia cumplir los requisitos o necesidades actuales
de un laboratorio nacional de metrologia, por lo que se requeria una adecuacion del
software de control a los actuales procesos de calibracion. El objetivo del LATU no
radica tinicamente en una mejora sensible de la calidad de los resultados, producto
de una reduccion del riesgo asociado al error humano en la toma o transcripcion de
datos o a la variabilidad inherente a las acciones técnicas del operador de los equi-
pos. En muchos casos se intenta mejorar la eficiencia operativa de los técnicos para
responder de mejor forma a la demanda creciente del mercado. En relacién con la

metrologia dimensional, el laboratorio ha desarrollado hace algunos afios un softwa-
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re que permite la captura automética de datos en el proceso de calibracion de blo-
ques patrén por comparacion mecéanica, que es el servicio de mayor precision ofrecido
en el LN.M. (Instituto Nacional de Metrologia) para esta magnitud (Constantino, et
al., 2018, pp.58-59). La digitalizacion de este proceso en particular ha redundado en
una disminucion significativa del riesgo operativo de ensayo; sin embargo, el esfuerzo
dedicado al desarrollo no permiti6 reducir la carga de trabajo en este ensayo ya que
igualmente se requeria la participacion del operador para posicionar la plantilla del
comparador en los diferentes puntos de medida (Constantino, et al., 2018, pp.62-63).
En 2019 se realizé6 un nuevo avance en la robotizacién de este proceso a partir de
elementos de hardware simples que, junto con importantes modificaciones al software
desarrollado previamente, permitié reducir gran parte de la dedicacion horaria del
técnico en las distintas etapas del proceso. Por otra parte, al prescindir de un opera-
dor que ejecute manualmente los movimientos del comparador, se elimina también
la influencia potencial del mismo en las condiciones ambientales y la temperatura
de los patrones, obteniendo una mejora en la calidad de los resultados mediante la
disminucion de su incertidumbre. Este trabajo aborda la estrategia utilizada para
automatizar el proceso, no solo en relacion al desarrollo del software sino también al
hardware elegido para la automatizacion mecéanica y las acciones tomadas para una

validacion efectiva del proceso automatizado.
MATERIALES Y METODOS
Patrones e instrumentos

Bloques patron ISO 3650. Los bloques patron de longitud son medidas materiali-
zadas que corresponden a fracciones de la unidad internacional de longitud, el metro.
Al estar definido el metro en el SI (Sistema Internacional de Unidades) como la dis-
tancia recorrida por la luz en el vacio en 1/299792458 de segundo, es necesario contar
para los mas diversos usos en distancias inferiores a 1m con medidas materializadas,
es decir, piezas palpables cuyas medidas sean trazables a la unidad internacional. Los
bloques patron son prismas de seccion rectangular, de diferentes materiales (acero, ce-
ramica, carburo de tungsteno, etcétera), que cuentan con dos caras planas y paralelas
entre las cuales esta definida la longitud del bloque. Al utilizarse para distintos fines,
con diferentes requisitos en cuanto a exactitud y paralelismo, los bloques son clasifi-
cados segiin cuatro grados: k, 0, 1 y 2, siendo el grado k, el de mejores caracteristicas
metrologicas. Los patrones nacionales de longitud, que dan sustento a las CMC del
LATU en el area, son bloques patron de acero, grado k, marca Mitutoyo, trazables a la
definicion del metro por medio de su calibracion por interferometria absoluta (BIPM,
2019), llevada a cabo en el Centro Nacional de Metrologia de México. Estos patrones
nacionales de longitud fueron los bloques empleados en este trabajo.

Comparador de bloques. En el LATU, la calibracion de los bloques patréon ISO
3650 se realiza por el método de comparacion mecanica. Este proceso consiste en
colocar dos bloques de igual longitud nominal en un comparador de bloques. Uno de
ellos es el bloque de referencia (calibrado, con un error bien determinado) y el otro,

el bloque que se pretende calibrar (también llamado bloque incognita o muestra). De
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este modo, se puede determinar con mucha precision la longitud real del bloque incog-
nita (ensayo de longitud central, LC) por medio de varias series de medidas realizadas
con los palpadores inductivos del comparador sobre el bloque de referencia y sobre
el bloque bajo calibracion. Ademas, el proceso también permite establecer para ese
bloque bajo ensayo cuales son las maximas variaciones, en més (f ) y en menos (f ),
de las cuatro esquinas del bloque respecto de la longitud central (ensayo de variacion
de longitud, VL). El laboratorio dimensional del LATU cuenta con un comparador de
bloques marca Mahr, modelo 826, con detector electronico de doble palpador inductivo
marca Millitron, modelo 1240. El equipo permite calibrar bloques de longitud nominal
entre 0,5y 100 mm.

Medicion de temperatura. Al estar midiendo diferencias de longitud tan peque-
fias (del orden de los nanémetros), y teniendo en cuenta que los materiales utilizados
para los bloques e instrumentos se dilatan con el aumento de la temperatura, se
deben extremar los cuidados para minimizar los cambios de temperatura (del labo-
ratorio y de la radiacion del técnico sobre los instrumentos y patrones). El control
y mantenimiento de las condiciones ambientales en las horas previas y durante la
calibracién de bloques patrén es clave, tanto para la obtencion de resultados ade-
cuados como para minimizar el impacto de las componentes referidas a condiciones
ambientales en la incertidumbre asociada a los mismos. En el laboratorio de Longi-
tud del LATU, la temperatura se debe mantener estable y dentro de los limites de
(20 £ 0,5) °C, las 24 horas del dia. Esto significa que, en caso de existir fluctuaciones
dentro de esos limites, no pueden ser bruscas ya que la temperatura del comparador
y accesorios debe ser la misma que la de los bloques, a fin de asegurar que durante
las mediciones no haya alguno de los componentes del sistema que se esté dilatando
o contrayendo. También es importante destacar que a medida que nos alejamos de
dicha temperatura de referencia, la incertidumbre de medida de la calibracion se va
incrementando, poniendo en riesgo la calidad de las mediciones. Los termometros
utilizados son dos PT100 marca Hoffman, con un lector Fluke 1529 Chub E. Los
termoémetros fueron disefiados de manera que se puedan fijar firmemente a cada uno
de los bloques intervinientes en la calibraciéon una vez colocados en la plantilla del

comparador.
Métodos

Modelo matematico para la determinaciéon de la longitud central. La
longitud central (LC) se determina por diferencia respecto a la longitud central de

un patrén de referencia calibrado. El ensayo consiste en tomar cinco series de medi-
das de la longitud central del patron de referencia (Cp) y cinco del bloque muestra
(Cx). Estas medidas se realizan en secuencia Cp Cx Cp para eliminar los efectos de

deriva en las mediciones. La ecuacion 1 expresa el modelo de calculo del ensayo.
lx =1lp+ 0Lp + Al + 0Le-L(a .6t 4+ da.AT)-6Lv [Ec 1]

Donde: Iz es la longitud central del bloque muestra a 20 °C; Ip es la longitud

central del bloque de referencia; dLp es la deriva del bloque de referencia; Al es la
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lectura del comparador que corresponde a la diferencia de longitud entre ambos
bloques; 8Lc es la contribucion a la incertidumbre referida a desajustes del com-
parador; L es la longitud nominal; < es el promedio de coeficientes de dilataciéon
térmica; 0t es la diferencia de temperatura entre bloques; da es la diferencia de
coeficientes de expansion térmica de los bloques; At es la desviacion del promedio
de temperatura de los bloques respecto de la temperatura de referencia; y 8§Lv es
la correccion debida al desvio geométrico de la longitud central (Centro Espafiol
de Metrologia, 2000).

Modelo de estimaciéon de incertidumbre en la longitud central. Aplican-
do en la expresion de la ecuacion 1 las reglas establecidas en la guia JCGM 100:2008
para la expresion de la incertidumbre de medida (BIPM, et al., 2008), y luego de
obtener los coeficientes de sensibilidad por derivacion parcial de los parametros de

entrada, se obtiene la siguiente expresion para la incertidumbre tipica:

U, ?/ (ulp2 + uzéb[? + u2A1 +u26u» + ('L*&)Zuzn‘er('L*Ai)uzaqu('L)Zuz(m.At )+u2(s/,l, ) [EC 2]

Estimacion de variacion en longitud. La variacion en longitud (VL) co-
rresponde a la maxima diferencia de longitud medida en cinco distintos puntos de
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 de la cara lateral. El ensayo consiste en
la toma de cinco series de lecturas en secuencia Cx E, E, E, E, Cx en el bloque
muestra. AL, es la diferencia entre cada esquina y el promedio de la medida de

centros y se informan en este caso fo = max(AL,) y fu = min(AL,).
Secuencia de ensayo

El flujo de trabajo durante la comparacion de bloques se realiza de acuerdo con va-
rias acciones que deben ser llevadas a cabo en forma secuencial. Cuando el operador
las realiza manualmente, la observacion de los movimientos que realiza el equipo per-
mite que las acciones se hagan con seguridad y no impliquen riesgo para los patrones
(bloques) ni para los palpadores del comparador.

Existen dos aspectos diferentes en la automatizacion del ensayo de calibracion de
bloques patron por comparacion mecanica. En primer lugar, la secuencia de acciones
que responden al flujo de trabajo de la comparacion, como son los tiempos de estabi-
lizacion, los puntos a medir entre las caras de los patrones, los momentos de toma de
temperatura, la secuencia de ensayos de longitud central y la variacion en longitud.
Estas acciones son determinadas a partir de medidas de tiempo y del punto leido.
Por ejemplo, en el caso de la longitud central, nuestro proceso de estudio consta de 5
repeticiones de cada serie de medidas, que comprende una toma de datos del punto
central del patron, el punto central de la muestra y nuevamente el punto central del
patron. Esto puede verse también como 15 lecturas, donde cada una de ellas sera
tomada en una posicion especifica de los bloques. Si a esto sumamos la estabilizacion
en temperatura y las lecturas de temperatura al inicio y final del ensayo, el flujo de

trabajo lo podemos ver como una secuencia de acciones simples.
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Figura 1. Flujo de trabajo en el ensayo de longitud central

Si se va a realizar también el ensayo de variacion en longitud, puede agregarse una
secuencia similar a continuacion de esta, donde el tinico paso diferente seran las lectu-
ras especificas de la serie correspondientes a este ensayo en el bloque bajo calibracion
(centro4 extremos—centro) en 5 repeticiones; esto es, 30 lecturas en las posiciones
definidas. Estas secuencias de acciones permanecen fijas en todas las calibraciones y no
dependen de los valores leidos ni de lo que ocurra durante la calibraciéon, por lo tanto,
se definen estas secuencias a nivel de codigo de software. El final de cada accion que
dispara la siguiente es, entonces, el limite de un temporizador para los periodos de es-
tabilizacion, el dato de temperatura o lectura efectivamente tomado durante el ensayo.

Existe un segundo aspecto de la automatizacion mucho més complejo que el ante-
rior, ya que intenta sustituir el trabajo del operador sobre el comparador mecénico y
refiere especificamente a las acciones que determinan la toma de una lectura en una
posicion especifica del patron de referencia o el bloque bajo calibracion. Por ejemplo,
si el ltimo punto leido fue el N© 7 del ensayo de VL, se entiende que el palpador esta
apoyado en el centro del bloque bajo calibracion donde se tom6 una lectura y debe
leerse a continuacion la lectura N© 8 sobre el primer vértice del mismo. Para realizar
esta accion, durante el proceso manual el operador acciona el pedal de la bomba que
contrae los palpadores y verifica visualmente que se levante, luego de esto posiciona
la plantilla en el nuevo punto y libera la bomba para que los palpadores se extiendan
realizando la lectura. La correcta automatizacion de este movimiento implica no solo
accionar la bomba y realizar movimientos secuenciales en la plantilla, sino también to-
mar decisiones a partir de la verificacion continua de los valores en el equipo Millitron.
Mas alla de que la contraccion de los palpadores no es instanténea, podrian producirse
fugas o fallas en el sistema neumatico del pedal que imposibiliten la correcta con-
traccion de los palpadores. Este aspecto implica un riesgo muy alto, ya que realizar
el movimiento en la plantilla sin que los palpadores estén contraidos producira pro-
bablemente un dafio permanente en los palpadores o en los patrones. El movimiento
debe iniciarse solamente si la lectura del equipo Millitron es superior a un valor
establecido previamente, que correspondera a un valor seguro de contraccion de los

palpadores.

Automatizaciéon mecanica

Generalidades. El objetivo de este trabajo es realizar la automatizacion completa
del ensayo. Del estudio del flujo de trabajo y de las acciones realizadas por el técnico
sobre los equipos se determina la necesidad de automatizar las partes del sistema

indicadas con circulos en la Figura 2.
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WEEEEEE.

Figura 2. Sistema de calibracion de bloques y partes automatizables.

En la Figura 2 se indican las partes principales del sistema, donde A es el palpador
inferior, B es el palpador superior, C es el patron de referencia, D es el bloque bajo
calibracion, E es la plantilla de posicionamiento, F es el dispositivo de lectura Milli-
tron, G es el pedal de la bomba neumética para la contraccion de los palpadores, y H
es el display de los termometros de contacto. En esta figura se observa que para una
independencia completa del técnico sobre el sistema se requiere la automatizacion
de cuatro partes del sistema. Dos de ellas -termémetros de contacto y lectura del
Millitron- requieren tnicamente la captura de datos a través del puerto serie. En el
caso de la plantilla de movimientos y el pedal de la bomba de contraccion para los
palpadores inductivos, se requiere en ambos casos la adicion de algtin hardware que
cuente con conexion a PC. De este modo es posible controlar en forma remota su

movimiento y su operacion, ya que el sistema original no cuenta con esta posibilidad.

Automatizacion de los palpadores. Para la contraccion de los palpadores, el com-
parador utiliza una bomba neumatica que se acciona con un pedal asociado a ella
mediante un tubo flexible. Se decidi6 utilizar esta misma bomba en el sistema auto-
matizado, por lo que se debe sustituir el pedal con un hardware alternativo que pueda
controlarse remotamente. Sin embargo, las funciones de este pedal no pueden anularse

ya que su uso puede ser necesario tras un corte de energfa o una falla de software.
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También es necesario el accionamiento manual al momento de manipular los bloques
patron o reposicionar manualmente la plantilla.

El pedal conecta y desconecta dos pulsadores a la vez, tal como se muestra en la
parte superior de la Figura 3. Uno de ellos activa la bomba neumatica, mientras que
el otro cierra una valvula que permite contraer los palpadores al hacer vacio sobre el
sistema. Al soltarlo se producen las acciones inversas. Para controlar remotamente
esta operacion, se intercala una placa Arduino Uno, conteniendo como componentes
un relé que acciona la bomba y una electrovalvula normal abierta en serie con la vél-
vula del pedal, que debe cerrarse al accionar la bomba y liberarse al desconectarla.
En el software de la placa Arduino se codifican estas acciones en simultédneo para que
desde la aplicaciéon de control se opere como una tnica accion. La Figura 3 muestra

el mecanismo del pedal y la opcidén automatica utilizada.

- SISTEMA DE PEDAL

Figura 3. Sistema para accionamiento de palpadores. Arriba: interior del pedal de
activacion (sistema manual); abajo: hardware agregado (sistema
automatico).
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Automatizaciéon de la plantilla de movimientos. La plantilla para el posiciona-
miento de bloques es operada en forma manual con una perilla 0 un mando lateral con
movimientos lineales y rotatorios, que se traducen en la plantilla como movimientos en
direcciones perpendiculares del plano horizontal. Estos movimientos estan limitados
por un rodamiento confinado en un recorte central de la misma, con secciones curvas
que permiten situar la plantilla en los puntos repetibles de medida, tal cual se indica
en la Figura 4.

f N

MUESTRA /

Rodamiento

Figura 4. Plantilla de la mesa de medida del comparador, indicando los movimientos
posibles y su equivalencia en puntos de medida.

En este caso también es necesario mantener la posibilidad de operacién manual,
por lo tanto, para su automatizacion se utilizdé un actuador lineal-rotatorio, sus-
tituyendo la perilla por una pieza moleteada de torneria que permite fijar los
vastagos del comparador y del piston del actuador, al mismo tiempo que permite
su operacion manual sin cambiarla o desasociar partes del sistema. La pieza se
diseni6 a medida, de acuerdo con las caracteristicas de los vastagos, como muestra
la Figura 5.

UNION MOLETEADA

COMPARADOR ACTUADOR
| |
S<
/ 7

Figura 5. Pieza para union del actuador lineal-rotatorio.

Se tuvo especial cuidado en asegurar una correcta linealidad entre el vastago del
mando del comparador, el piston del actuador y la pieza de unién, ya que un pe-

querio sesgo en la direccion aumentaria significativamente el torque necesario para
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mover la plantilla, ademés de acelerar el deterioro de las partes moviles, tanto del
comparador mecénico como del actuador. El actuador elegido es un equipo marca
SMAC, modelo LAR55-050-75-1FSA, serie AAR3515, con un controlador marca
SMAC, modelo LAC-55, serie Y4450. Para la eleccion del modelo, se midi6 el par
torsional méaximo del mando manual, eligiendo un actuador cuya capacidad de
movimientos no quedara limitada por la resistencia del mando. Este tipo de actua-
dores cuenta con comunicacion a través del puerto serie, permite controlar el eje
lineal y de giro independientemente, asi como la obtenciéon de valores de posicion

para ambos ejes en tiempo real.
RESULTADOS Y DISCUSION
Configuracion del sistema

El sistema se configur6 de acuerdo con las descripciones indicadas en la secciéon
Materiales y métodos. La Figura 6 muestra el hardware general del sistema de

calibracion de bloques por comparacion mecénica.

'_Autométismo' R F‘_

" /palpadores
/ Palpador
superior

e

e . Palpador ]
{ termometros = = /" inferior &
4| === 1 Bloques v —

f ; Acopley
1 1 il ¥ manejo manual
) S - e -

\ —_ 4 = 4

Actuador
lineal - rotatorio

w‘- Plataforma de alineacién' =

comninm.
FarT

Comparador

Figura 6. Descripcion del hardware del sistema de calibracion automatizado.

Interfaz de trabajo

Previo a la automatizacion, el laboratorio habia desarrollado un software para
la captura de datos en este mismo proceso, utilizando un lenguaje de propodsito
general (Delphi 7) en sistema operativo Windows. Para el proceso automatizado
no se realizé6 un nuevo software, sino que se modifico el codigo existente agregando
nuevas rutinas para el control del hardware. Para disminuir la curva de aprendizaje,
se intent6 no modificar la interfaz del software desarrollado previamente para la
captura de datos de este software previo, exceptuando tnicamente el agregado de
una opciéon para activar el modo de robot y otra para la captura automética de
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lecturas de temperatura. Todas las acciones del operador, registro de patrones y

configuracion de los ensayos, entre otros, se realizan en las mismas ventanas que

para el método manual (Figura 7).
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- D 0.06 0.05 0.06 D 0.06 0.05 0.06 0.06 0.05 0.06
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FaEa s Observacian | Patrdn Muestra |Patro'm | Observacidn |Centro |E1 IE 2 |E 3 |E 4 IEentro |
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D D
E E

Ayuda

Actuador | | Lectura del centro de la muestra info | | Tiempo total de ensayo : 00:00: 44

Figura 7. Ventana principal del software de automatizacion y control.

En las pruebas operativas se observo que bloques de distintos tamafios podian
tener una conducta diferente al movimiento del actuador. Por ejemplo, en
bloques de 100 mm, al detenerse el desplazamiento de la plantilla, los bloques
quedaban oscilando unos segundos antes de alcanzar el reposo, lo que podria
arrojar resultados de medida erréneos en caso de que el palpador haga contacto
con un bloque en movimiento. Para anular este efecto indeseado se programo
un tiempo de espera configurable en la interfaz del software, el que se ejecuta
al finalizar el desplazamiento de la plantilla, previo a liberar los palpadores.
Previo al inicio del ensayo se indica este tiempo de espera segun la longitud
nominal de los bloques. El actuador utilizado para el sistema cuenta con un
controlador PID en cada eje de movimiento, por tanto, se aprovech6 esta cuali-
dad y se dispuso una ventana adicional (Figura 8) a las existentes en el software
para modificar tanto los parametros del PID como realizar otros movimientos
en el actuador, independientemente de la ejecucion del programa, para reubicar

los bloques o manipular el equipo.

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2021, No. 21 (36 - 51)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY



CONSTANTINO, ACQUARONE

DIGITALIZACION Y ROBOTIZACION DEL PROCESO DE CALIBRACION DE BLOQUES... DOI: 10.12461/21.07

-] )

g CVBlock - Calibrador Autonomo de Blogues Patron.

PID Eje % PID Eje 2 Eje EieZ

= Toma de datos N ET 000 Aeleracién |1000 1000

o [1600 2000 Fueza 10000 [30000

Set initialization

Hlogue en en |

Libwerar actuador |

Tk | GH | Limpiar |

Actuator Settings [COM)

Activar ensapo I Pedal Settings [COM)

Send I

(m] Temperature Settings [COM)
L] Centrar | Reset centra |
O En |
ariba
= L |
izquierda | derecha |

Cancelar ensayo
L] L]
.
L] L]
Guardar ensayo

abajo

Soltar pedal |

Lewvantar pedal |

|v¥ Liberado Posicidn lineal | Pasicidn de giio |

Cerrar I

Ayuda

| Actuador || info || Tiempo total de ensayo : 00:00:00 |

Figura 8. Ventana de comandos del actuador y el pedal.

Moédulos de control

Las rutinas necesarias para el control de las acciones mecénicas del equipo y
la toma de temperaturas se insertaron dentro del codigo fuente del software,
desarrollado previamente para la captura de datos del comparador. Para la
temperatura, el desarrollo consistié simplemente en sustituir el ingreso manual
de datos de temperatura por una captura directa del equipo Fluke. En la in-
terfaz del software se agregaron ademés opciones de “Temperatura automatica”
y “Activar robot” para permitir alternar estas caracteristicas entre el modo
manual y el automético. Habiendo determinado y programado las acciones re-
lacionadas a la calibracion, se debieron realizar adicionalmente algunos cambios
y mejoras, tanto en la mecénica del sistema como en el software, para realizar
las operaciones de posicionamiento y la lectura en forma segura de modo que no
se produjeran dafios en el equipo ni acciones inesperadas relacionadas con ca-
racteristicas del equipo o fallas del sistema. Se detallan a continuacion algunas
caracteristicas que debieron corregirse en la configuracion bésica del sistema
para evitar situaciones riesgosas para los equipos involucrados.

Eliminacion del sistema de vuelta al origen: se observo que el ac-
tuador eléctrico, en su configuracion de fabrica, fuerza la vuelta al origen del
piston en forma predeterminada, retrayéndose bruscamente cuando se corta
la energia eléctrica. Esta conducta responde a que el mecanismo del actuador
cuenta con un resorte interno que realiza una fuerza continua de contraccion
sobre el piston. Este movimiento imprevisto se traduce en el sistema como

una fuerza lateral significativa sobre la plantilla, por lo que se debi6 evitar
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que ocurriera. Para esto se abri6 la cubierta metéalica del actuador y se retird
dicho resorte. De esta forma, el actuador permaneceré en la posicién en que se
encuentre al cortarse la energfa.

Determinacién de coordenadas de ensayo: cada vez que el actuador se
reinicia, las coordenadas de posicion de ambos ejes se inicializan en cero. Esto
impide que se pueda trabajar en forma predeterminada con las coordenadas
del actuador, debiéndose obtener nuevas referencias cada vez que se reinicia
el equipo. Para obtener entonces las coordenadas en los puntos de trabajo,
se desarroll6 una rutina que dispara un recorrido alcanzando topes y centros,
registrando todas estas coordenadas para ambos ejes. Este proceso de determi-
nacién de coordenadas se dispara automaticamente al momento de seleccionar
la opcion “Activar robot”, impidiendo toda actividad en el sistema hasta que
finalice el recorrido.

Realizacion de un movimiento del actuador y toma de lectura: como
se dijo en la seccién anterior, es necesario asegurarse de que los palpadores estén
suficientemente contraidos antes de iniciar el movimiento; por lo tanto, cada
movimiento realiza una secuencia de operaciones que requieren un monitoreo
en tiempo real, tanto de las coordenadas del actuador como de la lectura del
equipo Millitron, la cual es representativa de la separaciéon entre los palpado-
res. Esto se logro estableciendo una lectura de seguridad (LS) correspondiente
a una apertura minima de palpadores que permita mover la plantilla, y una
lectura méaxima de contacto (LM) que responde al maximo esperable si los
palpadores estan en contacto con el bloque. Si consideramos tomar un dato del
Millitron en la posicion A, establecida en coordenadas (XA,XA), donde x es la
posicion lineal y z la posicion de giro, el flujo de acciones del software necesarias

estd determinado por el flujograma de la Figura 9.
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Figura 9. Flujograma para la toma de una lectura.
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Resultados experimentales

Se realizaron medidas comparativas de longitud central para el ensayo manual y, re-
pitiendo 3 veces el ensayo automético, en calibraciones de bloques de 3 longitudes
nominales a fin de determinar si existian diferencias significativas en la incertidumbre
obtenida o un sesgo en los resultados de calibracion. Los resultados obtenidos se deta-
llan en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados comparativos de ensayo manual y ensayo automaético.

Desvio en
longitud
central

(le-In) [nm]

Incertidumbre
expandida
[nm]

Longitud

q Ensayo
nominal [mml] 4

Manual
Autom. 1
075 ...................
Autom. 2

Autom. 3

Manual

Autom. 1
50 ...................
Autom. 2

Autom. 3

Manual
Autom. 1
100 ...................
Autom. 2

La ultima columna de la tabla 1 muestra el error normalizado (En) obtenido entre
los resultados del ensayo manual y cada uno de los automaticos. Los valores de En
indican que los resultados pueden considerarse equivalentes. Por otra parte, el ensayo
automatico no arrojo incertidumbres sensiblemente menores que las obtenidas en el
ensayo manual, por lo que puede considerarse que para las condiciones de trabajo del
LATU los efectos inherentes al operador no representaron una componente significa-

tiva de incertidumbre.
CONCLUSIONES

Se ha incrementado el potencial del proceso de calibracion de bloques patréon de lon-
gitud por medio del agregado de algunos elementos de hardware especificos y del
desarrollo de un software a medida, utilizando un lenguaje de propoésito general. Este
proceso automatizado tiene las mismas condiciones de calidad e incertidumbre que el

proceso manual, permitiendo reducir casi totalmente el tiempo del operador frente al
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equipo de calibracion. Unicamente se necesita colocar adecuadamente los bloques en el
equipo e iniciar el robot desde la interfaz del software. Luego, en caso del ensayo a dos
caras, deben girarse los bloques antes del ensayo de longitud central previo al ensayo
de la cara B.

Las pruebas de comparacion de resultados entre el método manual y el automatico
no arrojaron diferencias entre ambos métodos, por lo que recientemente se optd por
participar en la comparacion internacional de bloques patron SIM.L-S.7.2019 en el
marco del SIM, remitiendo los datos obtenidos por medio del método automatizado.
Se prevé que los resultados de esta comparacion estaran disponibles para mediados
del afio 2021. Resultados aceptables en este ejercicio permitiran validar la exactitud

del método.
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RESUMEN

Este estudio evalud el uso de bagazo de manzana, principal subproducto de la indus-
tria del jugo, como ingrediente funcional en premezclas para horneados. Esta materia
prima tiene alto contenido de fibra, lo que le otorga un gran potencial nutricional
para mejorar la formulacion de productos. El bagazo fue secado y molido para obte-
ner harina de manzana. Se desarrollaron premezclas para muffins, tortas y galletas
enriquecidas en fibra mediante sustitucion parcial de harina de trigo por harina de
manzana, con el fin de obtener un producto que podria ser etiquetado como “fuente
de fibra”. Si bien la fibra tuvo un efecto negativo en las caracteristicas sensoriales, los
productos desarrollados fueron aceptables y percibidos como saludables. La torta fue
el producto mas aceptable, siendo seleccionado para hacer un estudio con productos de
las marcas lideres del mercado. La premezcla desarrollada contribuye a la generacion
de otro concepto de producto, ya que fue percibida como diferente cuando se compar6
con otros productos comerciales similares, aunque obtuvo una aceptabilidad compara-
ble. El desarrollo de premezclas utilizando este subproducto constituye una categoria
de alimentos funcionales que satisface las necesidades de los consumidores y de la
industria, permitiendo transformar un problema ambiental en un potencial retorno
econdmico, contribuyendo a la salud de los consumidores.

PALABRAS CLAVE: desarrollo de productos, subproducto, economia circular,

aceptabilidad, fibra alimentaria.
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ABSTRACT

This work evaluated the use of apple juice by-product as a functional ingredient
in healthy baking premixes. Due to its high fiber content, this raw material was
decided to be used as an enrichment strategy for food product formulation. Apple
pomace was obtained as a by-product of the juice industry and was dried and
ground to obtain apple flour. Premixes for fiber enriched muffins, cakes and
biscuits were developed by partially substituting wheat flour for apple flour to
obtain a product that could be labeled as “source of fiber”. The products developed
were satisfactorily evaluated, but even if fiber had a negative effect on the
sensory characteristics of the products, it also caused them to be perceived as
healthy. Considering that the cake was the product with the highest acceptability,
it was selected to make a comparative study with competing market-leading
products. This comparison revealed that the developed premix contributes to the
preparation of another product concept, since it was described differently than
commercial products, but with comparable acceptability. Finally, it can be said
that the development of premixes using apple juice by-product constitutes a new
category of functional foods, which satisfies both the needs of consumers and those
of the industry, making it possible to transform an environmental problem into a
potential economic return for companies.

KEYWORDS: product development, by-product, circular economy, acceptability,
fiber.

RESUMO

Este estudo avaliou o uso do bagago de maga como ingrediente funcional em misturas
para panificagdo. Essa matéria-prima possui alto teor de fibras, o que lhe confere
grande potencial nutricional para melhorar a formula¢do dos produtos. O bagago
da maga é um subproduto da industria de sucos, era seco e moido para a obtengéao
da farinha de maga. As pré-misturas enriquecidas com fibras para muffins, bolos
e biscoitos foram desenvolvidas substituindo parcialmente a farinha de macga pela
farinha de trigo, a fim de se obter um produto que pudesse ser rotulado como “fonte
de fibra”. Os produtos desenvolvidos foram aceitaveis, embora a fibra tenha um
efeito negativo nas caracteristicas sensoriais, também fez com que fossem percebidos
como saudaveis. O bolo foi o produto mais aceitavel, ele foi selecionado para um
estudo com produtos lideres de mercado. A pré-mistura desenvolvida constitui
outro conceito de produto, pois foi percebida de forma diferente das comerciais,
mas com aceitabilidade comparavel. O desenvolvimento de pré-misturas a partir
desse subproduto constitui uma categoria de alimentos funcionais que satisfaz
as necessidades dos consumidores e da industria, possibilitando transformar um
problema ambiental em potencial retorno econémico, contribuindo para a satde
dos consumidores.

PALAVRAS-CHAVE: desenvolvimento de produto, subproduto, economia circular,
aceitabilidade, fibra dietética.
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INTRODUCCION

Durante el procesamiento de jugo de manzana se genera un residuo (bagazo de manza-
na) que consta de cascara, pulpa, semillas y tallos, el cual representa entre un 25 y 30%
del peso original de la fruta (Rabetafika, et al., 2014). A escala mundial se procesan 11
millones de toneladas de manzanas al afio (USDA, 2018), generandose 3.3 millones de
toneladas anuales de bagazo de manzana que las industrias deben disponer de manera
adecuada. Este subproducto es usualmente destinado a compostaje, o utilizado como
relleno de suelos y para alimentacion animal, causando serios problemas ambientales
y pérdidas para las industrias debido al costo asociado al tratamiento y transporte del
residuo (Dhillon, et al., 2013). Asf, resulta de vital importancia utilizar este subproduc-
to con el fin de mejorar la economia del proceso y su sustentabilidad.

Si bien el bagazo de manzana es considerado un residuo, contiene importantes
cantidades de nutrientes y componentes bioactivos sin explotar. Este subproducto es
una importante fuente de fibra dietética, considerando que cerca de un 40% de su peso
seco es fibra (Alongui, et al., 2019).

La fibra dietética posee numerosos efectos benéficos para la salud, pudiendo con-
tribuir en el tratamiento de la arteriosclerosis por obesidad, enfermedades cardiovas-
culares, céncer de intestino grueso y diabetes al disminuir el nivel de absorcion de
la glucosa. Tiene el potencial de unirse al acido clorhidrico, los iones metélicos y el
colesterol en el estobmago, y de estimular el crecimiento de la microflora probiotica en
los intestinos (Kruczeck, et al., 2017). La fibra insoluble actia como agente espesante,
normalizando la motilidad intestinal y previniendo el estrefiimiento, mientras que los
efectos de la fibra soluble estéan asociados con la disminucion de la absorcion del coles-
terol y la glucosa a nivel intestinal (Selani, et al., 2014). Una ingesta adecuada de fibra
dietética total ronda los 28 y 25 gramos por dia para hombres y mujeres, respectiva-
mente (USDA, 2007).

Por otro lado, durante los tultimos afios los habitos alimenticios han cambiado con-
siderablemente, llevando a la poblacién a un consumo excesivo de aztcares altamente
refinados y alimentos de alta densidad calorica. Este cambio en la dieta, junto con el
estilo de vida sedentario, se ha correlacionado con la creciente incidencia de enfermeda-
des metabolicas cronicas como la obesidad y la diabetes de tipo 2. De hecho, el niimero
de personas con diabetes ha aumentado de 108 millones en 1980 a 422 millones en 2014
(Organizacion Mundial de la Salud, 2018).

Las preocupaciones por las dietas saludables centradas en alimentos de bajo
aporte calérico y nutricionalmente equilibrados comprometen a la industria a de-
sarrollar alimentos que combinen conveniencia y nutricion. En esta linea, algunos
investigadores han utilizado subproductos de origen frutal para el desarrollo de
alimentos funcionales, como galletas con alto contenido de fibra y antioxidantes a
partir del bagazo de arandanos (Pérez, et al., 2017) o pasta con harina de bananas
verdes que permite aumentar el grado de carbohidratos no digeribles del producto
(Ovando-Matrinez, et al., 2009).

Resulta entonces atractiva la idea de producir una harina de manzana a partir
del subproducto en cuestion, y utilizarlo como estrategia de enriquecimiento en
productos horneados, que son de gran consumo, aunque de los mas pobres desde
el punto de vista nutricional.
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En este contexto, el objetivo general del presente estudio se centra en el aprovecha-
miento y la revalorizaciéon del subproducto generado por la producciéon de jugo de
manzana a través de su uso como ingrediente funcional en el desarrollo de nuevos
productos.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la harina de manzana

El bagazo de manzana fue obtenido como subproducto de la producciéon de jugo,
y provisto por la empresa MIS OLIVOS S.A. (Natural Tree). Las variedades em-
pleadas en la produccién fueron Royal Gala, Early Red One, Red Chiff, Dana Red
y Granny Smith, cultivadas y procesadas en Uruguay. La harina de manzana fue
obtenida mediante secado del bagazo, inmediatamente después de su obtencion, en
un horno de convecciéon a 70°C durante 8 horas, seguido de una etapa de molido
con un molinillo de laboratorio, conservando la fracciéon que paso a través de una
malla de 1 mm. La harina de manzana obtenida fue conservada en una camara de
frio a -18°C hasta su utilizacion.

El tiempo y la temperatura de secado fueron seleccionados con el objetivo de
eliminar el cianuro de hidrogeno que pueda haberse formado (Rawat, et al., 2015).

Desarrollo de premezclas
Ensayos Preliminares

Teniendo en cuenta que la harina de manzana elaborada tiene un contenido signi-
ficativo de fibra dietética (38.5 g/100 g) y aztcares naturales (47.5 g/100 g, como
carbohidratos totales) (determinado en trabajos previos, datos no publicados), se
utilizéo como ingrediente funcional para la formulacién de premezclas para hornea-
dos ricos en fibra y reducidos en aziicar agregado.

Se formularon premezclas para galletas, muffins y tortas, con sustitucion parcial
de harina de trigo por harina de manzana, para estudiar los efectos de este ingre-
diente en las caracteristicas sensoriales del producto. El porcentaje de sustitucion
se eligi6 de manera tal que el producto pudiera etiquetarse como “fuente de fibra”,
que corresponde a un contenido de 2.5 g de fibra por porcion de producto listo
para consumo, segin el reglamento Mercosur, (Mercosur, 2012). Los ingredientes
bésicos para la elaboracion de las premezclas fueron obtenidos en el mercado local.
Las formulaciones para cada producto pueden verse en la Tabla 1, asi como su
reconstitucion con agua, aceite y huevos.
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Tabla 1. Composicion de las premezclas y del producto listo para consumo.

Cantidad en Cantidad en el producto
. la premezcla (%) listo para consumo (%)
Ingrediente
Galleta Torta Muffin Galleta Torta Muffin
Harina de trigo 33,06 35,67 28,93 21,47 20,68 18,97
Blarfin dle 44,08 23,18 20,11 28,62 13,44 13,18
manzana
Edulcorante* 1,76 - - 1,14 - -
Aztcar 16,53 31,21 49,04 18,09
Polvo de hornear 2,37 4,46 1,93 2,58
Leche en polvo ~ 357 ~ B 2.07 B
descremada ’ ’
Canela 2,20 1,92 - 1,43 0,50 -
Aceite vegetal - - - 10,73 7,75
Huevos - - - 17,89 12,92
Agua - - = 6,44 21,97
* Splenda

Para todas las formulaciones se mezclaron los ingredientes secos de tal manera
que se obtuvieron 182 g, 222 g y 286 g de polvo para la galleta, la torta y el
muffin, respectivamente.

Para las galletas, se mezclé el polvo con 18 ml de agua, 30 g de aceite y un
huevo, se estird la masa de 5 mm de espesor y se cortaron las galletas de 5 cm de
diametro, para luego ser horneadas a 180°C, durante 16 minutos.

Para la torta, se mezcld el polvo con 85 ml de agua, 30 g de aceite y un huevo,
se coloco la masa en una tartera de 22 cm de didmetro y fue horneada a 170°C,
durante 15 minutos.

Para los muffins, se mezcl6 el polvo con 60 ml de agua, 40 g de aceite y un
huevo, se coloco la masa en moldes y se horneo a 170°C, durante 15 minutos.

Formulacion final

En base a los resultados obtenidos en los ensayos preliminares, se eligio la torta
para continuar con los estudios de aceptacion en relaciéon a otras tortas comercia-
les, pero se reformuld eliminando la canela de su composicion ya que fue motivo
de rechazo por gran parte de los consumidores.

Nuevamente, para la elaboracion del producto se mezclaron los ingredientes
secos de manera tal que se obtuvieron 222 g de polvo, a los cuales se agregaron
85 ml de agua, 30 g de aceite y un huevo. La masa obtenida fue colocada en una

tartera de 22 cm de didmetro y horneada a 170°C, durante 15 minutos.
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Evaluacién sensorial
Ensayos Preliminares

Se llevo a cabo una evaluacion sensorial para estudiar la aceptabilidad de los productos
desarrollados. La evaluacion consistié en tres sesiones en las que cada formulacion
(galleta, muffin y torta) fue evaluada en cuanto a su aceptabilidad general y
dulzor. Cada producto fue evaluado por estudiantes y trabajadores de la Uni-
versidad Catolica del Uruguay. En la evaluacion de galletas participaron 77
consumidores, 60% hombres y 40% mujeres, con edades entre 17 y 70 afios. En
la evaluacion de muffins participaron 70 consumidores, 50% hombres y 50% mu-
jeres, con edades entre 18 y 60 afios. Y en la evaluacion de tortas participaron
80 consumidores, 51% hombres y 49% mujeres, con edades entre 14 y 63 afos.

Durante cada sesion, las muestras fueron servidas en platos plasticos utili-
zando nimeros aleatorios de tres digitos para su codificacion. La aceptabilidad
general fue evaluada con una escala hedonica de nueve puntos, desde 1 (“me
disgusta muchisimo”) a 9 (“me gusta muchisimo”). El dulzor se evalu6 mediante
escalas de adecuacion JAR (“just about right”), con una escala hedénica de sie-
te puntos, donde 1 correspondia a “poco dulce”, 4 a “lo justo” y 7 a “demasiado
dulce”.

Cada prueba inclufa ademés entre 14 y 17 atributos para ser marcados por
los consumidores bajo la consigna “marque todo lo que corresponde” (CATA).
CATA es una técnica que se utiliza cada vez mas en la investigacion de la
aceptabilidad de los alimentos, que consiste en una lista de multiples atributos
entre los cuales los encuestados deben seleccionar los que consideren aplicables
a las muestras que se evaltian. La principal ventaja de este tipo de cuestionario
es que permite seleccionar multiples opciones en lugar de obligar a los consu-
midores a centrar su atencién en atributos especificos para evaluar (Tarrega,
et al., 2016).

Formulacion final y comparaciéon con productos del mercado

Con el objetivo de comparar la torta elaborada con la premezcla experimental
con las tortas de las premezclas mas vendidas en el mercado, se llevd a cabo
una evaluaciéon sensorial que consistiéo en una tdnica sesiéon en la que la torta
experimental fue servida junto con tres tortas de premezcla comerciales, dos de
vainilla (tortas 1 y 2) y una de naranja (torta 3).

La evaluacion fue realizada por 104 estudiantes y trabajadores de la Uni-
versidad Catolica del Uruguay, de los cuales el 58% eran hombres y el 42%
mujeres, cuyas edades estaban comprendidas entre 17 y 60 afios.

Las muestras fueron servidas en platos plasticos, codificadas utilizando nu-
meros aleatorios de tres digitos, presentadas en orden aleatorio de presentacion
entre los consumidores. La aceptabilidad general fue evaluada en una escala
hedonica de nueve puntos, desde 1 (“me disgusta muchisimo) a 9 (“me gusta
muchisimo”). El dulzor se evalué mediante el uso de escalas JAR (“just about
right”) de adecuacion, en una escala hedoénica de siete puntos, donde 1 corres-

pondia a “poco dulce”, 4 a “lo justo” y 7 a “demasiado dulce”.
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Cada prueba inclufa ademéas 21 atributos para ser marcados por los consumi-
dores bajo la consigna “marque todo lo que corresponda” (CATA), es decir,
debiendo marcar todos aquellos atributos que consideran adecuados para des-
cribir a la muestra.

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar. Se llevo
a cabo un analisis de varianza (ANOVA) para comparar la aceptabilidad de las
muestras, y se utilizo la prueba de Tukey para hallar diferencias significativas entre
las medias (p = 0,05). Para cada muestra, las frecuencias para “poco dulce”, “muy
dulce” y “lo justo” en la pregunta JAR de dulzor fueron calculadas. La frecuencia
de mencién de cada uno de los términos de la pregunta CATA fue determinada,
y se utilizaron las pruebas Q de Cochran y diferencia critica de Sheskin para
determinar diferencias significativas dentro de las muestras para cada término.
Finalmente, se utilizo en Anéalisis de Componentes Principales para relacionar la
aceptabilidad de las muestras con los términos de la pregunta CATA. Los andlisis
fueron realizados utilizando el programa XLSTAT Version 2011 (Addinsoft, 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos Preliminares

En la Figura 1 se puede observar una fotografia de los productos desarrollados
listos para consumir. Todas las formulaciones poseen un color amarronado y una
textura visual arenosa. El color observado en los productos desarrollados es consis-
tente con los resultados obtenidos por Alongui y otros (2019), que obtuvieron un
mayor grado de pardeamiento en galletas con harina de manzana al compararlas
con la formulacion de referencia. Esta diferencia fue atribuida no solo a la dife-
rencia de color provista por la materia prima sino también a la presencia de con-
centraciones mas altas de fructosa y glucosa que intervienen en las reacciones de
Maillard, generando una mayor concentracion de melanoidinas y otros productos

de la reaccién, que a su vez intervienen en el sabor del producto.

a) c)

Figura 1. Fotografia de los productos listos para consumo: a) Galleta; b) Muffin;
¢) Torta.
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Del analisis de la evaluacion de la aceptabilidad para los tres productos ensayados, se
observa que la galleta y el muffin no alcanzaron un valor aceptable en la escala selec-
cionada (5.29 y 5.11, respectivamente) de acuerdo con Mufioz y otros (1992), quienes
consideran un puntaje de 6.0 en una escala hedénica de 9 puntos como un limite co-
mercial o de calidad. En el caso de la torta, su aceptabilidad fue de 6.63.

La aceptabilidad observada en los productos desarrollados en este estudio fue més
baja que la que obtuvieron productos similares en investigaciones realizadas por otros
autores. Mir y otros (2017) obtuvieron valores comprendidos entre 7.25 y 7.57 en galle-
tas a base de arroz enriquecidas con distintas concentraciones de harina de manzana,
y Singh y otros (2012) reportaron valores entre 6.22 y 6.35 para tortas formuladas con
distintas concentraciones de salvado de maiz. Sin embargo, estos autores observaron
que el grado de aceptabilidad decrecia conforme aumentaba la concentracion de fibra,
lo cual permite explicar la baja aceptabilidad obtenida en los productos formulados,
teniendo en cuenta que poseen un mayor porcentaje de sustitucion de harina de trigo
por harina rica en fibra que en los estudios mencionados anteriormente.

De acuerdo al anélisis de frecuencias calculadas para la pregunta JAR, la mayoria
de los consumidores percibi6 el dulzor de la torta como justo (65.0%), mientras que
la galleta y el muffin fueron clasificados como no suficientemente dulces (36.8% y
31.4% respectivamente). Se esperaba que la galleta fuera percibida como menos dulce,
teniendo en cuenta que es la formulacion con mayor porcentaje de harina de manzana
y menor contenido de azticar. Sin embargo, aunque el muffin fue formulado con el
contenido mas alto de azucar, también fue clasificado como no suficientemente dulce.
La frecuencia de uso de los términos que los consumidores hallaron adecuados para
describir a cada formulacién se muestra en la Tabla 2. Entre los méas relevantes, la
galleta fue percibida como seca, la torta fue percibida como himeda, tierna, sabrosa,
esponjosa y de sabor intenso, y el muffin fue percibido como tierno, himedo, con
retrogusto y blando. Muchos consumidores percibieron que la torta tenifa un sabor
intenso debido a la canela. De hecho, una gran parte de ellos escribi6 en la evaluacion
“demasiada canela”.
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Tabla 2. Frecuencia de uso (%) de los términos sensoriales incluidos en la pregunta
CATA para las premezclas desarrolladas.

Frecuencia relativa (%)

Atributo
Galleta Torta Muffin
Tierno Bab 61f 561
Hamedo 42p 48°f 33¢d
Seco 68! 162bed IEE
Sabroso 354 60' -
Desagradable 12 12 1020
Sabor a fruta 19abede 14abe 26abe
Amargo 19abede 8 20nbe
Sabor intenso 25b-ede 404t 93abe
Retrogusto 29cde 29bede 39¢d
Desmenuzable 142bed 18ubed 94abe
Acido 1* - -
Grasoso 3ab - 118b
Poco sabor 19abede Hab 16a-be
Saludable 39¢ 33cde 300be
Blando Qgabe _ 3404
Crocante 8abe - _
Arenoso 25bede 6ab -
Esponjoso - 63" _
Apelmazado - 38 40
Sabor artificial = - 17abe

Las letras diferentes dentro de una misma columna indican diferencia significativa (p<0,05 prueba Q de
Cochran). En negrita figuran aquellos porcentajes méas relevantes para cada producto.

Por otro lado, es interesante mencionar que cerca del 30% de los consumidores per-
cibieron todas las formulaciones como saludables. De acuerdo con Dhingra y otros
(2012), la incorporacion de fibra en los productos puede cambiar su consistencia, tex-
tura, comportamiento reologico y caracteristicas sensoriales. Segin Yue y Waring,
(1998), los consumidores a menudo perciben que la fibra tiene un sabor fuerte y una
textura aspera, y que provoca una sensacion de sequedad en boca. El color oscuro,
una desagradable sensacién en boca y el enmascaramiento del sabor son los atributos
negativos asociados a los productos con alto contenido de fibra, que a su vez son re-
lacionados con productos menos gustosos, pero més saludables, razon por la cual los

consumidores eligieron el término “saludable” para describir las muestras.

Premezcla final y comparaciéon con productos del mercado

La Figura 2 muestra una fotografia de los productos evaluados. A simple vista, se
puede observar una diferencia significativa entre el color de la torta elaborada con la
premezcla experimental y las tortas elaboradas con las premezclas comerciales. La tor-
ta experimental resulté mucho més oscura; como se mencioné anteriormente, se debe

principalmente al color marrén de la harina de manzana, pero también puede deberse
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a un mayor grado de ocurrencia de las reacciones de Maillard por el aumento de las
concentraciones de glucosa y fructosa (Alongui, et al., 2019). A su vez, la premezcla
experimental se ve menos esponjosa que las deméas, con una textura visualmente més
rugosa, lo cual también puede deberse a la incorporacion de fibra. Segin Quiles y otros
(2018), los principales problemas generados por la incorporacion de fibra de bagazo
de frutas en productos horneados provienen de los efectos perjudiciales que genera la
fibra en la creacion de una estructura aireada. En general, la sustitucion de la harina
de trigo por fibra disminuye el desarrollo del producto, y debido a la mayor densidad,
la textura de los productos finales se vuelve mas firme, gomosa y menos cohesiva.
De hecho, la textura es el atributo sensorial més influenciado por la presencia de fibra
en tortas y muffins, siendo el principal motivo de rechazo de estos productos frente a

los convencionales.

o
~ !i‘f‘«"'f(%f

————

a) b)) SR o

Figura 2: Fotografia de los productos involucrados en la comparacion: a) Torta 1;
b) Torta 2; ¢) Torta 3; d) Torta experimental.

De acuerdo con el anélisis de la aceptabilidad, no se encontraron diferencias sig-
nificativas entre la torta experimental (5.34) y la torta 2 (5.82), pero si con las
tortas 1 (6.70) y 3 (6.68) (p = 0.05%). En esta instancia, la aceptabilidad de la
torta elaborada con la premezcla experimental fue menor que en la evaluacién rea-
lizada en los ensayos preliminares, y no alcanzo el limite comercial establecido por
Mufioz y otros (1992). Esto puede deberse al hecho de que, en este caso, la torta
experimental fue evaluada junto con tortas con un contenido mas alto de grasa y
aztcar, lo cual esta relacionado con una mayor aceptabilidad general (Baixauli, et
al., 2008). Otra posibilidad es que la canela agregada en la primera formulacion
estuviese enmascarando algin sabor no deseado de la harina de manzana. Aun
asi, la aceptabilidad de la torta experimental no mostr6 diferencias significativas
con una de las tortas elaboradas con premezclas lideres del mercado, lo que per-
mite decir que existe una oportunidad en el mercado para este producto, aun no
habiendo alcanzado el limite comercial mencionado anteriormente. Por otro lado,
estos puntajes fueron obtenidos realizando evaluaciones en ciego, con lo cual los
consumidores pierden de vista el valor agregado que brinda la informaciéon nutricio-
nal del producto, lo que podria afectar la aceptabilidad y/o el interés de compra.
Respecto a las frecuencias calculadas para cada seccion en la pregunta JAR, el
dulzor de todas las tortas fue mayoritariamente clasificado como “lo justo” (torta
experimental, 52.4%; torta 1, 56.3%; torta 2, 44.2%; torta 3, 61.2%). Sin embargo,

las tortas comerciales tuvieron mayores porcentajes en la seccién de “muy dulce”
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(torta 1, 30.1%; torta 2, 26.9%; torta 3, 33.0%), mientras que la torta experimental
tuvo mayor frecuencia en la secciéon de “poco dulce” (41.7%). Estos resultados son
consistentes con el contenido de aztucar de cada formulacion, teniendo en cuenta que
la premezcla de la torta experimental fue formulada para tener un menor contenido de
azucares que los productos convencionales, resultando en un menor grado de dulzor.

Por otro lado, como la torta experimental fue comparada con formulaciones con
un mayor contenido de azticar, era de esperarse que fuera percibida como menos dulce
que cuando fue evaluada de manera individual.

Los porcentajes de términos que los consumidores hallaron adecuados para des-
cribir a cada muestra se pueden observar en la Tabla 3. De los 21 términos incluidos
en la pregunta, 17 mostraron diferencias significativas entre las muestras, particular-
mente entre la torta experimental y las comerciales, para los atributos sabor extrafio,
humeda, seca, arenosa, tierna, saludable, dulce, esponjosa, facil de masticar y fibrosa.
De acuerdo con los porcentajes de términos que los consumidores hallaron adecuados
para describir a cada muestra, se observa que, en general, los consumidores percibieron

diferencias en las caracteristicas sensoriales y no sensoriales de las tortas evaluadas.

Tabla 3. Frecuencia de uso (%) de los términos sensoriales incluidos en la
pregunta CATA para la comparacion de productos.

Frecuencia %

Atributo
Torta Experimental Torta 1 Torta 2

..... Casera 42 ) 50° 42°
Sabor extrafio 33 42 40

..... Apelmazada 12 H 6" 19°
Sabrosa 17 50° 29*
..... Retrogusto 200 } 12 92
Alta en calorias 3 5e 6"

..... Humeda 13* H 60¢ 41°
..... Seca 44° H & 120
Desagradable 48 0* 1#
..... Sabor intenso & ) 8* 42
Arenosa 39° 5% S8

..... Tierna 19* H 60" et
Poco sabor 19b¢ 9eb 265
..... Sabor a fruta 11# ) 28 &
Saludable 320 8* 11*

..... Dulce 13* H 43° 31°

Esponjosa 21 83¢ 68"
Fécil de masticar 34 63" 59P

..... Amarga 6" H 0* 2%
..... Dificil de masticar 2° H 2° 4

Fibrosa 30" 1= 0*

Valores con letras iguales para una misma fila no presentan diferencias significativas (prueba Q de Cochran).
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El Analisis de Componentes Principales (PCA) permitié identificar dos grupos
distintos de muestras (Figura 3), en los cuales los primeros dos componentes del
PCA explicaron un 85.5% de la variabilidad de los datos. El primer grupo, com-
puesto por las tortas elaboradas con premezclas comerciales, esta fuertemente re-
presentado por los atributos esponjosa, hiimeda, tierna y dulce, mientras que el
segundo grupo, compuesto inicamente por la premezcla experimental, parece estar
fuertemente representado por atributos como sabor extrafio, arenosa, fibrosa, seca

y saludable.
Biplot (ejes F1 y F2: 85,53%)
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Figura 3. Analisis de Componentes Principales (PCA) de la matriz formada
por muestras como filas y términos de la pregunta CATA como
columnas.

En general se observa que los términos utilizados para describir la torta experimental
fueron los que se emplean usualmente para describir los productos con alto contenido
de fibra, resultando en caracteristicas que hicieron que los consumidores rechazaran el
producto al compararlo con las tortas comerciales. Esto es consistente con los resulta-
dos obtenidos por Baixauli y otros (2008), que estudiaron la aceptabilidad general y la
percepcion “saludable” de tres tipos de muffins (normal, integral y enriquecido), notan-
do que el muffin integral era el que tenia menor aceptabilidad debido a las caracteristi-
cas consideradas negativas, impartidas por la fibra. Por otro lado, estas caracteristicas
también hicieron que los consumidores percibieron el producto como mas saludable.
De acuerdo con los resultados del analisis de varianza en los datos de aceptabili-

dad ya mencionados, las tortas 1 y 3 tuvieron los mayores puntajes de aceptabilidad
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general, por lo que los términos esponjosa, hiimeda, tierna y dulce podrian ser consi-
derados como atributos que tienen un impacto positivo en la aceptabilidad, mientras
que arenosa, sabor extrafio y seca tendrian un impacto negativo.

Respecto al andlisis de términos vinculados a atributos que tienen un impacto posi-
tivo en la aceptabilidad, y aquellos que por el contrario tienen un impacto negativo, los
resultados observados en este trabajo concuerdan con lo encontrado por otros autores.
Segiin un estudio realizado por Tarrega y otros (2016) en bizcochuelos, observaron que
sabor extrafio es el atributo con peor impacto en la aceptabilidad, seguido de poco
sabor y seca, mientras que esponjosa, facil de masticar, dulce y tierna son atributos
que tienen un impacto positivo. Por otro lado, Baixauli y otros (2008) reportaron que
la aceptabilidad general esta correlacionada negativamente con la conciencia de la
salud cuando no se provee informacion a los consumidores. La relacion negativa entre
este término no sensorial y la aceptabilidad puede indicar que la falta de placer al
ingerir la muestra, acompaifiado de su textura y color, lleva al consumidor a pensar
que la muestra es saludable, lo que proviene del conflicto usualmente percibido entre
una alimentacion saludable y una alimentacion disfrutable. Este comportamiento
también se observo en la evaluacion realizada en este estudio, donde la torta expe-
rimental tuvo una aceptabilidad menor que las comerciales y fue percibida como
saludable por gran parte de los consumidores.

Ademés, todas las tortas fueron clasificadas como caseras, lo cual es razonable
considerando que se trata de productos que son parcialmente preparados en el hogar
de los consumidores.

Un hecho fundamental a tener en cuenta es que las evaluaciones fueron realizadas
en “ciego”, es decir, el consumidor no contaba con la informacion (por ejemplo, nutri-
cional) del producto, aspecto que se deberia profundizar en otros estudios. Estudios
posteriores con informacion nutricional deberian llevarse a cabo para evaluar el im-
pacto de esta informacion en la aceptabilidad del producto y ver si existe un mercado
potencial dispuesto a comprometer el sabor de los alimentos a cambio de posibles
beneficios para la salud a largo plazo. De hecho, Baixauli y otros (2008) reportaron
que incluso si el grado de aceptabilidad permanece inalterado al realizar evaluaciones
con y sin informacion, el interés de compra y la tendencia a recomendar el producto

puede aumentar si se espera un beneficio para la salud.
CONCLUSIONES

El desarrollo de premezclas utilizando un subproducto, como el bagazo de manzana,
constituye una nueva categoria de alimento funcional que satisface tanto necesidades
de los consumidores como de la industria. Se trata de un producto practico, casi listo
para consumir, de alto valor agregado y cuyo proceso de recategorizacion de residuo a
nuevo ingrediente es amigable con el medio ambiente.

Sin embargo, aunque el uso de bagazo de manzana permite desarrollar alimentos
que podrian etiquetarse como “fuente en fibra”, esta tiene un efecto negativo en las
caracteristicas sensoriales de los productos desarrollados. Los productos horneados
enriquecidos en fibra se caracterizan por tener una textura aspera, sabor intenso y
generar una sensacion de sequedad en boca, que son motivo de rechazo por gran parte

de los consumidores, quienes prefirieron las formulaciones comerciales.

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2021, No. 21 (52 - 67)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

64



TRIAS, CURUTCHET, ARCIA, COZZANO
REVALORIZACION DEL DESCARTE ORIGINADO POR LA PRODUCCION DE JUGO... DOI: 10.12461/21.04

En este sentido, deberian llevarse a cabo investigaciones més profundas para evaluar
el impacto que tendria la informacion nutricional en la aceptabilidad del producto,
pudiendo asi determinar su viabilidad economica.

Finalmente, se puede decir que la reutilizacion de subproductos de la agroindustria
podria no solo contribuir a reducir los descartes y limitar el impacto ambiental de la
produccion de alimentos, sino que también puede formar parte de una estrategia para

combatir la incidencia de enfermedades asociadas a una alimentacién inadecuada.
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RESUMEN

Los frutos secos contienen un alto contenido de acido oleico y/o acidos poliinsatura-
dos, por lo que su ingesta reduce los niveles de colesterol total y colesterol LDL en
sangre, lo que se asocia a una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares.
A su vez, los frutos secos podrian tener efectos beneficiosos en la salud humana
debido a la presencia de antioxidantes (polifenoles y tocoferoles). En el presente
trabajo se determiné el contenido de lipidos, el perfil en acidos grasos y el con-
tenido de polifenoles y tocoferoles de algunos frutos secos: nueces, nueces pecan,
avellanas, almendras, mani, pistachos y castainas de caji. Se optimizé la extrac-
cion de los polifenoles en avellanas mediante la utilizacion de diferentes mezclas
de solventes y distintas condiciones de temperatura y tiempos de extracciéon. Con
la mezcla agua/acetona (80:20) a 25 °C, durante 24 horas, se obtuvo el mayor
contenido de polifenoles. El contenido de polifenoles de los extractos obtenidos de
los frutos secos presento valores en el rango entre 427 ppm (almendras) y 8805
ppm (nueces), mientras que el contenido de tocoferoles, entre 160 ppm (castafias
de caji) y 358 ppm (nueces). Se concluye que los frutos secos analizados poseen
contenidos importantes de antioxidantes, pero en cantidades diferentes. Ademas,
la cascara ofrece una barrera para enlentecer los procesos de oxidacion del aceite
presente en el fruto.

PALABRAS CLAVE: icidos grasos, polifenoles, tocoferoles, oxidacion.
ABSTRACT
Nuts contain a high content of oleic acid and/or polyunsaturated acids, so their

intake reduces the level of total cholesterol and LDL cholesterol in the blood,

which is associated with a lower incidence of cardiovascular diseases. Besides, nuts
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could have beneficial effects on human health due to the presence of antioxidants
(polyphenols and tocopherols). In this study, lipid content, fatty acid profile and
polyphenols and tocopherols content of some nuts were determined: walnuts,
pecans, hazelnuts, almonds, peanuts, pistachios and cashews. The extraction of
polyphenols in hazelnuts was optimized by using different mixtures of solvents as
well as several conditions of temperature and extraction times. The mixture water/
acetone (80:20) at 25 °C during 24 hours showed the highest content of polyphenols.
The polyphenol content of the extracts obtained from the nuts showed values in
the range between 427 ppm (almonds) and 8805 ppm (walnuts), while the content
of tocopherols, ranges between 160 ppm (cashews) and 358 ppm (walnuts). Thus,
the analyzed nuts have important antioxidant contents but in different amounts.
Furthermore, the nutshell offers a barrier to slow down the oxidation processes of
the oil present in the product.

KEYWORDS: fatty acids, polyphenols, tocopherols, oxidation.

RESUMO

Os frutos secos possuem alto teor de acido oleico e/ou acidos poliinsaturados, razao
pela qual sua ingestao reduz os niveis de colesterol total e LDL no sangue, que esta
associado & menor incidéncia de doengas cardiovasculares. Além disso, os frutos
secos poderiam apresentar efeitos benéficos a satide humana devido a presenga de
antioxidantes (polifendis e tocoferois). No presente trabalho, foram determinados o
teor de lipidios, o perfil de acidos graxos e o teor de polifenois e tocoferdis de alguns
frutos secos: nozes, noz-peca, avela, améndoa, amendoim, pistache e castanha de
caju. A extragdo dos polifendis nas avelds foi otimizada pelo uso de diferentes
misturas de solventes em diferentes condi¢des de temperatura e tempos de extragao.
Com a mistura dgua/acetona (80:20) a 25 °C por 24 horas, obteve-se o maior teor
de polifenois. O teor de polifenois dos extratos obtidos dos frutos secos apresentou
valores na faixa de 427 ppm (améndoas) a 8805 ppm (nozes), enquanto o teor de
tocoferol, entre 160 ppm (castanha de caju) e 358 ppm (nozes). Consequentemente,
os frutos secos analisados tém um conteido antioxidante significativo, mas em
quantidades diferentes. Além disso, a casca oferece uma barreira para retardar os
processos de oxidagao do 6leo presente.

PALAVRAS-CHAVE: icidos graxos, polifenéis, tocoferois, oxidagéo.

INTRODUCCION

Los frutos secos son alimentos grasos tradicionalmente asociados a la dieta medite-
rranea. Su consumo habitual, en dosis moderadas, reduce los niveles de colesterol
total y de colesterol LDL en sangre y se los asocia, junto con otros alimentos, a una
menor incidencia de enfermedades cardiovasculares (Garrido, et al., 2007, Chang, et
al., 2016, Bitok y Sabaté, 2018). En julio del 2003, la FDA autorizo a los productores
de estos alimentos a exhibir sus propiedades benéficas declarando que el consumo de
42 gramos diarios de muchos de estos frutos como parte de una dieta baja en gra-
sas saturadas y colesterol puede reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Miraliakbari y Shahidi, 2008a). En general, los aceites derivados de frutos secos son
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ricos en acidos grasos monoinsaturados (entre los cuales predomina el acido oleico),
en menor cantidad en 4cidos grasos poliinsaturados (predominantemente acido
linoleico), y en una cantidad muy baja en acidos grasos saturados (Miraliakbari y
Shahidi, 2008a, 2008b).

Ademaés de su contenido y perfil lipidico, los efectos beneficiosos de los frutos
secos en la salud humana se atribuyen a la presencia, entre otros, de compuestos
con actividad antioxidante (Gonciioglu y Gokmen, 2017). Estos compuestos an-
tioxidantes se encuentran tanto en la semilla como en las diferentes cubiertas que
recubren al fruto, evitando o retrasando la oxidacion de los acidos grasos (Garrido,
et al., 2007). Dentro de los antioxidantes naturales presentes se encuentran los
polifenoles y los tocoferoles. Estudios previos sefialan que los polifenoles poseen
efectos antioxidantes, que previenen determinadas patologias como enfermedades
coronarias y algunos tipos de cancer, entre otros (Contini, et al., 2008). En tanto,
los tocoferoles presentan tanto actividad antioxidante in wvitro, protegiendo de la
oxidacion al aceite y a los alimentos que los contienen, como actividad in vivo,
protegiendo a células y tejidos humanos frente a los radicales libres. El a-tocoferol
presenta maxima actividad in vivo, mientras los demas tocoferoles (B, vy y d-toco-
ferol) otorgan gran proteccion a los aceites y, en consecuencia, a los alimentos que
los contienen (del Moral Navarrete, 2016). Un review reciente (Machado De Souza,
et al., 2017) es importante para entender los efectos de los frutos secos sobre la
salud humana.

El agregado de antioxidantes a los alimentos es uno de los métodos mas efecti-
vos para retrasar la oxidacion lipidica. Ello mejora la estabilidad oxidativa de los
lipidos y, por ende, aumenta la vida 1til de los alimentos de manera de prevenir la
pérdida de calidad sensorial y nutricional. Los antioxidantes sintéticos como BHA
(Butilhidroxi-anisol), BHT (Butilhidroxi-tolueno), TBHQ (Terbutilhidroquinona)
y PG (Galato de propilo) son utilizados habitualmente en muchos alimentos para
prevenir la rancidez de las grasas y/o aceites. Estos antioxidantes presentan una
serie de desventajas, por ejemplo: poseen diferente volatilidad y se descomponen
facilmente a altas temperaturas, lo que restringe su uso (Maestro y Borja, 1993).
Ademas, existe una preocupacion cada vez mayor respecto a los peligros potencia-
les que pueden causar los antioxidantes sintéticos debido a su posible toxicidad y a
la presuncion de una posible accion como promotores de la carcinogénesis (Namiki,
1990, Pokorny, 1991). En nuestro pafs se permite el uso de ciertas cantidades de
BHA, BHT y TBHQ como aditivos en algunos alimentos, ejerciendo la funcién de
antioxidantes. Los limites en grasas y aceites son de 100 mg/Kg para el BHA, y
200 mg/Kg para BHT y TBHQ. Por lo tanto, existe interés en aumentar el uso
de antioxidantes naturales ya que se presume que podrian ser mas seguros para la
salud humana (Nepote, et al., 2002).

Los polifenoles y tocoferoles son antioxidantes naturales, y se clasifican como
primarios ya que intervienen directamente en la interrupcion de la cadena de
oxidacion mediante la donacioén de hidrogeniones: no detienen la formacion de los
radicales libres que se generan en la oxidacién sino que, al reaccionar con ellos,
los estabilizan y se producen radicales del antioxidante que son menos activos, o
sea que el antioxidante se consume durante la reaccion de oxidacion (Badui, 2006;
Armenteros, et al., 2012).
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Existen diversos factores que afectan la eficiencia de extraccion de distintos com-
puestos, entre los que se encuentran: la naturaleza del material del cual se extrae,
los solventes empleados en el procedimiento y las condiciones en las que se realiza
la extraccion (tiempo, temperatura, etcétera) (Kumar y Keum, 2016). Muchos
investigadores han estudiado diversos sistemas de solventes con el objetivo de ana-
lizar dicha influencia, pero un analisis bibliogréafico detallado permite comprobar
que los solventes mas utilizados y convenientes para la extraccion de compuestos
fenoélicos son soluciones metandlicas, etandlicas y acetonicas al 70-80% (Contini, et
al., 2008). Ademaés, los mismos presentan distintas polaridades, factor que se espe-
ra influya de manera importante en la extraccion de estos compuestos (Delgado,
et al., 2010).

Delgado y otros (2010) utilizaron los siguientes solventes y condiciones para la
extraccion de polifenoles en avellanas: agua en ebullicion (45 minutos), metanol a
temperatura ambiente (24 hs.), metanol a temperatura ambiente (48 hs.), agua/
acetona (80:20) (24 hs.), agua/acetona (80:20) (48 hs.), agua/acetona (80:20) (72
hs.), encontrando que las condiciones dadas por el agua en ebullicion durante 45
minutos fueron las que determinaron los mayores contenidos de polifenoles totales
((44.3 £ 7.7) mg GAE/g extracto). Las extracciones con metanol siempre mostra-
ron las menores concentraciones, observando ademés que un aumento en el tiempo
de extraccion condujo a una reduccion del contenido de polifenoles ((9.82-12.1) mg
GAE/g extracto). Respecto a los extractos obtenidos con la solucion de acetona, se
observo que el tiempo de contacto de 24 horas es aparentemente suficiente para la
extraccion de polifenoles, dado que no se presentaron variaciones significativas en
las tres extracciones realizadas en diferentes tiempos de extraccion.

Garrido y otros (2007) realizaron un estudio similar sobre distintos subpro-
ductos del procesado de la almendra (piel, cdscara y mesocarpio), utilizando 8
mezclas de extraccion diferentes durante 3 minutos en bafio de ultrasonido: me-
tanol/HC1 (1000:1), metanol/agua (50:50), [metanol/HCI1 (1000:1)/agua] (50:50),
acetona/agua (50:50), [acetona/HCI (1000:1) /agual (50:50), acetona/agua (80:20),
[acetona/HCI (1000:1)/agua] (80:20), agua en ebullicion. Los resultados muestran
diferencias respecto a cuél solvente permite obtener la mayor concentracion de
polifenoles en las distintas partes del fruto: en la piel, la mezcla acetona (acidulada
y no acidulada)/agua (50:50) y acetona acidulada/agua (80:20); en la céscara, la
mezcla acetona (acidulada y no acidulada)/agua (80:20); y en el mesocarpio, la
mezcla acetona (acidulada y no acidulada)/agua (50:50). Gao y otros (2019) uti-
lizaron como solventes de extracciéon en nueces: hexano, acetato de etilo, éter de
petroleo, mezcla cloroformo/metanol, (2:1) y acetona. Los autores determinaron
que el acetato de etilo fue el mejor solvente para extraer lipidos de nuez (68.3%),
mientras que la extracciéon con hexano dio comparativamente menor contenido de
acido linoleico (62.9%), la mezcla cloroformo/metanol fue adecuada para extraer
tocoferoles (578,0 mg/kg) y finalmente en la extraccién con acetona se obtuvo el
mayor contenido de polifenoles (98,1 mg GAE /kg).

En el estudio desarrollado por Miraliakbari y Shahidi (2008a) se utiliza el
método HPLC para determinar el contenido de tocoferoles totales en almendras,

avellanas, nueces pecan, pistachos y nueces, entre otros, utilizando hexano como
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solvente de extraccion. Sus resultados muestran que el aceite de avellana presenta
el mayor contenido de tocoferoles totales (461.8 £1.9 mg/kg de aceite), seguido
por el aceite de nuez pecan (453.9 + 1.8 mg/kg de aceite), el aceite de nuez (402.3
+ 1.9 mg/kg de aceite), el aceite de pistacho (334.3 £ 1.7 mg/kg de aceite) y por
ultimo el aceite de almendra (243.8 &+ 1.1 mg/kg de aceite). Stuetz y otros (2017)
determinaron que el contenido de o tocoferoles es elevado en las almendras y las
avellanas, mientras que los pistachos y las nueces son ricos en y tocoferoles.

Por todo lo expuesto anteriormente, resulta de interés la extracciéon y cuanti-
ficacion de polifenoles y tocoferoles presentes en diferentes frutos secos comercia-
lizados en Uruguay mediante HPLC, y el estudio de la estabilidad de los aceites
derivados de los mismos con el tiempo. Ademas, se considerd la extracciéon y
cuantificacion de polifenoles y tocoferoles en manies, antes y después de diferentes

procesos de coccion.
MATERIALES Y METODOS

Los frutos secos utilizados fueron los siguientes: almendras (con céscara), avella-
nas, castafias de caji, nueces (con cascara), nueces pecan (con cascara), mani (con
cascara) y pistachos adquiridos crudos en comercios locales. Es importante resaltar
que, para asegurar un muestreo representativo en todos los ensayos que posterior-
mente se detallan, se molieron entre 20-30 unidades de cada fruto seco, y luego se
extrajo de esta muestra la masa necesaria para cada anélisis.

Extraccién de aceite: se peso 0.5 g de fruto seco finamente molido y se agrego
25 mL de una mezcla hexano/isopropanol (3:2, vol/vol) (Hara y Radin, 1978). Se
realizo la extraccion a temperatura ambiente con agitacion magnética vigorosa, por
1,5 horas, en tubos con tapa a rosca. El extracto resultante se centrifug6 a 3000
rpm, por 10 minutos (a temperatura ambiente), en una centrifuga marca Hermle,
modelo Z 200A, y posteriormente se extrajo la fase liquida a un segundo tubo con
tapa a rosca. El primer tubo se lavo dos veces con 5 mL de hexano/isopropanol, los
extractos organicos restantes se juntaron en el segundo tubo para luego realizar la
eliminacion del solvente mediante venteo con nitrogeno. Los aceites obtenidos fueron
almacenados en freezer hasta el momento de los analisis.

Para caracterizar los aceites de los diferentes frutos secos desde el punto de vista
de su composicion en acidos grasos, se utilizd cromatografia de gases, siendo nitroge-
no el gas portador, por lo que primeramente se derivatizoé la materia grasa extraida
segtin la técnica IUPAC 2.301 (International Union of Pure and Applied Chemistry,
1987). Se utiliz6 un cromatografo de gases marca Shimadzu, modelo 14B, equipado
con una columna marca Supelco SP2560 (100 m x 0,25 mm x 0,2um) con el siguiente
programa de temperatura: temperatura inicial de 90 °C, durante 2 minutos, aumen-
to hasta 175 °C con una velocidad de 20 °C/min y permanencia durante 35 minutos
a esa temperatura; aumento de temperatura desde 175 °C hasta 240 °C con una
velocidad de 15 °C/min, y permanencia a esa temperatura final durante 25 minutos.

Optimizacion del método de extraccion de polifenoles en avellanas:
se pesaron 6 g. de avellana finamente molida y se agreg6 el volumen de solvente
correspondiente en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, segiin la condiciéon a ensayar.

Posteriormente, se agito la mezcla durante el tiempo y temperatura establecidos por
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medio de un agitador magnético. El extracto resultante fue filtrado a vacio, inclu-
yendo tres etapas de lavado del residuo con 5 mL del solvente en ensayo, y luego fue
eliminado mediante liofilizacion, utilizando un Liofilizador Chirst alpha 1-4/Loc-1m.
Los extractos obtenidos fueron almacenados en freezer hasta el momento del anali-

sis. Las condiciones de extraccion ensayadas se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Diferentes condiciones de extraccion de polifenoles ensayadas en avellanas.

Solvente Temperatura (°C) Tiempo (h) Volumen (mL)

Agua 50 24 250

........... o i, - 9 - -
........... Acetona 25 H 24 H 60
Agua/Acetona (80/20) 25 24 60
........... Metanol 25 H 24 H 60
Agua/Metanol (80/20) 25 24 60
........... Etanol 25 H 24 H 60
Agua/Etanol (80/20) 25 24 60

Determinacion de polifenoles totales: para el analisis de polifenoles totales, la
extraccion se realizé con una mezcla agua/acetona, dado que resulto ser el método
6ptimo de extraccion en avellanas. Se peso 6 g del fruto seco finamente molido y se
agregd 60 mL de agua/acetona (80:20) en un matraz Erlenmeyer de 125 mL. Poste-
riormente, se agité la mezcla durante 24 horas a temperatura ambiente por medio
de un agitador magnético. El extracto resultante se filtr6 a vacio en un embudo
Biichner con papel de filtro. Se realizaron tres etapas de lavado del residuo con
5 mL de mezcla, y el solvente fue eliminado mediante liofilizacion, utilizando un
Liofilizador Chirst alpha 1-4/Loc-1m. Los extractos obtenidos fueron almacenados
en freezer hasta el momento del anélisis.

Analisis de polifenoles totales en el extracto: la determinacion del con-
tenido total de polifenoles se realiz6 por cromatografia liquida de alta resoluciéon
(HPLC), utilizando un cromatografo Shimadzu, modelo 20-A, equipado con un
detector de arreglo de diodos y con una columna Macherey-Nagel C18 (250 x 4,6
mm, 100 ym) a 40 °C. Se pesaron 10 mg del extracto obtenido en el liofilizador en
un vial y se adicion6 1 mL de mezcla metanol/agua (80:20). La deteccion de los
polifenoles fue realizada a una longitud de onda de 280 nm, segtin el método des-
crito por Jakopic y otros (2011). Para la cuantificacion de los polifenoles se utilizo

como estandar externo acido siringico (Sigma Aldrich).
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Analisis de tocoferoles totales: la determinacion del contenido total de toco-
feroles se realiz6 por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), utilizando
un cromatografo marca Shimadzu, modelo 20 A, equipado con un detector de fluo-
rescencia modelo RF 20A XS y con una columna Macherey-Nagel C18 (250 x 4,6
mm, 100 um) a 40 °C. Se pesaron 30 mg de aceite en un vial y se adicioné 1 mL de
isopropanol (calidad HPLC). Se inyecté 50 pL. de muestra y se registro el cromato-
grama a una longitud de onda de excitaciéon de 290 nm y a una longitud de onda de
emision de 330 nm, utilizando como fase mévil acetonitrilo, metanol, isopropanol y
agua bajo condiciones descritas en Andrikopoulos y otros (1991). La cuantificacion
de los tocoferoles se realizo mediante la utilizacion de una curva de calibracion, que
fue realizada con estandares de tocoferoles a, 8, v v 8 (Sigma Aldrich).

Estabilidad oxidativa del aceite obtenido de los diferentes frutos secos:
se estudio la influencia que tienen en el deterioro oxidativo, el tiempo de almacena-
miento y el contenido de tocoferoles en las distintas muestras (almendras, avella-
nas, castanas de caja, mani, nueces, nueces pecan y pistachos). Las nueces, nueces
pecan, mani y almendras fueron compradas con céascara con el objetivo de evaluar
la proteccion adicional que pudiese brindarle al fruto; para ello, se realizaron los
analisis de estabilidad sobre la misma muestra de estos frutos con y sin cascara.
El primer dia se retir6 la cdscara para obtener la cantidad necesaria estimada para
los anélisis sin cascara, y fueron almacenados de esta forma durante el tiempo de
estudio. También fueron almacenados los frutos con céscara desde el primer dia.
Tanto los frutos con y sin cascara fueron guardados a temperatura ambiente en
bandejas pléasticas con tapa agujereada para permitir el intercambio de oxigeno
y simular las condiciones reales de almacenamiento. El tiempo de estudio fue de
6 meses, toméndose muestras de las bandejas plasticas cada dos meses para los
analisis correspondientes.

Determinacién del Indice de Peréxidos: para la determinacion del Indice
de Perdxidos se utilizé como referencia la técnica AOCS Cd 8-53 (American Oil
Chemists’ Society, 1998).

Determinacion del contenido de polifenoles y tocoferoles totales en
mani expuesto a diferentes tratamientos térmicos: se estudio la influencia
que tienen distintos tratamientos térmicos de tostado en el contenido de polifenoles
y tocoferoles totales en las distintas partes que constituyen el mani. Los trata-
mientos seleccionados fueron horno a 200 °C, durante 20 minutos, y microondas a
potencia maxima (potencia de salida de microonda 800 W, potencia nominal 1200
W, frecuencia de microonda 2450 MHz), durante 4 minutos. Estos tratamientos
fueron comparados con los frutos sin ningtn tipo de proceso de tostado. Con el
objetivo de establecer qué parte del mani tiene mayor contenido de estos antioxi-
dantes y evaluar en cudles el tratamiento tiene mayor incidencia, se sometieron a
los procedimientos antes citados la piel, el fruto y la cascara separadamente. En el
caso del estudio del manf sin tratamiento térmico, se analizaron la piel y el fruto
en su conjunto, y la cascara, por separado debido a la dificultad de extraer la piel
del fruto que no ha sido sometido a un proceso de tostado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestra el porcentaje de grasa y la composicion en acidos
grasos de los aceites.

Entre los frutos secos en estudio, la nuez pecan present6 el mayor contenido
de lipidos (73,2 %). El contenido de lipidos en orden decreciente fue el siguien-
te: nueces pecan (73,2%) > nueces (65,9%) > avellanas (60,4%) > pistachos
(54,5%) > mani (51,4%) > almendras (48,3%) > castafias (48,1%). Kornsteiner
y otros (2006) estudiaron el contenido de lipidos (por el método de Soxhlet) de
algunos frutos secos y sus resultados muestran que el porcentaje varia desde
60,2% en avellanas, 56,7% en almendras, 64,2 % en nueces, 71,8 % en nueces
pecan, 52,8 % en pistachos, 47,1 % en castafias de caji y 51,6 % en mani. Los
resultados obtenidos en el presente estudio son similares a los mencionados
anteriormente y también a los reportados por otros autores, con variaciones
dependiendo del origen y el estado de los frutos secos (referido al momento de
la vida 1util del fruto en que se realiza la determinacion del contenido de lipidos)
(Miraliakbari y Shahidi, 2008b). Los acidos grasos que se identificaron como
mayoritarios son el 4cido oleico (18:1), con valores que oscilan entre 14,2% para
nueces y 84,7% para avellanas, y el acido linoleico (18:2), con contenidos en
el rango de 6,6% para avellanas y 63% para nueces. El acido oleico fue el ma-
yoritario en todas las muestras analizadas, a excepcion del aceite de nuez que
contiene acido linoleico en forma predominante (63%). De las muestras analiza-
das, el aceite de avellana presentd el mayor contenido de acido oleico (84,7%),
seguido del aceite de almendras (72,0%). El aceite de nuez fue el de menor
porcentaje de acido oleico (14,2%), pero resulté el mas rico en acido linoleico
(63%) y linolénico (13,2%). Entre los aceites en estudio, el de pistacho mostro
los mayores porcentajes de acido palmitico (12,2%), mientras que el aceite de
castaflas de caju fue el més rico en acido estearico (7,1%). Teniendo en cuenta
la totalidad de los acidos grasos saturados, el aceite de mani presentd el mayor
porcentaje (20%) (Figura 1). La composicién en acidos grasos determinada en
este estudio es similar a la reportada por Miraliakbari y Shahidi (2008b), donde
las extracciones fueron realizadas con Hexano o con una mezcla cloroformo/
metanol y determinaron para los aceites de avellana y almendra un 83,4% y
69,9% de acido oleico, respectivamente, y para el aceite de nuez pecan un 37,7%
de acido linoleico. También, en esta investigacion, el aceite de nuez resulto el
menos concentrado en acido oleico (12,1%), en tanto las concentraciones del

acido linoleico y del linolénico fueron de 49,6% y 12,9%, respectivamente.
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Figura 1. Composicion en acidos grasos (% m/m) de los aceites obtenidos

Optimizacion de la extraccion de polifenoles: se seleccionaron como solventes de
extraccion agua, acetona, metanol, etanol y soluciones metandlicas, etandlicas y aceto-
nicas al 80% (v/v) (20 % de agua) para evaluar la incidencia de estos solventes en la
concentracion de polifenoles en los extractos resultantes. Para ello se selecciono la ave-
llana como el fruto seco a utilizar, ya que existen trabajos previos donde se identifican
y cuantifican los polifenoles por cromatografia liquida de alta resolucion (Jakopic, et
al., 2011). Un factor que incide en la eficiencia de extraccion es la temperatura, ya que
un aumento de la misma provoca el incremento de la velocidad de extraccion debido a
que los compuestos aumentan su solubilidad. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
los compuestos en estudio son termolabiles y, por lo tanto, pueden degradarse durante
el proceso de extraccion o perder propiedades que los hacen interesantes para su uso,
informacion que se consider6 al momento de determinar los tiempos de extraccion a
utilizar para cada temperatura.

Por lo expuesto anteriormente, resulta de interés el estudio de la temperatura para
conocer la condicion més adecuada para realizar la extraccion. Se ensayaron 3 tempe-
raturas diferentes utilizando agua como solvente: 25 °C (24 horas), 50 “C (24 horas) y
100 °C (1 hora). En el caso de la extraccion con agua a ebullicion (100 °C), un tiempo
de 24 horas provocaria la degradacion de los antioxidantes, disminuyendo su recupera-
cion. Por esta razon, el tiempo de extraccion se redujo considerablemente a 1 hora. La
Figura 2a muestra los resultados obtenidos. Como se observa, la condicién que resultd
en extractos més concentrados en polifenoles es la que utiliza una temperatura de
50 °C (24 horas), con 1691 ppm, seguida de aquella llevada a cabo a 25 °C (24 horas),
con 1305 ppm; la condicién menos favorable para la extraccion fue la que utiliza agua
en ebullicién (1 hora), con 971 ppm. Otros investigadores han estudiado la concentra-
cion de polifenoles en extractos obtenidos utilizando mezclas de solventes con agua,
observandose resultados acertados en la extraccion (Contini, et al., 2008). En conse-
cuencia, para la extraccion de compuestos fenolicos se ensayaron 3 mezclas de solven-
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tes con agua: agua/acetona (80/20) (v/v), agua/metanol (80/20 (v/v) y agua/etanol
(80/20) (v/v), con fin de determinar cuéles de los solventes y mezclas resultaron 6pti-
mos para la extraccion de polifenoles. La Figura 2b muestra los resultados obtenidos
utilizando las mezclas ensayadas. Los resultados permiten concluir que la extracciéon
llevada a cabo con la mezcla agua/acetona (80/20), durante 24 horas y a temperatura
ambiente (25 °C), fue la que resultd mas eficiente para la extraccion de polifenoles en
avellanas, con 3786 ppm en el extracto. Por este motivo, se eligieron estas condiciones
de extraccion (mezcla de solventes, temperatura, tiempo) para desarrollar los analisis
que permiten determinar el contenido de polifenoles en los distintos frutos secos. Sin
embargo, debe tenerse presente que la condicién determinada no necesariamente tiene
que ser la mas eficiente para el resto de los frutos secos analizados. Por otra parte, la
solucion agua/etanol (80/20) mostro ser la menos adecuada en la extraccion, con 410
ppm en el extracto. Respecto al solvente mas adecuado en la extraccion de polifenoles,
Delgado y otros (2010) observaron que el orden respecto a la eficiencia de extraccion
que muestran los distintos solventes y condiciones utilizadas es: agua en ebullicion (45
min) > solucion de acetona al 80 % (v/v) (24, 48 y 72 horas dado que no presentaron
diferencias significativas) > metanol (24 horas) > metanol (48 horas). Los autores
atribuyen estos resultados a la polaridad de los solventes, concluyendo que los solventes
mas polares como el agua extraen mejor los polifenoles, seguido de solventes con mayor
tendencia a participar en interacciones dipolares. Los autores proponen también que
los solventes con mayor tendencia a participar en interacciones de hidrégeno, como el
metanol, son menos eficientes en la extraccion de polifenoles en avellanas. Ademas,
se debe tener en cuenta que, al tratarse de una mezcla de solventes, la condicion méas
eficiente para la extraccion es debido a las interacciones con los grupos funcionales de
los polifenoles.

1800
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ppm Polifenoles

300

Agua (100°C) Agua (50°C) Agua (25°C)
Figura 2a. Contenido de polifenoles en extractos de avellana (ppm) utilizando
agua como solvente de extraccion a diferentes temperaturas y tiempos:
100 “C (1 hora), 50 °C (24 horas) y temperatura ambiente (24 horas).
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Figura 2b: Contenido de polifenoles en extractos de avellana (ppm) obtenidos a
partir de agua como solvente de extracciéon y mezclas de extraccion dis-
tintos solventes: agua,/acetona (80/20), agua/metanol (80/20, v/v)

y agua/etanol (80/20), a 25 °C durante 24 horas.

Contenido inicial de polifenoles y tocoferoles en distintos frutos secos:
los anélisis del contenido de polifenoles y tocoferoles contribuyen a comprender
y explicar la evoluciéon de dichos antioxidantes naturales en el fruto durante el
almacenamiento. Sin embargo, también se debe tener en cuenta que no todos
los polifenoles presentan la misma proteccién como antioxidantes naturales. Es
conocido que la actividad antioxidante de una determinada molécula se ve afecta-
da por la naturaleza del grupo funcional responsable de dicha actividad y de las
caracteristicas de los diferentes grupos funcionales enlazados a él, lo que ha sido
reportado para antioxidantes con diferentes estructuras quimicas (Lopez-Giraldo,
et al., 2009).

Los resultados referentes al contenido de polifenoles totales en los extractos
obtenidos de los frutos secos en estudio se presentan en la Figura 3. La concentra-
cion de polifenoles totales en los extractos presenté una variacion entre 427 ppm
(almendras) y 8805 ppm (nueces). Por lo tanto, el extracto de nuez resulté el mas
concentrado en polifenoles totales. El contenido de polifenoles totales en los extrac-
tos en orden decreciente fue: nueces (8805 ppm) > avellanas (3786 ppm) > nueces
pecan (1475 ppm) > mani (1453 ppm) > castanas de caja (654 ppm) > pistachos
(450 ppm) > almendras (427 ppm).
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Figura 3. Contenido de polifenoles totales en los extractos de distintos frutos
secos (ppm).

Respecto a la distribucion del contenido de tocoferoles de cada tipo (Figura 5),
se observa que los o-, 3- y y-tocoferoles se detectaron en todos los aceites de los
frutos secos en estudio, siendo el a-tocoferol el predominante en almendras y ave-
llanas (94% y 55%, respectivamente), mientras que el 3- y y-tocoferol lo fueron
en pistachos (90%), nueces pecan (96%), nueces (88%), mani (84%) y castafias de
caju (92%). El 8-tocoferol fue detectado en menor proporciéon en la mayoria de los
aceites en estudio, a excepcion del aceite de almendra. La variacion de los dife-
rentes tocoferoles presentes en los frutos secos fue: a-tocoferol entre 1% (nueces) y
94% (almendras), B- y v tocoferoles entre 6% (almendras) y 96% (nueces pecan), y
d-tocoferol entre 0% (almendras) y 11% (nueces). Estos resultados son similares a
los reportados en el trabajo de Stuetz y otros (2017).
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Figura 4. Contenido de tocoferoles totales en los aceites de distintos frutos
secos (ppm).
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Figura 5. Distribucion en porcentaje de o-, B + v y 8-tocoferoles en los aceites
extraidos de distintos frutos secos.

Evolucion de los parametros de oxidacién con el transcurso del tiempo: la
Figura 6 muestra los resultados del indice de peroxidos y el contenido de tocofero-
les totales para los aceites obtenidos de los diferentes frutos secos durante los meses
de almacenamiento (mes 1, mes 3 y mes 6). Estos resultados muestran que el orden
de estabilidad respecto a la oxidacion primaria en el ltimo mes de estudio (mes 6)
para los frutos sin cascara es el siguiente: almendras > nueces > mani > castaiias
de caji > avellanas > pistachos > nueces pecan. El indice de perdxidos aumenta
durante el periodo de almacenamiento de los frutos secos. Esto indica un deterioro
creciente del aceite contenido en ellos a medida que transcurre el tiempo. El Re-
glamento Bromatologico Nacional establece que los aceites comestibles refinados
no son aptos para el consumo cuando tienen un indice de perdxidos superior a 10
meq O,/kg de aceite (Uruguay. Ministerio de Salud Ptblica, 1994). Considerando
el valor anteriormente mencionado, todos los aceites extraidos de los frutos secos
cumplen con esta normativa en el mes 1. El tinico aceite que mantiene un indice de
peréxidos por debajo de 10 meq O,/kg durante todo el estudio es el de almendras.
En general, para todos los frutos secos el contenido de tocoferoles totales presen-
te en los aceites de los mismos disminuye apreciablemente durante los meses de
almacenamiento. Esto mostraria una relacién inversa con el indice de peréxidos a
lo largo de los meses de almacenamiento. Es claro en el caso del aceite de nuez,
en el cual el indice de perdxidos al final del estudio se duplica respecto al inicial,
mientras que el contenido de tocoferoles se reduce a la mitad aproximadamente,
siendo este aceite el que presenta mayor disminucion al final del estudio (mes 6).
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Figura 6. Indice de peroxidos y contenido de tocoferoles totales durante los meses
de almacenamiento para los aceites de los diferentes frutos secos.

Determinaciéon del contenido de polifenoles y tocoferoles en manies antes

y después de diferentes procesos de coccién: un gran niimero de frutos secos

es consumido luego de un proceso de tostado. Esta es una forma de procesamiento

que puede originar cambios en los componentes, la textura, el color, el sabor y la
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apariencia, segin el grado de tostado de los productos; pero fundamentalmente
se puede ver afectado el contenido de antioxidantes naturales presentes. Por lo
tanto, resulta de interés la extraccion y cuantificacion de polifenoles y tocoferoles
presentes antes y después de su coccion para evaluar como afecta al contenido en
antioxidantes naturales.

De acuerdo con la Figura 7, el contenido de polifenoles en los manies con
piel sin tratamiento de coccion fue de 480 ppm, mientras que en la piel y en la
céascara el contenido fue de 732 y 138 ppm, respectivamente. En consecuencia,
la presencia tanto de la piel como de la cascara ofrecen un contenido adicional
de antioxidantes que contribuye a enlentecer los procesos de oxidacion del acei-
te presente en el mani. Locatelli y otros (2010) sefialan que la piel y la cascara
de frutas, vegetales y semillas pueden contribuir en su proteccién contra los
procesos oxidativos. Locatelli y otros (2010) afirman también que la cascara
es una barrera de defensa clave en las semillas de las plantas y que ademés la
mayoria contiene polifenoles y taninos. Por lo tanto, los resultados del presente
estudio coinciden con lo esperado segiin lo anteriormente citado.

Cuando los manies enteros son calentados en un horno de conveccién, se
puede observar que el contenido de polifenoles disminuye en el mani sin piel
(323 ppm) y en la cascara (64 ppm). Sin embargo, en la piel se observa un
incremento (1878 ppm). Resultados similares (pero con menor efecto del tra-
tamiento de calentamiento respecto a los resultados obtenidos sin tratamiento
de coccién) se observan cuando el proceso de calentamiento se realiza en un
horno de microondas: el contenido de polifenoles en la piel fue de 1066 ppm,
mientras que en el mani sin piel y en la céascara el contenido fue de 462 y 106
ppm, respectivamente.

Chandrasekara y Shahidi (2011) presentaron resultados con una tendencia
similar, con procesos de coccién a baja temperatura (70°C, 6 horas) y alta
temperatura (130 ° C, 33 minutos) para castafias de caji, donde encontraron un
aumento en la concentracion de los compuestos fenolicos y de las propiedades
antioxidantes en la semilla y en la piel. Las concentraciones de polifenoles to-
tales en la piel y semilla crudas fueron 269 y 0.1 mg GAE/g, respectivamente;
mientras que en tostadas a baja temperatura el contenido de polifenoles totales
fue de 309 en piel y 0.5 mg GAE/g en semilla. Cuando la piel y semilla se tos-
taron a alta temperatura, los valores obtenidos fueron 348 y 0.5 mg GAE/g,
respectivamente (Chandrasekara y Shahidi, 2011). En dicha investigacion se
muestra, por tanto, que el procesamiento térmico aumenta el contenido de
polifenoles totales de la piel y la semilla. Estos aumentos se atribuyen a que
el proceso de tostado ayudaria a la liberacion de compuestos fendélicos, los que
tienen mayor solubilidad en el solvente de extraccion (etanol). Ademas, dado
que la piel y la semilla de castafias contienen proteinas y azucares, es posible
el desarrollo de la reaccion de Maillard durante el tostado con la formacion de
compuestos que contribuyen al contenido de polifenoles totales y a la actividad
antioxidante (Chandrasekara y Shahidi, 2011). Los autores resaltan que las
capas externas como la piel o cascara de extractos vegetales contienen mayores

concentraciones de compuestos fenolicos, dado que actiian como agentes de
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defensa contra patogenos, parésitos, entre otros, y contribuyen al color de las
plantas. Ademas, sus estudios muestran que el procesado térmico aumenta el con-
tenido de polifenoles totales en piel y semilla. Los resultados mostrados estan en
concordancia con estudios similares realizados con otro tipo de frutos secos como
mani y avellanas (Yu, et al., 2005, Locatelli, et al., 2010) y en la revisiéon realiza-
da por Chang y otros (2016). Estudios complementarios deberian realizarse para
comprender los mecanismos fisicos y/o bioquimicos de estos cambios producidos
durante el calentamiento de los frutos secos.

Respecto al contenido de tocoferoles totales (Figura 8), el contenido en los
manies con piel sin tratamiento de coccion fue de 83 ppm. En los extractos
obtenidos de la piel y la céscara, el contenido fue de 132 y 103 ppm, respecti-
vamente. Se observa que cuando los manies enteros son calentados, ya sea en
un horno de convecciéon o en un horno de microondas, el contenido total de
tocoferoles disminuye en la céscara a valores de 46 y 89 ppm, respectivamente.
Al igual que en la determinaciéon del contenido de polifenoles, el efecto es méas
pronunciado en el calentamiento a 180 ° C por un periodo de tiempo més exten-
so. En cambio, en la piel se observa un aumento en el contenido de tocoferoles
(como en el caso de los polifenoles), alcanzando valores de 160 y 222 ppm para
la coccién en horno de conveccion y de microondas, respectivamente. Por tanto,
la piel de los manies resulta una fuente rica en compuestos fenélicos y tocofero-

les, los cuales ayudan a proteger al mani de los procesos oxidativos.
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Figura 7. Contenido de polifenoles totales (ppm) en los manies, en la cascara de
los manies y en la piel de los manies, sin tratamiento de coccion (ST), con
coccion en horno de conveccion y con coccion en horno de microondas.
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Figura 8. Contenido de tocoferoles totales (ppm): en los manies, en la céscara de
los manies y en la piel de los manies, sin tratamiento de coccion (ST,
con coccién en horno de conveccion y con coccidén en horno de microondas.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que los frutos secos analizados son una fuente
rica de lipidos que contienen acidos grasos insaturados y antioxidantes naturales.
Entre los frutos secos analizados (almendras, avellanas, castafias de caja, mani,
nueces, nueces pecan y pistachos), la nuez pecan fue la que presenté6 mayor por-
centaje de lipidos. Desde el punto de vista nutricional, es interesante identificar
los acidos grasos poliinsaturados debido a sus conocidos efectos sobre el control
del colesterol, entre otros. Asi, los resultados muestran que en todos los aceites, a
excepcion del aceite de nuez, el acido graso predominante es el acido oleico. Los
aceites de nuez pecan y mani contienen cantidades similares de écido oleico y acido
linoleico, mientras que en las nueces el acido graso predominante es el linoleico.

Desde el punto de vista de los antioxidantes, se concluye que el extracto de
nuez resultd ser el més concentrado en polifenoles totales, seguido del extracto de
avellana y nuez pecan. En cuanto a los tocoferoles totales, también el extracto de
nuez resulto ser el mas concentrado, seguido del de pistachos y almendras. Por lo
tanto, entre los frutos secos estudiados el mas atractivo es la nuez, dada su compo-
sicion rica en acidos grasos poliinsaturados y antioxidantes naturales (polifenoles
y tocoferoles). De acuerdo con los resultados presentados en el presente estudio,
estos antioxidantes naturales protegerian al fruto de las reacciones de oxidacion,
aunque serfa necesario realizar estudios adicionales que permitieran verificar que
su consumo, en dosis establecidas, genera los mismos beneficios en el consumidor
tras su ingesta.

El estudio de la estabilidad de los aceites extraidos de los frutos secos almacenados
muestra que el indice de peroxidos aumentd durante el tiempo de almacenamiento,
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y evidencia el avance de la oxidacion primaria de los aceites (el aceite de almendras
fue el tnico aceite que mantuvo un indice de perdxidos por debajo de 10 meq O2/kg
durante todo el estudio). En cambio, el contenido de tocoferoles disminuyé en general
para todos los frutos secos.

El estudio realizado sobre manies muestra, por un lado, que el contenido de
polifenoles y tocoferoles fue superior en la piel que en el fruto y en la cascara.
Aunque la cascara presenté6 menor concentracion de antioxidantes naturales que
el fruto, también actuaria de barrera para los procesos oxidativos gracias a la
presencia de estos antioxidantes. Por otra parte, las distintas formas de tostado
analizadas en los manfes (horno con conveccién y horno microondas) determina-
ron que el contenido de polifenoles y tocoferoles disminuyera en el fruto y en la
cascara con respecto al producto sin coccién; mientras que el contenido en la piel
se incrementd luego del procesamiento. Esto podria determinar que si se pretende
dar utilidad a la piel de los manfes, los cuales generalmente son comercializados
pelados, seria interesante realizar un tratamiento de tostado previo a la extraccion
de los antioxidantes para aumentar el porcentaje de recuperaciéon. En cambio, si se
pretende aumentar el consumo de mani en la dieta por sus propiedades beneficio-
sas, seria més recomendable ingerirlos con piel debido a una mayor concentraciéon

de antioxidantes naturales en la misma.
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RESUMEN

Las mediciones continuas de variables ambientales en zonas costeras son fundamen-
tales para comprender la compleja dinamica de los procesos oceanograficos y atmos-
féricos, asi como mejorar la comprension del medio marino para fines operativos y de
conservacion que se puedan integrar en un proceso de planificacion espacial marina.
En Uruguay se han llevado adelante distintos esfuerzos para la generacion de este tipo
de informacion in situ, pero en su mayoria no lograron mantenerse en el tiempo, prin-
cipalmente por los altos costos operativos y de mantenimiento de sensores especificos.
En este trabajo se presentan los resultados preliminares de més de un afio de medicio-
nes continuas de temperatura y salinidad en el Rio de la Plata, obtenidos a partir de
soluciones de bajo costo y un fuerte trabajo de coordinacion multiinstitucional entre
la academia y organismos del Estado. Las mediciones fueron obtenidas a partir de la
instalacion de sensores DST-CTD en el Parque Nacional Isla de Flores, un sitio clave
para el muestreo de la zona exterior del Rio de la Plata. Se destaca el valor de contar
con este tipo de informacion, y se discute la importancia y complejidad de la imple-
mentaciéon de un sistema de monitoreo continuo a largo plazo.

PALABRAS CLAVE: mediciones in situ, DST-CTD, Rio de la Plata.
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ABSTRACT

Continuous measurements of environmental conditions in coastal zones are key to
understanding oceanographic and atmospheric processes, as well as improving the
understanding of the marine environment for operational and conservation purposes
that can be integrated into a marine spatial planning process. Several efforts have
been made in Uruguay in order to achieve these goals, but they have not sustained
over time due to high operative and maintenance costs of specific sensors. This
work presents the first results of more than a year of continuous measurements of
temperature and salinity in the Rio de la Plata obtained using a low cost solution
and through a high-commitment multi-institutional teamwork between the academy
and state agencies. Measurements were obtained with a DST-CTD sensor installed
in Isla de Flores National Park, a key sampling point for the external zone of Rio de
la Plata. The relevance of having this type of information is presented and the need
for the implementation of a continuous long-term monitoring system is discussed.
KEYWORDS: in situ measurements, DST-CTD, Rio de la Plata.

RESUMO

Medigoes continuas de varidveis ambientais nas &reas costeiras sdo essenciais para
entender a complexidade na dindmica dos processos oceanograficos e atmosféricos, e
para melhorar a compreensao do ambiente marinho para fins operacionais e de
conservagdo que podem ser integrados num processo de planejamento espacial
marinho. No Uruguai, diferentes esforcos foram feitos para gerar esse tipo de
informacdo in situ, mas a maioria ndo pode ser conservada ao longo do tempo,
principalmente devido aos altos custos operacionais e de manutengio de sensores
especificos. Este trabalho apresenta os resultados preliminares de mais de um ano de
medigoes continuas de temperatura e salinidade no Rio de la Plata, as quais foram
obtidas a partir de solugdes de baixo custo e um forte trabalho de coordenacdo
multi-institucional entre a academia e as agéncias estaduais. As medidas foram
obtidas com sensores DST-CTD instalados no Parque Nacional Isla de Flores, uma
importante locagio para amostragem da area externa do Rio de la Plata. O valor de
ter esse tipo de informagao é destacado e discute-se a importéncia e a complexidade
da implementagdo de um sistema de monitoramento continuo de longo prazo.
PALAVRAS-CHAVE: medicoes in situ, DST-CTD, Rio de la Plata.

INTRODUCCION

Los sistemas de monitoreo continuo del medio marino son de gran relevancia para me-
jorar pronosticos de tiempo y detectar efectos de cambio climatico; asi como entender
procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que alli ocurren, y predecir los efectos de las
actividades humanas en los ecosistemas marinos (Soreide, et al., 2001; Merchant, et al.,
2019). Asimismo, son un insumo importante para la gestion de actividades maritimas
operativas.

La generacion de series temporales largas de variables medidas in situ cobra par-
ticular relevancia para complementar los datos que se pueden obtener a partir del
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registro por sensoramiento remoto o de los datos de reanélisis atmosféricos y oceanicos.
En particular, el dato satelital nos brinda informacion de la superficie con una gran
cobertura espacial que suele tener varias ausencias de datos cuando hay nubosidad. En
cambio, con la medicion in situ, aunque la cobertura espacial de los mismos suele ser
muy reducida, obtenemos datos de alta precision (Merchant, et al., 2019).

Asimismo, es necesario comparar los datos satelitales y de reanélisis con mediciones
in situ para validarlos, especialmente en éreas costeras, y para ello se requiere contar
con series temporales largas y de alta frecuencia (Bao, et al., 2019; Merchant, et al.,
2019). Esta informacion cobra atn mayor relevancia si consideramos que se puede
correlacionar con otro tipo de informacion, como la meteorologica y la biogeoquimica,
para ampliar el monitoreo a nivel ecosistémico. De esta manera se fortalecen distintas
actividades que se desarrollan en la costa, como las logisticas, de investigacion, de
explotacion de recursos naturales, de conservacion y de seguridad en el mar, contri-
buyendo asf a procesos de planificacion del espacio costero-marino (Echevarria, et al.,
2016).

A nivel global, existe una gran cantidad de proyectos dirigidos a monitorear los
océanos de manera continua a partir de distintos abordajes (por ejemplo, PIRATA,
Argo, etcétera.; Merchant, et al., 2019). Sin embargo, estéan dirigidos a monitorear el
océano abierto, quedando el monitoreo de las zonas costeras restringido a los esfuerzos
realizados a nivel nacional o regional (por ejemplo, SiMCosta, s.d.). En Uruguay, exis-
ten antecedentes de proyectos binacionales que implementaron boyas oceanogréaficas
en el Rio de la Plata, en puntos alejados de la linea de costa (por ejemplo, Oyarvide,
Pilote Norden, Boya Oceanografica; Simionato, et al., 2011; Santoro et al., 2013; Fos-
sati, et al., 2014), pero los monitoreos se vieron interrumpidos por diversas razones,
entre ellas los altos costos de mantenimiento en las aguas turbias del Rio de la Plata
(Simionato, et al., 2011). Otras iniciativas privadas de recoleccion de datos in situ,
vinculadas a emprendimientos econdémicos de diversa indole (regasificadora, planta de
celulosa Montes del Plata, central térmica de Punta del Tigre, etcétera), funcionaron
durante tiempos acotados y los datos alli generados son de dificil acceso.

El estuario Rio de la Plata desemboca en el océano Atlantico, tiene una gran ex-
tension (320 km de largo y su ancho varia entre 38 km en la naciente y 230 km en su
desembocadura al océano), poca profundidad (media 10 m), y es micromareal (<1 m,
Framinan, et al., 1999; Santoro, et al., 2013). Fluye hacia la plataforma continental de
Uruguay y Argentina, transportando aguas de los rios Parana y Uruguay, con un cau-
dal de descarga medio de 22.000 m3/s, el cual presenta una baja estacionalidad y gran
variabilidad interanual (Piola, et al., 2005). El estuario es muy susceptible a forzantes
atmosféricos (Guerrero, et al., 1997; Simionato, et al., 2004; Meccia et al., 2013), por
lo que la circulacion en este sistema esta principalmente determinada por la acciéon
de los vientos locales y vientos remotos (Simionato, et al., 2008; Santoro, et al., 2013;
Fossati, et al., 2014). Estos aspectos determinan que sea un estuario muy dinamico,
caracterizado por tener una marcada variabilidad espacio-temporal y ser altamente
productivo (Guerrero y Piola, 1997; Acha, et al., 2008).

Las caracteristicas de este sistema determinan que la salinidad constituya una
variable sumamente relevante en el érea, ya que esta estrechamente vinculada a la
descarga del Rio de la Plata y al viento, los cuales determinan una mayor o menor
presencia de agua salobre. Asimismo, estas condiciones repercuten directamente en
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aspectos vinculados a la calidad del agua (por ejemplo, floraciones de cianobacterias),
la balneabilidad de las playas, la distribucion de especies y los recursos pesqueros,
entre otros (Jaureguizar, et al., 2003; Paesch, et al., 2014; Martinez, et al., 2017;
Kruk, et al., 2019). Ademas de la salinidad, la temperatura del agua de mar es otra
variable de gran importancia que permite caracterizar las propiedades del agua y
la dindmica local.

En los tltimos afios se ha registrado un gran avance en los productos de senso-
ramiento remoto para medir estos parametros fisicos del océano, pero ain es ne-
cesario dirigir esfuerzos locales para generar mediciones continuas in situ (Bao, et
al., 2019; Merchant, et al., 2019). En particular, los productos satelitales de tempe-
ratura superficial del mar (TSM) para la costa uruguaya capturan adecuadamente
su variabilidad en distintas escalas, aunque tienden a suavizarlas (Simionato, et al.,
2010; Manta, et al., 2018; Trinchin, et al., 2019). A pesar de que existen productos
disponibles con gran resolucion espacial (1 km) y resolucién temporal diaria (por
ejemplo, GHSST, Chin, et al., 2017), atn no es posible acceder a analizar la varia-
bilidad durante el dia. Por otro lado, si bien los productos satelitales de salinidad
superficial han presentado gran desarrollo en los ultimos afos, incrementando su
resolucion espacial (0.5° x 0.5°) y temporal (composicion de 7 dias para nuestra
region, por ejemplo, los provenientes de los sensores SMOS o Aquarius), ain no
hay mediciones remotas de salinidad cercanas a todas las costas del mundo; y en
los casos donde si hay, todavia no son confiables (Bao, et al., 2019).

Actualmente, Uruguay no cuenta con programas de monitoreo oceanografi-
co continuo de alta frecuencia (por ejemplo, un dato por hora). Existen algunos
esfuerzos dirigidos a monitoreos de playas que son realizados por instituciones
académicas o gobiernos departamentales (por ejemplo, ver referencias de datos
usados en Kruk, et al., 2019; Lercari y Defeo, 2006), campaiias especificas llevadas
adelante por otras instituciones del gobierno o la universidad (por ejemplo, Ortega
y Martinez, 2007), y monitoreo en tiempo real de altura del nivel del mar que se
realiza con fines operativos a través de maredgrafos de la Administracion Nacional
de Puertos, (Uruguay. Administracion Nacional de Puertos, s.d.).

En este contexto, a fines de 2018, con el fin de avanzar hacia la implementacion
de sistemas de monitoreo continuo en la costa uruguaya, asi como poder contar
con series temporales de datos in situ para investigacion en ciencias del mar, nace
una iniciativa producto del trabajo multiinstitucional entre el Departamento de
Ciencias de la Atmoésfera de la Facultad de Ciencias (Universidad de la Republica),
el Departamento de Gestion Costera y Marina y la Division Sistema Nacional de
Areas Naturales Protegidas de la Direccion Nacional de Medio Ambiente, ambas
del Ministerio de Ambiente, y el Instituto Uruguayo de Meteorologia, con el apoyo
del Ministerio de Defensa Nacional (a través del Servicio de Balizamiento de la Ar-
mada y la Prefectura Nacional Naval). Este trabajo tiene como objetivo presentar
la informacién generada en los primeros 16 meses de registro continuo de variables
in situ y sentar las bases para un proceso colaborativo interinstitucional de largo
plazo. Ademaés, se discute la correlacion de la temperatura con datos satelitales
de TSM, se caracteriza el ciclo diario y estacional de la temperatura in situ, y se

analizan casos de estudio.
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MATERIALES Y METODOS
Descripcion del instrumental e instalacién

El instrumental consiste en sensores DST-CTDs de la marca STAR ODDI, con su
data logger especifico para programarlos y descargar los datos en una computadora.
El data logger incluye una caja de comunicacion que lee la informacion del sensor, y
un programa especifico (SeaStar) para pre-procesar y descargar esa informacion en
formato digital (Figura 1a y b). Los DST-CTDs son equipos que registran las variables
conductividad, temperatura y profundidad. Estos equipos son apropiados para su uso
en zonas costeras, amarrados a un sitio o adheridos a redes, por lo cual son muy resis-
tentes y versatiles. El rango de conductividad que se registra con distintos equipos es
de 0.3-63 mS/cm y el rango de profundidad para el que estan disenados es de 1-500 m;
segun las caracteristicas del sistema debe optarse por la version del sensor que mide en
un rango 6ptimo. El software calcula automaticamente la salinidad (PSS-78) a partir
de las mediciones de conductividad y temperatura en unidades practicas de salinidad
(psu). La frecuencia de tiempo con que se toman las mediciones puede variar de un
segundo a horas, y puede ser preestablecida por el usuario, adecuédndose al objeto de
estudio. Los registros se guardan en una memoria interna con una referencia reloj en
tiempo real del momento en que se tomé la medicion. Una particularidad que presen-
tan estos sensores es que son muy pequenos (50 mm x 15 mm), lo cual los hace muy
practicos de transportar; poseen una vida util que varia de acuerdo con el uso que
reciban; y si bien pueden ser recalibrados, la bateria no es renovable.

Para la instalacion de los sensores se disefidé un dispositivo de amarre tipo
“cachimba”, el cual consiste en un tubo sujetado al muelle a través del cual se intro-
duce el sensor en su cépsula amarrado a un cabo (Figura 1c). De esta manera se evita
la deriva del sensor por efecto del viento o las corrientes. Asimismo, este dispositivo
permite que el sensor fluctiie su nivel con las variaciones del mar, ubicindose siempre
cerca de la superficie, de modo que no se observan variaciones significativas en la tem-
peratura o salinidad asociadas a la cota de medicién. Ademas, facilita el acceso a los

sensores para descargar la informacion.

0:uvis

Figura 1. a) Sensor DST-CTD, b) Equipo data logger y capsulas de proteccion
de los sensores, ¢) Sistema de amarre al muelle tipo “’cachimba’.
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El equipo estéa colocado en el muelle de la Isla de Flores, ubicado a 11 km de la cos-
ta, frente al limite entre Montevideo y Canelones (34°56°00.7”’S - 55°55’02.8""W;
Figura 2). La isla y un radio de 2 millas nauticas fueron ingresados en 2018 al Sis-
tema Nacional de Areas Protegidas (SNAP), declarandose Parque Nacional Isla de
Flores (PNIF) a través del Decreto N° 43/08, del 26 de febrero de 2018 (Uruguay,
2018). El PNIF tiene una superficie total de 5.749 hectareas (aproximadamente 35
ha corresponden a superficie terrestre) y presenta un faro activo que cuenta con
personal a cargo, que hace turnos y cambia cada 15 dias. Esta dinamica facilita
el acceso frecuente a la isla, por lo que -con el apoyo de la armada- embarcamos
en esos viajes para realizar la limpieza y descarga de los datos quincenalmente. El
PNIF, por su distancia a la costa y su ubicaciéon en la zona exterior del Rio de la
Plata, constituye un lugar clave para el monitoreo debido a que se localiza en una
zona de maximos gradientes de temperatura y salinidad (Guerrero, et al., 2010).
Asimismo, este sitio presenta la ventaja, respecto a otro punto de la costa, de no

verse directamente afectado por la vertiente y escorrentia de aportes pluviales de

la ciudad que podrian disminuir la salinidad.

Figura 2. Area de estudio: a) Ubicacion del Parque Nacional Isla de Flores, b)
Vista de imagen satelital tomada de Copernicus Sentinel-2 mission
y ¢) Vista en perspectiva aérea de una parte de la isla. Se indican
en letras maytusculas los sitios donde se colocaron los sensores en
distintos puntos del muelle (A, B y C), los colores semaforo indi-
can la preferencia del sitio, siendo el verde el mas adecuado.

Los distintos sitios del muelle donde se fueron colocando los sensores variaron en
cuanto al desempefio observado en su funcionamiento (Figura 2c). En primera
instancia, los sensores se colocaron en el sitio de mayor resguardo del muelle (Fi-
gura 2c, sitio A, indicado en rojo, del 29/11/2018 al 12/12/2018), ubicacion que
fue posteriormente descartada debido a que se registraron periodos en los que el
sensor quedaba fuera del agua (por la poca profundidad en la que se encontraba).
En una segunda instancia, el sensor se coloco en un sitio también resguardado por

el muelle, fijado a un tubo que también quedaba expuesto ante eventos de bajante;
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alli estuvo entre el 12/12/2018 y el 28,/12/2018 (Figura 2c, sitio B). Finalmente, el
28/12/2018 fue movido a un tercer sitio con mayor exposicion a los vientos y condi-
ciones del mar severas (Figura 2c¢, sitio C), donde permaneci6 hasta el 27/1/2019,
cuando luego de una tormenta se perdi6. El 6/2/2019 se colocd un nuevo sensor
en el sitio C (Figura 2c), donde registréo datos hasta el mediodia del 6/3,/2019.
Entre el 6/3/2019 y el 3/5/2019, debido a una falla no identificada del sensor,
no se obtuvieron mediciones. El 3/5/2019 se retomaron las mediciones en el sitio
C, donde permaneci6 hasta el 30/4/2020. En todos los casos, los sensores fueron
programados para tomar mediciones cada 30 minutos y se utilizaron DST-CTDs
de diferentes rangos de conductividad (13-63 mS/cm, 3-37 mS/cm, 0.3-5 mS/cm).
En la Tabla 1 se indica el rango de conductividad del sensor, el sitio y el tiempo

de permanencia en cada sitio.

Tabla 1. Ubicacion y caracteristica de los sensores utilizados en distintos sitios
del muelle de Isla de Flores.

Rango de Periodo de medicion

conductividad Comentarios
(mS/cm) Inicio Fin

Exposicion al aire frecuente.
13-63 A 29/11/18 12/12/18 Sedimentos en la celda
de conductividad a la semana

13-63 B 12/12/18 28/12/18 Exposicion al aire en eventos
3-37 y 13-63 30/4/20 19/5/20 de muy baJO nivel del mar
3-37 28/12/18 27/1/19
Periodo sin mediciéon por
pérdida
L 5/2/19 del equipo luego de una
tormenta
3-37 C 6/2/19 6/3/19

El sensor no registro
3-37 6/3/19 3/5/19 medidas debido a una falla
no identificada

3-37 3/5/19 30/4/20
0.3-5 22/8/19 30/4/20

Tratamiento y analisis de los datos

En esta seccion se detalla el procesamiento de datos realizado para generar la
base de datos en paso temporal horario, a partir de un total de 33.368 registros
por variable tomados cada media hora, en el perfodo comprendido entre el 29
de noviembre de 2018 y el 30 de abril de 2020. En primer lugar, se eliminaron
los datos en los que se detectd que el sensor habia quedado expuesto al aire.
Esta condicion se identifico cuando la conductividad fue <3 mS/cm, siendo este
el limite de deteccion inferior para los sensores de conductividad 3-37 mS/cm.
Estos casos representaron 4.371 registros (13,1%) y se concentraron en el primer
periodo, cuando el sensor se ubico en el sitio A, lo que motivo el cambio de su

ubicacion al sitio B (Figura 2).
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En segundo lugar, se calcularon medias horarias a partir de los datos cada 30
minutos. En varios periodos hubo mediciones duplicadas tnicamente para la
temperatura, ya que se colocaron dos sensores en el mismo sitio con el fin de
tener replicabilidad. En el caso de la salinidad, no se obtuvo réplica de la medi-
cion valida porque el segundo sensor era para un rango de conductividad muy
bajo (0,3-5 mS/cm), correspondiente a cuerpos de agua dulce. Esta informacion
se descarté debido a que las mediciones no resultaron adecuadas para este tipo
de sistema.

Las mediciones in situ se compararon con datos satelitales GHRSST-MUR
de 1 km de resolucion horizontal y frecuencia diaria (Chin, et al., 2017). Se
calcul6 el promedio diario de temperatura medido en el PNIF, y se realizd6 un
analisis de regresion lineal con cada punto de la grilla de datos satelitales en
el Rio de la Plata y océano adyacente. Luego se grafico el R? ajustado, que re-
presenta el porcentaje de varianza explicada por el modelo de regresion lineal.
Esto se realizo para el periodo con datos medidos, sin considerar los datos fal-
tantes, alcanzando un total de 512 datos diarios.

A los efectos de completar la serie de temperatura, en los dos periodos que
se descontinuaron las mediciones se consider6 un método simple de imputacion
que usa los datos satelitales GHRSST-MUR, altamente correlacionados con los
datos in situ. La metodologia consistié en sumar el ciclo diario promedio calcu-
lado a partir de las observaciones in situ al dato satelital durante los perfodos
en los cuales no hay datos in situ. La salinidad no se pudo completar.

El porcentaje de datos faltantes respecto del tamaio de la serie horaria para
el periodo muestreado fue del 20%, tanto para salinidad como para tempera-
tura. La profundidad podria constituir una variable adecuada para descartar
valores atipicos, ya que cuando ésta es cero indicaria exposicion al aire. Sin
embargo, este indicador no es robusto en aguas someras ya que la precision del
instrumento es de +/-0.6% del rango de profundidad en que puede medir el
sensor. Es decir, pueden darse situaciones en que el valor esté cercano a cero,
pero -de todas maneras- tener un dato véilido de conductividad ya que entra en
el margen de error del instrumento.

Por tltimo, se generd una clasificacion binomial de datos denominados vali-
dos y estimados. Para la salinidad, los estimados son aquellos datos que el sen-
sor midio fuera de los limites de precision de conductividad, segin el fabricante.
Estos datos se corresponden con valores bajos de salinidad que, si bien siguen la
tendencia de los datos validos cercanos, deben ser utilizados con cautela en caso
de buscar una precision del orden de 1 psu. Se identificaron asi dos periodos:
uno con un sensor cuyo limite inferior es cercano a los 7,5 psu y otro cuyo limite
es cercano a los 2 psu. Los datos de temperatura medidos fueron todos validos,
ya que el sensor es mas robusto, a excepcion de los casos en el que se identifico
que estaba expuesto al aire. Los datos estimados de temperatura responden

principalmente a los completados con los datos satelitales.
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RESULTADOS

Base de datos generada

Hasta la fecha, se cuenta con un 80% de cobertura de datos entre el 28 de no-
viembre de 2018 y el 30 de abril de 2020, con una frecuencia de muestreo de
30 minutos. En la Figura 3 se observa la serie original de datos sin procesar
(Figura 3a) y la serie de datos procesada, donde se aprecia el periodo de datos
imputados a partir del registro satelital (Figura 3b). En las Figuras 3c y 3d se
grafican las series de temperatura y salinidad, respectivamente, indicando la
clasificacion de calidad realizada para cada uno de los valores obtenidos de cada
variable. En la Tabla 2 se presentan los estadisticos descriptivos de las series
completas generadas. La temperatura media fue de 17,15 °C, tomando como
referencia un afio de datos; y el desvio estandar, de 4,41 °C, variando entre
8,76 y 27,20 °C. La salinidad media fue de 13,02 psu; y el desvio, de 6,07 psu,
variando entre 0,009 y 29,33 psu (Tabla 2).

El ciclo diario de la serie completa de TSM se puede ver en la Figura 4,
presentando una amplitud pico a pico de 1 °C, siendo el minimo a las 8 y el
maximo a las 17 horas. Primavera tiene la mayor amplitud de ciclo diario de
temperatura, con 1,35 °C; luego siguen verano y otofio; mientras que invierno
tiene la menor amplitud, con un valor de 0,65 °C, la mitad que durante prima-

vera.

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de las series completas de temperatura y
salinidad en Isla de Flores

Media Desvio estandar

Temperatura (°C) 17,15 4,41 8,76 - 27,20

Salinidad (psu) 13,02 6,07 0,09 - 29,33
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Figura 3. Serie temporal de temperatura y salinidad en Isla de Flores.
a) Datos sin procesar con frecuencia de 30 min en el cual hay va-
rios fuera de rango y duplicados. b) Datos procesados con frecuen-
cia horaria, donde la temperatura fue completada con mediciones
satelitales y el ciclo diario calculado en la Figura 4. En ¢) y en
d) se presentan la temperatura y la salinidad respectivamente,
indicando en verde los datos clasificados como datos validos y en
naranja los datos estimados.
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Figura 4. Ciclo diario de anomalia de temperatura superficial del mar en el
Parque Nacional Isla de Flores a escala estacional y para todo el afio.

Comparacién con registro satelital
La serie de datos de temperatura in situ generada en paso temporal diario se

muestra en la Figura 5, graficada junto a la serie histérica de temperatura obteni-
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da a partir de datos satelitales para el punto de grilla més cercano a Isla de Flores.
Se aprecia una alta correlacion en el ciclo anual y la variabilidad diaria.

La correlacién de la temperatura en el PNIF con el campo espacial de
temperatura satelital tiene un R? de 0.98 en la region cercana a la isla, indi-
cando una alta covariabilidad. Esta gran correlacion nos permiti6é usar la serie
satelital para completar la serie in situ. Al remover el ciclo estacional calcu-
lado a partir del registro historico satelital, la correlacion entre las anomalias
diarias de las medidas in situ y satelitales tienen R?>=0.65. En ambos casos, la
correlaciéon es estadisticamente significativa. En la correlacion con los datos sin
remover el ciclo estacional se puede apreciar cudn representativa es la medida
in situ dentro del estuario (Figura 6a). La misma caracteriza adecuadamente
el ciclo estacional abarcando la costa de Montevideo, Canelones y en menor
medida alguna porcion de la costa de Maldonado (limitado hasta el balneario
Solis), donde la mediciéon representa un 96% de la varianza. Destacan la costa
este de Montevideo y la mitad de Canelones hacia el oeste, donde representa el
98% de la varianza. Se destaca también la mayor correlacion hacia el este con
respecto al oeste, en la gran bahia que se forma entre Punta Carretas y Solis,
en Maldonado. En el caso de la correlaciéon con el ciclo estacional removido se

visualiza otra estructura espacial (Figura 6b).

—— Satelital —— In situ
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Figura 5. Serie temporal de temperatura superficial del mar a partir de mediciones
satelitales diarias (azul) en Isla de Flores y promedios diarios de
mediciones in situ (rojo) en el mismo punto.
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Figura 6. a) Coeficiente de determinacion R? para el modelo de regresion lineal
entre cada punto de grilla de los datos satelitales de temperatura
superficial del mar (SST MUR 1 km) y los promedios diarios de
temperatura medidos en el Parque Nacional Isla de Flores. La cruz
blanca indica la posicion de las mediciones in situ. b) Idem del
anterior, pero removiendo el ciclo estacional en los datos.

DISCUSION

Segun el relevamiento bibliografico realizado, es probable que esta base de datos
constituya a nivel nacional uno de los registros mas largos de las variables tempera-
tura y salinidad medidos in situ de forma continua, en alta frecuencia y validados,
para el Rio de la Plata. La misma captura adecuadamente la variabilidad estacional
y diaria de la TSM. La experiencia mostro que, para obtener un dato de salinidad
fiable, es preciso que el mantenimiento de los equipos y la descarga de la informa-
cion sea al menos cada 15 a 40 dias, ya que los sedimentos del rio obstruyen la celda
de conductividad del sensor, perjudicando las mediciones. El tiempo que demora
en comenzar la obstruccion depende de varios factores, como la estacion del afio, la
profundidad a la que se encuentra el sensor o la circulaciéon de agua que tiene. Esto
se observa en la serie de datos como una deriva hacia valores y fluctuaciones de
conductividad cada vez menores. Cabe mencionar que para obtener la informacion
se requiere acceder al equipo y a la descarga de los datos utilizando equipamiento
especifico (computadora, un datalogger y software) y recursos humanos capacitados,
lo cual se puede presentar como una dificultad a la hora de acceder a la informacion

con la frecuencia sugerida para mejorar las mediciones de salinidad.
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Aportes de la base de datos al monitoreo
de procesos oceanograficos costeros

A partir de estas mediciones es posible identificar eventos de interés ambiental,
como los eventos extremos de TSM, dentro de los cuales se destacan las olas de
calor marinas, que pueden ser més intensas de lo que indica el registro satelital
para esta region (Manta, et al., 2018). Otro evento de interés son las surgencias
costeras. La surgencia, el afloramiento o el upwelling son términos utilizados para
denominar al proceso oceanografico que consiste en el movimiento de agua desde
capas subsuperficiales hacia la superficie, lo cual favorece el aporte de nutrientes,
determinando en general zonas altamente productivas de importancia pesquera
(Kéampf y Chapman, 2016). Este proceso es consecuencia de la accion combinada
de los vientos y la rotacion de la Tierra (Tomczak, 1998). Existen varios trabajos
que analizan la dinamica y las caracteristicas de este tipo de eventos en la costa de
Uruguay, utilizando distintos tipos de datos (Framifian, et al., 1999; Pimienta, et
al., 2008; Simionato, et al., 2010; Trinchin, et al., 2019); sin embargo, ninguno de
ellos cuenta con series continuas medidas in situ.

En particular, en la serie que se presenta en la Figura 3b se aprecia el periodo
comprendido entre el 25 de septiembre y el 10 de octubre de 2019, cuando ocu-
rre un descenso pronunciado de temperatura que tiene asociado un aumento de
salinidad. Este comportamiento es caracteristico de lo que ocurre en eventos de
surgencia, evidenciados en esta region a través de mediciones durante campanas
oceanograficas (Pimenta, et al., 2008) y de analisis de modelacién numérica (Mec-
cia, et al., 2013; De Mello, et al., en revision). En la identificacion de este tipo de
fenémeno, los sensores satelitales son muchas veces limitantes en cuanto a resolu-
cion espacial y no logran captarlos, o los subestiman en intensidad (Meneghesso,
et al., 2020), principalmente cuando no son muy intensos o estdn comenzando a
desarrollarse. Por ello, las mediciones in situ continuas constituyen una fuente de
informacion de gran utilidad para investigar las surgencias desde su inicio hasta
alcanzar su maxima extension e intensidad.

Los eventos de surgencia son posibles de identificar a partir de las series de
datos de temperatura y salinidad generados en este trabajo. Estos se identifican
en periodos donde se observa un aumento de la salinidad y una disminucion de la
temperatura, los cuales se pueden corroborar espacialmente en el registro satelital.
A modo de ejemplo, se muestra en la Figura 7 el composite de anomalias de TSM
entre los dias 29 de septiembre y 1 de octubre de 2019, calculadas con respecto a la
media movil centrada de 30 dias, utilizando los datos SST MUR 1 km (GHRSST,
Chin, et al., 2017). Allf se aprecia una regién de menor temperatura respecto a las
zonas aledafias, que ocurre principalmente desde Canelones hasta Punta del Este,
o sea el patron que caracteriza las surgencias estuarinas (Trinchin, et al., 2019).
Cabe destacar la similitud del patron con la Figura 6¢. Esto convierte al PNIF en
un punto estratégico para el monitoreo de este tipo de procesos oceanograficos. Por
altimo, las mediciones in situ presentan una oportunidad para evaluar el rol que
pueden tener la zona acuatica del PNIF y la surgencia en la dindmica de especies

que habitan la zona, en particular aquellas que son de interés comercial. Este tipo
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de datos potencia la generacion de informacion relevante para el disefio de medidas

de manejo de los recursos y la conservacion de las especies.
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Figura 7. Composite de evento de surgencia estuarina entre el 29 de septiembre
y 1 de octubre de 2019, visualizado espacialmente a partir de datos
satelitales (SST MUR 1 km).

Este tipo de informacion generada también es un aporte importante para mejorar
la comprension de fenémenos meteorologicos locales tales como la brisa, popu-
larmente conocida como virazén. La brisa marina es el viento generado por el
calentamiento diferencial del agua y la tierra, que tiene consecuencias directas en
las condiciones meteorologicas locales y en otros procesos como, por ejemplo, la
retencion de contaminantes en el aire (Simpson, 1994). Estudios locales de la brisa
marina han evidenciado que representa un componente importante de los vientos
en la costa. La brisa tiende a ser subestimada por los modelos numéricos atmos-
féricos, por lo que se necesitan mediciones locales de temperatura del agua y aire
para su mejor comprension (Manta, et al., en prensa).

La serie de datos generada abarca el periodo en que ocurrié el mayor evento de
floracion de cianobacterias en la costa uruguaya, que tuvo lugar a fines de enero
y principios de febrero de 2019, alcanzando regiones como la costa atlantica de
Rocha (Kruk, et al., 2019). Durante este evento se observd una caida en la sali-
nidad y un aumento abrupto en la temperatura, consecuencia de la advecciéon de
aguas provenientes del estuario. En este sentido, contar con sensores para realizar
mediciones continuas de temperatura y salinidad del agua resultan claves para

continuar el estudio de estos eventos y lograr una mejor comprension.

Aportes de la base de datos a compromisos
internacionales y regionales

Este tipo de iniciativa se presenta como un desafio y una oportunidad para promover
a nivel nacional otras iniciativas que aporten a los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS) de Naciones Unidas; en particular al objetivo ODS 14, cobrando particular
importancia en 2021-2030, cuando dara inicio la Década Internacional de las Cien-
cias Oceénicas promovida por la Comision Oceanografica Intergubernamental (COI)
de la UNESCO. Esto busca potenciar internacionalmente las ciencias, con particular
énfasis en la construccion de una base de datos cientifica abierta y accesible sobre
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el océano, integrando datos e informacion fiable procedente de todos los océanos
del mundo (Comision Oceanografica Intergubernamental, 2017). Esta iniciativa in-
ternacional se presenta como un marco para que los Estados Miembros, como lo es
Uruguay a través de la Comision Uruguaya de Oceanografia, coordinen y consoliden
las observaciones e investigaciones que se necesitan para lograr el ODS 14.

Por otro lado, Uruguay es miembro de la Alianza Regional en Oceanografia
para el Atlantico Sudoccidental Superior y Tropical (marzo 2005, OCEATLAN),
liderada a nivel nacional por el Servicio de Hidrografia, Oceanografia y Meteoro-
logia de la Armada, y en la cual también participa la Universidad de la Reptublica
a través de la Facultad de Ciencias. Esta alianza representa el esfuerzo regional
de instituciones de Argentina, Brasil y Uruguay, empeiiadas en la planificacion y
la implementaciéon de un sistema oceanografico operacional con el propésito de
monitorear e investigar los procesos oceanicos (OCEATLAN; s.d.). Por medio de
esta alianza Uruguay se comunica con el programa Global Ocean Observing System
(GOOS, s.d.). Este programa de COI es un sistema colaborativo de observaciones
ocednicas que se sustenta en una gran red internacional que integra observaciones
in situ, satelitales, a los gobiernos, agencias de ONU vy cientificos de todo el mundo.
En particular, las observaciones en red y la gestion de datos son coordinadas por la
Comision Técnica Conjunta de Oceanografia y Meteorologia Marina, conformada
por la COI y la Organizacion Meteorologica Mundial (OMM). Esta alianza se ha
conformado recientemente para aumentar la generacion de mediciones en el océano
con el fin de fortalecer el conocimiento del sistema climatico (Pinardi, et al., 2019).
En este contexto, iniciativas consolidadas que cuenten con apoyo gubernamental,
como la descrita en este trabajo, ademas de ser un gran aporte para las ciencias oceé-
nicas y ambientales a nivel nacional y regional, también constituiran un gran insumo
para nutrir los programas y acuerdos internacionales a los que Uruguay ha adherido.

CONCLUSIONES

Los resultados aqui presentados surgen del trabajo colaborativo y coordinado entre
la academia e instituciones del Estado para lograr un monitoreo continuo de va-
riables oceanogréaficas en la costa de Uruguay. Se logro generar una serie temporal
de salinidad sin precedentes que sera de utilidad para ampliar la comprension y el
conocimiento de la dindmica de procesos oceanograficos en el Rio de la Plata, los
cuales aportaran a establecer medidas de gestion para la conservacion de la fauna
en un area marina protegida del SNAP, el Parque Nacional Isla de Flores. En
cuanto a la temperatura, se logré evidenciar su alta correlaciéon con un producto
satelital particular, y se caracterizo el ciclo diario de temperatura. Combinando los
datos in situ con los satelitales, es posible reconstruir una serie temporal horaria
con un alto grado de confianza.

Los equipos utilizados, de bajo costo y facil utilizacion, permitieron obtener
mediciones muy confiables de temperatura; mientras que en el caso de la salinidad
se obtuvo una serie de datos un poco menos confiable, pero de un importante
valor. Los equipos de medicién ocednicos suelen ser equipos de alto costo y re-
quieren mantenimiento. Los equipos aqui utilizados son alternativas relativamente

econdmicas que contemplan una adecuada relacion calidad/precio. Proyectando
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la continuidad del monitoreo a largo plazo, una alternativa es considerar la posi-
bilidad de adquirir equipos méas completos que puedan transmitir la informacion
remotamente, de modo de poder incorporar un monitoreo en tiempo real por me-
dio del cual se pueda acceder a la informacion a través de un sitio web. Asimismo,
considerar la posibilidad de implementar un sistema en el que se puedan incorporar
sucesivamente nuevos sensores que registren distintas variables fisicas y biogeoqui-
micas, de modo de generar un monitoreo de diferentes variables ambientales que
permitan alcanzar un monitoreo oceanografico integral. En este sentido, a modo
de consolidacion de una estacion de monitoreo permanente de las condiciones fi-
sicoquimicas y biolégicas en el Rio de la Plata, el PNIF, ademés de constituir un
sitio clave por su ubicacion, también facilita la logistica de amarre y el acceso de
equipos. Ademaés de las instituciones involucradas, se identifican al sector producti-
vo pesquero, a la Direccion Nacional de Recursos Acuaticos, a la Universidad de la
Republica y al Servicio de Hidrografia, Oceanografia y Meteorologia de la Armada
como actores relevantes que se beneficiarian de la continuidad y profundizacion de
esta iniciativa.
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RESUMEN

La ciencia ciudadana promueve la contribucion activa de los ciudadanos en proyectos
cientificos a través de sus esfuerzos, conocimientos, herramientas y recursos. La comu-
nidad que reside en cercanias de un embalse es quien sufre las principales consecuen-
cias de las floraciones de cianobacterias, y suele poseer un conocimiento popular de la
problemética y un gran entusiasmo en colaborar en tareas de investigacion. En este
trabajo se describe una iniciativa conjunta entre la comunidad, la Facultad de Cien-
cias Exactas, Fisicas y Naturales de la Universidad Nacional de Cordoba, el Grupo
Especial de Rescate y Salvamento de Calamuchita y la Administracion Provincial de
Recursos Hidricos. Este trabajo incluye el monitoreo colaborativo de floraciones de
cianobacterias en el embalse Los Molinos, una experiencia inédita en los embalses de
la provincia de Cordoba (Argentina). Se describe la transparencia medida con disco

de Secchi como un excelente indicador para uso recreativo. Se destaca la participacion
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de los alumnos de la escuela Alfonsina Storni, de Potrero de Garay, y el personal del
Grupo Especial de Rescate y Salvamento, quienes reportan datos valiosos sobre el
estado del embalse en relacion con las floraciones de cianobacterias y transmiten a sus
familias, compafieros de trabajo y comunidad los conocimientos co-construidos.
PALABRAS CLAVE: calidad de agua, uso recreativo, cianosemaforo.

ABSTRACT

Citizen science involves the participation of the entire community in scientific activities
and promotes the active contribution of citizens in research projects through their
efforts, knowledge, tools and resources. The community living nearby a reservoir
suffers the main consequences of cyanobacteria blooms and usually has a popular
knowledge of the problem and a great enthusiasm to collaborate in research tasks.
This study describes a joint project between the community and the Faculty of
Exact, Physical and Natural Sciences of the National University of Cérdoba, the
Special Rescue Group of Calamuchita and the Provincial Administration of Water
Resources. This initiative includes the collaborative monitoring of cyanobacterial
blooms in Los Molinos reservoir in an unprecedented experience in reservoirs in
the province of Coérdoba (Argentina). Secchi depth is described as an excellent
indicator for recreational use. The participation of students of the Alfonsina Storni
school in Potrero de Garay and of the Special Rescue Group of Calamuchita, who
reported valuable data on the reservoir conditions in relation to cyanobacterial
blooms and transmit the main results and conclusions to their families, coworkers
and the whole community, is here underscored.

KEYWORDS: water quality, recreational use, cyanosemaphore.
RESUMO

A ciéncia cidada promove a contribuicio ativa dos cidadaos em projetos cientificos
através de seus esforgos, conhecimentos, ferramentas e recursos. A comunidade
que reside nas proximidades de um reservatorio sofre as principais consequéncias
das floragoes de cianobactérias e geralmente possuium conhecimento popular da
problematica e um grande entusiasmo em colaborar nas tarefas de pesquisa. Este
trabalho descreve uma iniciativa conjunta entre a comunidade e a Faculdade de
Ciéncias Exatas, Fisicas e Naturais da Universidade Nacional de Coérdoba, o Grupo
Especial de Resgate e Salvamento de Calamuchita e a Administragao Estadual de
Recursos Hidricos. A iniciativa inclui o monitoramento de floragoes de cianobactérias
no reservatorio Los Molinos, Cordoba-Argentina. A transparéncia medida do disco
de Secchi é descrita como um excelente indicador para uso recreativo. Destaca-se
a participagdo de alunos da escola Alfonsina Storni em Potrero de Garay e os
funcionarios do Grupo Especial de Resgate e Salvamento, os quais relatam dados
valiosos respeito do estado do reservatorio em relacao as floragdes de cianobactérias
e transmitem o conhecimento co-construido a suas familias, colegas de trabalho e
comunidade.

PALAVRAS-CHAVE: qualidade da agua, fins recreativos, cianosemaforo.
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INTRODUCCION

Las cianobacterias son microorganismos fotoautotrofos que crecen en aguas ricas
en nutrientes (principalmente fosforo y nitrogeno), y representan un problema
cuando se multiplican rapidamente, dando origen a una floracion. Generalmente,
esto ocurre en aguas calidas, de escaso movimiento y como consecuencia del pro-
ceso de eutrofizacion. Cuando se forma una floracion de cianobacterias, a menudo
el agua cambia de color, observandose un verde intenso que muchas personas des-
criben como similar a una “mancha de pintura”, y ademéas se percibe un olor desa-
gradable. El potencial impacto de las cianobacterias se encuentra relacionado a la
salud publica, a la biodiversidad y a la problematica ambiental, y trae aparejado
pérdidas economicas (UNESCO, 2009; Chorus y Bartram, 1999). Particularmente,
en el embalse Los Molinos (ELM), Bazan y otros (2014) y Cossavella (2003) han
mencionado que el aporte de liquidos residuales provenientes de complejos turisti-
cos, clubes y asentamientos de la cuenca (sin adecuado tratamiento); el mal manejo
de suelos; la quema de pastizales y del monte serrano; asi como las escorrentias
agricolas y ganaderas provenientes del area de aporte, contribuyen al deterioro de
la calidad del agua del embalse. Tal deterioro ha sido observado por parte de la
poblaciéon de Potrero de Garay, quien manifesté su preocupacion a fines de 2017
tras recibir agua de coloracion verdosa y desconocer si podia ser usada para fines
domeésticos y/o consumo. Esta situacion local no es ajena a la problematica global
de la eutrofizacion que diversos autores (Argentina. Ministerio de Salud de la Na-
cion Argentina, Direccion Nacional de Determinantes de la Salud, 2017; UNESCO,
2009; Codd, et al., 1999; Amé, et al., 2010; Galanti, et al., 2013) sefialan como una
amenaza para la salud publica debido a las actividades de recreacion y consumo
de agua humana, como una preocupacion ambiental por el efecto de bioacumu-
lacion de cianotoxinas y como una pérdida econémica por afectar el turismo, el
valor paisajistico y la pesca. Dichas consecuencias del problema de eutrofizacion
v el logro de una red de trabajo interinstitucional creada durante dos décadas de
monitoreo ininterrumpido en el ELM fueron los principales motivos que originaron
el presente trabajo.

Desde el ano 1999, en el ELM se realiza un Programa de Monitoreo Per-
manente de Calidad de Agua, conducido por la Facultad de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales de la Universidad Nacional de Coérdoba (FCEFyN), con el
valioso apoyo de la Administracion Provincial de Recursos Hidricos (APRHI), el
Grupo Especial de Rescate y Salvamento (GERS), de Calamuchita y la empresa
Aguas Cordobesas S.A., como actual concesionaria de la provision de agua po-
table para la ciudad de Cordoba. A pesar de los grandes esfuerzos que llevan a
cabo las instituciones intervinientes, la distribucion espacial y temporal en que
se manifiestan las floraciones, sumado a que las instituciones involucradas en el
programa no pueden arribar rapidamente al area de estudio, resulta dificultoso
el registro, la caracterizacion y el estudio de todas las floraciones que ocurren en
el ELM. Una manera novedosa de resolver las dificultades mencionadas es invo-
lucrar a los lugarefios en el monitoreo visual de floraciones de cianobacterias a

través un proyecto de ciencia ciudadana.
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La ciencia ciudadana permite a la sociedad avanzar en una mejor comprension del
entorno, o de los riesgos ambientales, y a menudo conlleva una mayor implicaciéon
en la conservacion del ambiente y el empoderamiento de los ciudadanos. Por lo tan-
to, beneficia tanto al colectivo cientifico como a la ciudadania (Centro de Investi-
gacion Ecologica y Aplicaciones Forestales, s.d.). Paul y otros (2018) definen como
ciencia ciudadana a la participaciéon del publico en general en distintas etapas de
los proyectos de investigaciéon que involucran la recoleccién, la interpretacion y
el analisis de datos. Los proyectos de ciencia ciudadana se han implementado en
distintas disciplinas como, por ejemplo, en ciencias de la salud (Swan, 2012), en
ecologfa (Kobori, et al., 2016; Silvertown, 2009) y en otras ciencias ambientales
como la geomorfologia (Behrens, et al., 2009) y la hidrologia (Le Coz, et al., 2016).
Los proyectos que involucran a los ciudadanos como participantes estan en auge en
la actualidad, aunque las raices de la ciencia ciudadana se remontan a los comien-
zos de la ciencia moderna (Silvertown, 2009). Este auge esta beneficiado por los
acelerados desarrollos tecnologicos de instrumental de bajo costo y de facil uso que
estan a disposicion de los ciudadanos, y por la utilizacion de las redes sociales que
permiten reportar rapidamente las observaciones (Le Coz, et al., 2016). En parti-
cular, para el seguimiento y monitoreo de cianobacterias, en el afio 2013, el Labo-
ratorio de la Region de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y la Comision
Interestatal de Control de la Contaminacion del Agua de Nueva Inglaterra invita-
ron a profesionales cientificos, ciudadanos sin formacion cientifica y profesionales
del agua capacitados a llevar a cabo un Monitoreo de Cianobacterias Colaborativo
denominado CMC, segun NALMS (s.d.) y USEPA (2017).

El monitoreo visual de un cuerpo de agua es una herramienta ttil ya que gene-
ra informacion valiosa en tiempo real para el seguimiento de la calidad del agua,
brindando datos complementarios a los generados en los muestreos programados.
Su fortaleza radica en que posibilita el involucramiento de la ciudadania, la cual se
convierte en una parte fundamental de la investigacion, ayudando a la prevencion
y la comunicacion de los riesgos de las floraciones de cianobacterias, ya que mu-
chas veces estan visibles en un periodo corto de tiempo y en lugares determinados,
ampliando asi la cobertura de la vigilancia (Matthews, et al., 2018). La propuesta
inédita para los embalses de Cérdoba surge en el contexto de dos proyectos de
compromiso social estudiantil de FCEFyN, denominados CYANO (Control y Aler-
ta de Niveles Observados de Cianobacterias) y MATTEO (Monitoreo Automatico
del Tiempo en Escuelas y Organismos). La misma se origind para dar respuesta a
una preocupacion de la poblacion de la localidad de Potrero de Garay y de algunos
representantes del Grupo Especial de Rescate y Salvamento (GERS) de Calamu-
chita, quienes presentaron irritaciéon en la piel y/o problemas gastrointestinales
luego de tener contacto directo con el agua durante su entrenamiento fisico o de
rescate acuatico como parte de su labor profesional cotidiana. Ambos proyectos
de compromiso social estudiantil trabajaron en conjunto con la escuela Alfonsina
Storni de Potrero de Garay para llevar a cabo las tareas de recopilacion y registro
de datos, y de educacién y concientizaciéon sobre la problematica ambiental de
las cianobacterias. Los participantes ciudadanos realizaron diferentes actividades

relacionadas a la recopilacion, el disefio y el analisis preliminar de los datos, por
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lo que se encuadra como un proyecto de ciencia ciudadana colaborativo (Centro
de Investigacion Ecologica y Aplicaciones Forestales, s.d.). El objetivo principal
de este trabajo es presentar el desarrollo de un monitoreo visual de floraciones de
cianobacterias mediante un proyecto educativo y de ciencia ciudadana con el fin de
contribuir a una nueva cultura cientifica y a un escenario en red transdisciplinario

y multisectorial.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El ELM, construido en el afio 1953, se encuentra ubicado en el Valle de Los Rear-
tes, en el limite de los departamentos Santa Marfa y Calamuchita (31° 43’ 30” S
y 64° 32’ 207 W); a 65 km al sudoeste de Cordoba capital, y su principal via de
acceso es la ruta provincial N°5. E1 ELM posee un volumen de 307 hm? a cota de
vertedero, localizado a 53 metros desde la base de la presa, con una profundidad
media de 14 metros. En estas condiciones, la superficie inundada es de 24,5 km?.
La cuenca de aporte de dicho embalse es de 978 km? (Bazan, 2006). E1 ELM
posee usos miltiples y es el segundo mas grande de la provincia de Cordoba,
Argentina. Es considerado uno de los atractivos turisticos més importantes de
la provincia y en los ultimos afios se promueve como un lugar privilegiado para
el desarrollo de diversas actividades nauticas (kitesurf, esqui, wakeboard, kayak,
vela, pesca deportiva) y como oferta de diferentes productos inmobiliarios. Ade-
més, en sus costas se ofrecen diversos servicios tales como guarderia de lanchas,
escuelas de kitesurf, cabalgatas, restaurantes y confiterias con vistas al embal-
se. Se encuentra rodeado por cuatro comunas principales: Los Reartes, Ciudad
Parque Los Reartes, Villa Ciudad de América y Potrero de Garay. Las mismas
cuentan con una poblacion de: 1.426, 1.165, 765 y 1.323 habitantes, respectiva-
mente. En la dltima década, las cuatro comunas del perilago han mostrado un
progresivo crecimiento y, particularmente Potrero de Garay ha alcanzado una
poblacion de 5.000 habitantes permanentes. Dicha poblacién permanente llega
a triplicarse durante el periodo estival debido a la intensa actividad turistica.
Este patron de crecimiento de la poblacién no permanente durante el verano es
similar en todas las comunas de la cuenca del ELM. Se destaca que, de las cuatro
comunas del perilago, Potrero de Garay distribuye agua directamente desde el
ELM sin un previo tratamiento de potabilizacién. Las restantes comunas se pro-
veen de agua subterranea. Por otro lado, el ELM representa la segunda fuente de
abastecimiento para el 30% de la poblacion de la zona centro y sur de la ciudad
de Cérdoba (500.000 habitantes). No obstante, se destaca que debido al sistema
de conduccién a canal abierto y por el recorrido que hace el agua desde el ELM,
pasando de un sistema léntico a uno lotico en el canal Los Molinos-Cérdoba, las
floraciones de cianobacterias no han representado hasta ahora un problema para
la ciudad de Cérdoba (Bazén, et al., 2018).

Uno de los actores sociales en territorio que participé en el proyecto es el
GERS de Calamuchita, compuesto por agentes de la policia provincial altamente

entrenados y capacitados en temas relacionados con busqueda y rescate en areas
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de dificil acceso (terrestre, acuatico, en alturas y espacios confinados), navegacion
en el mar, busqueda de artefactos explosivos y negociaciones en situaciones criticas.
La base del GERS de Calamuchita durante el monitoreo visual de cianobacterias
se ubico en el club APYCAC, situado en la comuna de Villa Ciudad de América.
Actualmente, se ha trasladado a la localidad de Potrero de Garay. El otro actor
social que particip6é del proyecto es la escuela primaria Alfonsina Storni, ubicada
en el polo educativo de Potrero de Garay. Dicha institucion educativa pertenece al
sector publico y responde a una alta demanda por parte de las familias de localida-
des cercanas, entre ellas: Los Espinillos (10 Km), Paso de La Pampa (8 Km) y Villa
Ciudad de Ameérica (15 Km). Asiste un total 204 alumnos (entre 5 y 12 afios de
edad), distribuidos en 9 secciones: de 1° a 6° en el turno mafiana y 1°, 2° y 4° grado
en la tarde. Cuenta con jornada extendida en el campo de las ciencias, educacion ar-
tistica, literatura y TICs. La comunidad educativa incluye ademas de los estudian-
tes, 14 docentes, 7 no docentes, 1 administrativo y 1 directivo. Un actor social que
surgié de manera indirecta y que participo del proyecto es el cuerpo de Bomberos
Voluntarios de Potrero de Garay. La articulacion con ellos fue llevada a cabo desde
la escuela Alfonsina Storni, la cual provee los datos de la estaciéon meteorologica
instalada en la escuela por el proyecto MATTEQ. Diariamente la escuela envia por
mensaje de WhatsApp una foto del visor de la estaciéon meteorologica donde se
especifican los datos medidos de temperatura ambiente, velocidad del viento, lluvia
acumulada, humedad y presion atmosférica. Con esos datos, los bomberos elabo-
ran el riesgo de incendios para la localidad. El segundo actor indirecto que surgio
durante el desarrollo del proyecto fue Seguridad Nautica, quien tiene como funciéon
regular y fiscalizar las normas y disposiciones que disciplinan a la actividad nautica
en aquellas jurisdicciones en que la provincia ejerce el poder de policia, incluyendo
las actividades comerciales, deportivas, turistica, industriales y/o particulares (Go-
bierno de la Provincia de Cordoba, 2020a). La Figura 1 muestra un diagrama de
los actores sociales en territorio, acciones y relaciones del Proyecto CYANO, como
asf también las variables medidas y registradas durante el monitoreo visual de flo-

raciones de cianobacterias.
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Figura 1. Diagrama de participantes, acciones y relaciones del Proyecto CYANO,
especificando las variables medidas para el monitoreo visual de cianobac-
terias. En el recuadro de linea gruesa se destacan los actores directos y
en lineas de puntos los indirectos.

Concientizacion y educacion

En el presente trabajo, los estudiantes de 3°, 4° y 5° ano de ingenierfa quimica y
ambiental, egresados y docentes de la FCEFyN brindaron dos charlas interactivas
de concientizacion a los estudiantes y padres de la escuela Alfonsina Storni y al
personal de GERS para presentar la problemética ambiental de eutrofizacion, cia-
nobacterias y su influencia en la salud. Al final de las charlas se abri6 un espacio de
debate para plantear dudas y que los participantes cuenten sus experiencias sobre
el embalse y las cianobacterias. Mediante este proceso, el grupo de investigacion
tomo conocimiento del saber popular con el que contaba la comunidad educativa
y el personal del GERS.

Por otra parte, en la escuela Alfonsina Storni se brindaron dos talleres a es-
tudiantes de 6° grado (de 11 y 12 afios), orientados a desarrollar la habilidad de
observacion, medicion y registro de datos con el fin de que comenzaran a registrar
los datos de la estacion meteorologica y la coloracion del agua observada por ellos
y/o sus padres. Durante uno de los talleres se abordé el concepto de cuenca y se
motivo a los estudiantes a identificar las diferentes fuentes de aporte de nutrientes
al embalse. Posteriormente, se realizé6 una mesa de debate donde los estudiantes
del nivel primario plantearon su inquietud sobre el potencial riesgo en relacion
con el uso recreativo en las costas del embalse, y la necesidad de que la poblacion

tome conocimiento de la problemética de las cianobacterias. Al final de la mesa, se
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acord¢ realizar un reconocimiento de las costas y divulgar los datos medidos en un
pizarrén doble colocado en la puerta de la escuela, ademas de confeccionar folletos
informativos sobre las cianobacterias y los cuidados a tener en el uso recreativo.
Para la confeccion de los tripticos de divulgacion, tanto los docentes de la escuela
primaria como los estudiantes realizaron una busqueda bibliografica y revision
de antecedentes. Para el relevamiento de las costas se llevo a cabo un recorrido
de unos 800 metros sobre la costa noroeste, entre las desembocaduras de los
rios San Pedro y Los Espinillos. Los estudiantes compartieron su saber popular
sobre los eventos recreativos que organiza el municipio y los estudiantes de la
FCEFyN les ensefiaron como miden los parametros de calidad de agua (tempe-
ratura, pH, conductividad y oxigeno disuelto) con una sonda multiparamétrica
Horiba U-10, durante los muestreos mensuales. Los niflos tomaron notas de
las mediciones efectuadas en sus cuadernos, y en un mapa del embalse (pro-
visto por los directores del proyecto CYANO) se identificaron los sitios donde
se llevan a cabo actividades turisticas y de recreaciéon. Se tomaron muestras
de agua del embalse en frascos de vidrio de 350 mL para diferenciar el color
y aspecto del agua con el fin de iniciar el entrenamiento en el reconocimiento
macroscopico de las floraciones de cianobacterias. Durante el relevamiento,
bajo la supervision de los directores del proyecto, los escolares mantuvieron
una comunicacion mediante videollamada de WhatsApp con estudiantes de
otra escuela primaria (Dr. Amadeo Sabattini), donde también se desarrolla el
proyecto MATTEO. La escuela Sabattini es un establecimiento educativo rural
al cual asisten 25 estudiantes, de entre 5 y 11 afios. Dicha escuela se ubica ale-
dana a la presa del embalse San Roque, la principal fuente de abastecimiento
de la ciudad de Cordoba. Los estudiantes compartieron sus experiencias en los
dos proyectos de ciencia ciudadana. Posteriormente, los alumnos de la escuela
Alfonsina Storni visitaron el establecimiento educativo Dr. Amadeo Sabattini y
entregaron los folletos de divulgacion que habian realizado junto a las docentes
de primaria. Las actividades realizadas entre los dos establecimientos educa-
tivos fueron pensadas como una forma de buscar y reconocer, en el encuentro
entre pares, similitudes y diferencias respecto a como se abordé el estudio de
una misma problematica en dos embalses diferentes. Al concluir el primer ano
del proyecto, se organiz6 una visita a la FCEFyN por parte de los estudiantes,
docentes, personal administrativo y directivos de la escuela Alfonsina Storni.
Durante el recorrido, se incluy6 la visita al Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Quimica Industrial y Aplicada para observar las cianobacte-
rias en microscopio, y continuar con el entrenamiento visual macroscopico para
distinguir los diferentes niveles del cianoseméaforo con muestras preparadas ad
hoc a partir de una floracion. Los participantes del proyecto observaron en mi-
croscopio una muestra de agua proveniente de una floracion de cianobacterias
del embalse San Roque (debido a que en esa oportunidad Los Molinos se encon-
traba sin floracion). Ademas, se prepararon diluciones seriadas de la muestra
para simular el aspecto de las cianobacterias, segiin los cuatro niveles de riesgo
del cianosemaforo. A partir de la muestra de agua del embalse, se prepararon
diluciones 1:10 y 1:100 para representar el nivel de riesgo moderado y bajo.

La muestra sin diluir represent6 el nivel alto y el blanco se prepar6é con agua
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destilada representando el nivel escaso. El procedimiento empleado fue idéntico
al utilizado para la observacion in vivo de la muestra tomada en el club APY-
CAC durante el monitoreo mensual de febrero 2020; para lo cual se tomo6 una
alicuota del sobrenadante con pipeta p-50, se agregd una gota en un portaob-
jeto y se colocd por encima un cubreobjeto. Se procedié a la observacion del
sobrenadante microscopio Leica DM 500 con un aumento de 40x.

Para el personal del GERS se realizaron dos talleres participativos, el primero
de ellos orientado a la concientizacion del riesgo sanitario al que se encuentra
expuesto el personal de dicha institucion por efectuar actividades laborales en
el embalse. Al final del taller se abri6 un espacio de debate para responder du-
das y/o comentarios de los asistentes. El segundo taller se enfoco en el recono-
cimiento macroscopico de las floraciones de cianobacterias, el registro de datos
y las mediciones in situ de temperatura y transparencia con disco de Secchi.
Durante el taller se proyecté un video de 4 minutos de duracion, elaborado por
los estudiantes de ingenierfa quimica y ambiental bajo la supervision de los
directores del proyecto CYANO, sobre el reconocimiento macroscopico de las
cianobacterias y las variables a medir durante el monitoreo visual. Dicho video
educativo se difundié como una herramienta digital asincronica para capacitar
al personal del GERS. Cabe destacar que el GERS participa activamente de
los muestreos mensuales que se llevan a cabo en el ELM, y ha sido entrenado
progresivamente en la toma de muestras, registro de datos y mediciones in situ
desde hace 5 anos.

Estaciéon meteoroloégica y registro de datos

El proyecto MATTEO instal6 en mayo de 2019 una estacion meteoroldgica
marca Link Made, modelo WH1081, en la escuela Alfonsina Storni. La estacion
cuenta con sensores para medir temperatura interna y externa, humedad inter-
na y externa, velocidad del viento, lluvia acumulada y presion atmosférica. Al
inicio de cada turno, los estudiantes de 4° y 6° grado llevaron a cabo la lectura
de los datos de la estacion y luego los registraron en un cuaderno destinado a
tal fin. Se construyeron tablas en las hojas del mismo, cada variable se colocod
en las columnas y el registro diario se escribi6 en las filas. Se agregd una co-
lumna adicional para registrar el color del agua. Este dato fue aportado diaria-
mente por los estudiantes y padres que viven o transitan contiguo al embalse
y se comparo6 con el color observado por el personal del GERS de Calamuchita
durante el monitoreo visual.

Monitoreo visual

El monitoreo visual de floraciones de cianobacterias se llevd a cabo de octu-
bre 2019 a marzo 2020, en 13 sitios de muestreo (Figura 2). Previamente, se
seleccionaron las variables a medir y registrar por el personal del GERS de

Calamuchita, para lo cual se cre6 un formulario digital mediante Google Forms.
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Figura 2. Ubicacion relativa del embalse Los Molinos, Cordoba-Argentina y
geoubicacion de los sitios de muestreo (en rojo): Centro (C ), Club
Apycac (CA), Costa Los Molinos (CLM), Desembocadura Los Espinillos
(DEL), Desembocadura Los Reartes (DLR), Desembocadura San Pedro
(DSP), Garganta (G), Ingreso club Apycac (ICA), Los Espinillos (LE),
Molvento (M), Presa (P), San Pedro (SP), Solar del Lago (SDL)y
comunas del perilago (en verde).

Se incluyeron variables cuantitativas medidas in situ: temperatura del agua y
transparencia de disco de Secchi. Ademas, se registraron variables cualitativas
y sus diferentes estados para describir las condiciones del tiempo, entre ellas
nubosidad (despejado, parcialmente nublado, nublado), viento (moderado, in-
tenso, brisa suave). Ademas, se incluy6 turbidez del agua (debido a cianobacte-
rias o inorganica causada por material en suspensién aportado por crecientes,
cenizas u otros), aspectos de las cianobacterias (no visibles, en suspension fina,
“pinceladas”, natas y/o espumas espesas) y la presencia o ausencia de ejempla-
res de peces muertos (Figura 3). El aspecto de las cianobacterias y las coor-
denadas geograficas se registraron fotograficamente con el celular utilizando
Angle Cam App o Google Maps. Estas fotos fueron adjuntadas al formulario
de Google. Los datos recopilados por el personal del GERS de Calamuchita se
registraron durante recorridos de rutina en el ELM con una frecuencia diaria,

cada dos o tres dias y/o semanal.
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Figura 3. a) Medicion de transparencia con disco de Secchi por personal del
GERS de Calamuchita. b) Ilustracion en el celular de una parte
del formulario Google Forms del monitoreo visual de cianobacte-
rias en el ELM.

Analisis e interpretacion de los datos recopilados con Google Forms

El analisis de la calidad y la interpretacion de los datos fueron realizados por
los directivos del proyecto CYANO. Los datos recolectados se descargaron en
formato de Microsoft Excel. A esta base se incorporaron los datos provistos por
la estacién meteorolégica. Ademas, se incluyé el nivel del embalse publicado
por el Gobierno de la Provincia de Cordoba (2020b). Se realizé un anélisis de
todas las variables y por comparacion visual se asigné el nivel de riesgo segin
el cianoseméforo desarrollado por el Ministerio de la Salud de la Nacion Ar-
gentina (Argentina. Ministerio de Salud de la Nacion Argentina, s.d.). Dicho
cianoseméaforo identifica los colores verde, amarillo y rojo a niveles de riesgo
bajo, moderado y alto, respectivamente. En el presente trabajo se adapto dicho
cianoseméaforo adicionando un nivel, al cual se le asigno el color azul, cuando
hay ausencia de cianobacterias y en consecuencia el riesgo es considerado “es-
caso” (Tabla 1).
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Tabla 1. Adaptacion del cianosemaforo (Argentina. Ministerio de Salud de la
Nacion Argentina, s.d.), color, nivel, aspecto del agua y recomendaciones
sugeridas para cada nivel de riesgo.

Nivel d A
1vel de Aspecto del Agua Recomendaciones

Riesgo

Puede utilizarse el agua para
fines recreativos.

‘ Escaso Limpio, sin floraciones.

Si decide bafiarse, enjudguese
después y lavese las manos. No
consuma el agua. Mantenga aleja-
dos a nifios y mascotas.

Sobre la superficie del agua apa-
Bajo recen pequernios cimulos similares
a “yerba dispersa’.

Evite el contacto con las man-
Masa verde brillante de cianobac- chas de cianobacterias. Si lo tuvo
Moderado  terias sobre la superficie, similar lavese con agua limpia lo antes
a una mancha de pintura. posible. Mantenga alejados a
nifos y mascotas.

Si en el agua o en la orilla se ob-  No entre al embalse ni consuma
. Alto serva una masa verde oscura que el agua. Aleje de la costa a los
aparenta una nata “espesa’ ninos y mascotas.

Comunicacion

Los datos recopilados por los actores sociales en territorio (GERS Calamuchita y
Escuela Alfonsina Storni) fueron comunicados a los proyectos de compromiso social
estudiantil a través de un grupo de WhatsApp denominado Proyecto CYANO.
Participan del mencionado grupo los jefes de guardia del GERS Calamuchita, téc-
nicos del APRHI, el responsable de Seguridad Nautica, maestras de 4° y 6° grado
y personal administrativo de la Escuela Alfonsina Storni, tutores docentes y estu-
diantes de la FCEFyN-UNC y directores de los proyectos CYANO y MATTEO. La
Escuela Alfonsina Storni utiliza diferentes herramientas de comunicacion interna y
externa para difundir los datos recopilados. Diariamente, los estudiantes comuni-
can los datos medidos por la estacién meteorologica al iniciar la jornada educativa
en cada turno (mafiana y tarde). Entre las herramientas externas de comunicacion

empleadas se menciona que:

a) El personal administrativo de la escuela comparte diariamente una fotografia
del visor de la estacién meteorologica con los Bomberos Voluntarios de Potrero
de Garay.

b) La misma fotografia y el dato del color del agua es enviado al grupo de WhatsApp
del Proyecto CYANO.

¢) La temperatura ambiente y el porcentaje de humedad se indican en carteles
con forma de termémetro y un grafico de torta (construidos junto con la do-
cente de Artes Plasticas). Los carteles fueron colocados al ingreso de la escuela

para ser observados por padres y estudiantes.
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d) El riesgo de incendio proporcionado por los Bomberos Voluntarios de Potrero de
Garay es indicado en un cartel de colores también al ingreso de la escuela.

e) Los estudiantes escriben con tiza en un pizarron doble faz los datos de temperatura
ambiente, humedad, coloracién del agua y nivel del riesgo de incendio, el cual
es colocado en la vereda de la escuela para compartir la informacién con la
comunidad de la localidad.

f) Los estudiantes divulgan lo aprendido sobre qué son las cianobacterias y como
su aparicion afecta en los diferentes usos del agua durante su muestra anual

denominada “Expo Alfonsina”.

Por 1ltimo, el nivel de riesgo por floraciones de cianobacterias fue comunicado por
los directores del proyecto CYANO al grupo de WhatsApp homénimo. Para los casos
en que el nivel de riesgo fue moderado (amarillo) y/o alto (rojo), se comunico via
llamada telefénica o mensaje de WhatsApp a los tomadores de decision del gobierno
provincial y comunal, y al responsable de la planta potabilizadora Los Molinos.

Un resumen de la metodologia desarrollada se presenta en la Figura 4, donde
se observa que el proceso diseniado es de retroalimentacion positiva enfocado en la

mejora continua.

Ciencia Ciudadana Paso a Paso

N - EN - EE - FE

+ Talleres + Creacion de + Analisis de + Comunicacion|
Formulario datos (interna
+ Mesas y externa)
redondas + Monitoreo - Interpretacion
visual del de resultados
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- Datos

meteorologicos|

—"

\\/

Figura 4. Proceso de creaciéon y ejecucion del monitoreo visual
de cianobacterias en el embalse Los Molinos, Cérdoba-Argentina: Ciencia
ciudadana en 4 Pasos.

Procesamiento de datos

Se realizo un anélisis de la distribucion espacial de las cianobacterias monitoreadas
visualmente contabilizando la cantidad de muestreos en cada sitio. Ademaés, se gra-
ficaron los porcentajes de ocurrencia de los diferentes niveles de riesgo en cada sitio
monitoreado. Entre las variables medidas, se eligio la transparencia medida por
la profundidad del disco de Secchi por ser un indicador de calidad del agua para
uso recreativo, segtin lo descripto por Chorus y Bartram (1999). Se correlaciond la
temperatura del agua con la transparencia y se establecio graficamente una linea

de corte a los 2 metros, el cual es coincidente con un estado trofico de eutrofia,
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segin Carlson (1977). En una primera instancia, los datos fueron ordenados en
una planilla de Microsoft Excel 2010 y analizados utilizando el Software estadistico
Infostat version 2008 (Di Rienzo, et al., 2008). Se calcularon los valores medios y
desvios de las variables por nivel de riesgo y se aplico anélisis discriminante (AD).
El criterio de agrupacion fue el nivel de riesgo (escaso, bajo, moderado y alto). En
el AD se suprimi6 el nivel de riesgo “alto”, dado que es una condiciéon del software
Infostat que exista mas de un dato en cada grupo, y se contd con un tinico registro
de nivel alto.

RESULTADOS

La herramienta de Google Forms resulto ser efectiva para recopilar los datos regis-
trados por el personal del GERS. Utilizando dicho formulario durante el periodo
monitoreado, se obtuvieron 44 registros en los 13 sitios de muestreo distribuidos
en el embalse.

La distribucion espacial de los diferentes niveles de riesgo se muestra en la Fi-
gura 5 como porcentaje de ocurrencia. Se observa que en la zona sur del embalse,
los sitios correspondientes a la Desembocadura Los Reartes (DLR) y Molvento (M)
presentaron la mayor frecuencia de floracion. Otros sitios que registraron floracio-
nes de cianobacterias fueron la Presa (P) y Centro (C) del embalse y la bahia del
Club Apycac (CA). Este ultimo fue el tnico que registré un nivel de riesgo alto
(rojo) durante el mes de febrero 2020. Dicho registro coincidi6é con el monitoreo
mensual programado para el ELM y los datos se complementaron con la identi-
ficacién microscopica de Dolichospermum como género predominante. Durante el
periodo estudiado, en el 77% de los casos el nivel de riesgo fue escaso, que en el
presente trabajo se lo asocia a ausencia de floraciones de cianobacterias. El 11%
de los sitios mostré un nivel de riesgo entre moderado (9%) y alto (2%). El 12%
restante correspondié a un nivel de riesgo bajo.

W Alto Moderado Bajo M Escaso
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Figura 5. Porcentaje de ocurrencia de los niveles de riesgo segtin cianosemaforo
(presentado en Tabla 1) en cada sitio de muestreo (ver codigos en la
Figura).

En la Figura 6 se presenta la correlacion de la temperatura del agua
y la transparencia medida con disco de Secchi (r = -0,4). Se observa que a tempe-
raturas mayores de 20 °C se registraron las menores transparencias.
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Figura 6. Relacion entre temperatura del agua y transparencia. En los 2 m
se ubica una linea de corte como limite recomendado de DS para uso
recreativo seguro, segiin Chorus y Bartram (1999).

Ademaés, aproximadamente el 50% de los registros estuvo por debajo de los 2 me-
tros que se sefiala como limite para un uso seguro en aguas destinadas a recreacion
con contacto directo y para categorizar un cuerpo de agua eutrofico. La Tabla 2
muestra que la temperatura del agua durante los 10 eventos registrados con un
nivel de riesgo (entre bajo, moderado y alto) fue de 24° C aproximadamente. Dicha
temperatura es similar a la sefialada por Bazan y otros (2005) como 6ptima para
el desarrollo de las cianobacterias en el ELM. Se destaca que los niveles de riesgo
bajo y moderado se produjeron cuando se registrd la menor velocidad del viento
(2,8 Km/h) y con direccién predominante N y NE. Debido a ello, las floraciones se
observaron en el centro y zona sur del embalse. Mientras que para el tinico evento
registrado con un nivel de riesgo alto, el viento predominante fue en direccion SO
y la floracién se acumulé en la bahia del club APYCAC (CA). El nivel de riesgo
escaso se presento cuando se registraron las menores cotas del embalse. El analisis
AD mostro que las temperaturas de agua y aire, y el nivel del embalse fueron las
variables que describieron de forma directa los niveles de riesgo bajo (color verde)
y moderado (color amarillo), mientras que la profundidad de disco de Secchi se

relacion6 de forma inversa.

Tabla 2. Valores medios y desvios por nivel de riesgo y para cada variable medida.

q q Velocidad o .
Nivel de Nivel del Viento T°Ambiente T°Agua (°C) DS (m)

(Km/h) )

Riesgo Embalse (m)

Escaso 4970 £0,78 4,95 £4,98 19,65 £4,77 17,86 £ 2,79 2,59 £1,19

Bajo 51,30 £1,20 3,14 £2,63 24,60 £6,30 24,40 +£1,13 1,27 £0,58

Moderado 50,54 &+ 1,53 2,45 + 3,80 17,40 £4,85  24,40+1,99 1,17 £0,29

Alto 52,15 7,32 26,50 24,00 1,50
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Segtin los autovalores del analisis discriminante, el eje canoénico 1 explica el 93,7%
de la variacion entre los diferentes niveles de riesgos. Ademaés, segin la primera
funcion discriminante estandarizada por las varianzas comunes, la temperatura del

agua es la variable mas importante para la discriminacion sobre este eje (Figura 7).

31
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Velocidad del viento
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Figura 7. Biplot obtenido mediante anéalisis discriminante sobre
44 registros de las variables cuantitativas medidas. Los diferentes colores
representan el nivel de riesgo en el que fueron clasificados los datos.

Mediante el proyecto MATTEO se tomaron registros meteorologicos con esta-
ciones de bajo costo. A pesar de que no cumplen con los requisitos que poseen
las estaciones oficiales, permiten densificar la cantidad de estaciones y asi poseer
informaciéon de eventos que no pudieron ser registrados por estaciones oficiales.
Esto se debe a que las tormentas que ocurren en la region son del tipo convectivas
y su corta extensiéon provoca que se originen eventos de precipitacion intensa en
un determinado sector. Los estudiantes registraron diariamente los datos de la es-
tacion y a partir de ellos se obtuvo el nivel de riesgo de incendios para la localidad
de Potrero de Garay (Figura 8).

Figura 8. a) Registro de datos meteorolégicos ordenados en columnas (en cuaderno
de estudiantes), de izquierda a derecha: fecha, hora, temperatura interior,
temperatura exterior, humedad interior, humedad exterior, velocidad del
viento, lluvia acumulada, presion atmosférica, color del agua. b) Cartel
ubicado al ingreso de la escuela con flecha que indica el nivel de riesgo de
incendio que fue proporcionado por los Bomberos Voluntarios de Potrero
de Garay a partir de los datos de la estaciéon meteorologica.
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En la Figura 9 se muestran algunas de las estrategias de comunicacion externa
que la escuela Alfonsina Storni llevo a cabo para contribuir en la concientizacion
de la problemética de las cianobacterias. En consecuencia, motivaron a sus padres
a involucrarse en ciencia ciudadana aportando datos de la coloracion del agua y
fotografias del aspecto del agua. Estos datos fueron compartidos por el personal
administrativo de la escuela al grupo de WhatsApp del proyecto CYANO. Uno de
los eventos mas importantes de la escuela es la muestra anual denominada “Expo
Alfonsina”. La misma se desarrolla durante un dia del mes de noviembre en las ins-
talaciones de la institucion, para exhibir a la comunidad educativa y comunidad en
general, los trabajos y proyectos desarrollados por los alumnos. Dicha exposicion
convoca mas visitantes en cada edicion, llegando a méas de 300 visitas en su dltima
realizacion en el afio 2019. En esa oportunidad, los estudiantes de 6° grado, junto
a sus docentes y con las sugerencias de los directores del proyecto CYANO, presen-
taron un stand con folletos de divulgacion, carteleria y fotografias de los diferentes

niveles de riesgos de cianobacterias.

Viento {”*2 g
W

1

Figura 9. Diferentes estrategias de comunicacion en Escuela Alfonsina Storni.
a) Pizarron doble faz de vereda ubicado en la escuela, b) Stand en la
muestra anual “EXPO Alfonsina”, noviembre 2019.

DISCUSION

Los proyectos de ciencia ciudadana en el mundo son escasos (Paul, et al., 2018) y
en nuestro continente aiin novedosos, por lo tanto, esta experiencia inédita en el
embalse Los Molinos podria ser de utilidad para transferirse a otros cuerpos de
agua eutrofizados.

Segin Kobori y otros (2016), los proyectos de ciencia ciudadana pueden contri-
buir a un cambio de paradigma en la ciencia, desarrollando un trabajo colaborativo
entre investigadores cientificos, directores de proyectos, organismos gubernamenta-
les y publico en general para abordar probleméticas ambientales emergentes. Tal es
el caso del presente trabajo, en el cual se logré una recopilacion e interpretacion de
datos que no se podria haber alcanzado si no se hubiera llevado a cabo de manera
colaborativa.

En la escuela, las ciencias se construyen desde los conocimientos cotidianos que

poseen los estudiantes, es decir desde los modelos iniciales o de sentido comun,
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debido a que estos proporcionan el anclaje necesario para la apropiacion de los
modelos cientifico-escolares (Argentina. Ministerio de Educacion de la Provincia
de Cordoba, 2019). En este marco, la actividad cientifica en las aulas mediante las
charlas y los talleres que se brindaron en el primer paso de la ejecucién del proyecto
estuvo conformada por la progresiva construccion de aquellos modelos que pudie-
ran proporcionar una posible representacion y explicacion vélida de las problemati-
cas ambientales locales. Esto origind que los estudiantes y los ciudadanos en gene-
ral se formulen interrogantes y elaboren ideas sobre los distintos componentes de la
realidad, como asi también se cuestionen el como y el por qué. En este contexto, los
proyectos de ciencia ciudadana constituyeron una oportunidad para ensefiar a los
nifios y al resto de la poblacion a “mirar el mundo con ojos de cientificos”. Uno de
los logros mas importantes alcanzados fue que al finalizar el primer afio del proyecto
CYANO, los estudiantes de la escuela primaria, los estudiantes universitarios y el
personal del GERS aprendieron a reconocer las floraciones de cianobacterias y sus
diferentes niveles de riesgos. A su vez, se observo que el compromiso con el proyecto
de ciencia ciudadana fue progresivo a medida que transcurria el tiempo y la com-
prension del poder de la informacion recopilada en la toma de decisiones y gestion.
Actualmente, el monitoreo visual es parte del patrullaje diario que realiza el GERS
en el ELM. Por otra parte, en la escuela Alfonsina Storni se observé que el proyecto
fue util para que alumnos que no encontraban motivacion por los estudios hallaran
una inspiraciéon para llegar més temprano y ser ellos quienes registraran primero los
datos, o bien practicar la lectura y escritura al comunicarlos. A lo largo del proyecto,
las ninas y los ninos fueron apropidndose del conocimiento adquirido y empoderén-
dose personalmente, convirtiéndose en multiplicadores de los saberes aprendidos.

La actividad de observacion microscopica de las cianobacterias fue disenada
como parte de la ensenanza de las ciencias, la cual permitié incrementar la mo-
tivacion de los estudiantes a través de adquirir el conocimiento de una manera
vivencial, y representé una ayuda para la comprension de los conceptos abordados
en el proyecto. Ademas, contribuy6 a desarrollar el razonamiento cientifico de los
estudiantes, adquirir habilidad y destreza en el manejo de instrumentos y actitu-
des relacionadas con el conocimiento cientifico como es la curiosidad, el trabajo en
equipo y la planificacion de tareas.

El acercamiento de la universidad a la escuela contribuy6 al despertar de
las vocaciones cientificas de nifias y nifios, quienes se proyectaron como futuros
estudiantes de la facultad, un escenario impensado por ellos debido al entorno
cultural donde se desarrollan. Por ultimo, al analizar todos los canales de co-
municacion utilizados (4to paso) se observo el rol central que tiene la escuela
Alfonsina Storni como institucion educativa, siendo el nexo fundamental entre la
sociedad, el gobierno de la localidad y el ambito académico. La ciencia ciudadana
permitio a los estudiantes redescubrir el embalse Los Molinos y reconocerse como
ciudadanos participativos y responsables. Se observo que la profundidad del dis-
co de Secchi es un excelente y econémico indicador de calidad de agua para uso
recreativo. Valores de disco de Secchi mayores a 2 metros fueron asociados a au-
sencia de floraciones, es decir, que permiten el bafio o tener contacto directo con
el agua. Por el contrario, valores menores a 2 metros corresponden a presencia

de floraciones en cualquiera de los tres niveles de riesgo (bajo, moderado, alto),
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por lo que la recomendaciéon es evitar el contacto con el agua, no consumirla y

mantener a los nifios y mascotas alejados del agua y de las costas. La transpa-

rencia ha sido sefialada como un indicador que puede ser medido por ciudadanos
cientificos voluntarios de la zona y pescadores (Kloiber, et al., 2002, USEPA,

2017). La aparicion de cianobacterias, como en todo cuerpo eutréfico, estuvo su-

jeta a variables del tiempo como temperatura, precipitaciéon y viento, las cuales

variaron en el lapso de horas o dias influyendo en la permanencia o desaparicion
del florecimiento (UNESCO, 2009; Bazan, et al., 2005). Por lo tanto, contar con
el monitoreo visual en forma periddica es imprescindible para poder realizar el
seguimiento y la vigilancia de cianobacterias. Se concluye que el monitoreo visual
es una herramienta ttil, de baja complejidad, econémica, y de gran valor para la
gestion y el manejo de floraciones. A su vez, es primordial la participacién multi-
sectorial debido al impacto que tienen las floraciones de cianobacterias como una:

a) Amenaza para la salud publica: sus potenciales toxinas pueden causar problemas
de salud en humanos que van desde irritaciones de la piel hasta dafos en el
higado y el sistema nervioso. Dichas toxinas también pueden ser daifiinas para
los animales, incluidos el ganado y las mascotas caninas que beben o nadan
en aguas contaminadas. Durante las diferentes actividades de concientizacion,
los vecinos de Potrero de Garay, asi como deportistas que practican kitesurf y
parte del personal del GERS, manifestaron haber tenido irritacion en la piel
o problemas gastrointestinales luego de tener contacto directo con el agua o
haberla utilizado para beber, cocinar y/o ducharse debido que la misma carece
de proceso de potabilizacion.

b) Preocupacion ambiental: debido a que los nutrientes, la temperatura y la calma
han sido reportados por Bazan (2006) como las condiciones que promueven el
predominio de cianobacterias, y que dichas floraciones -segiin Bazén y otros
(2017)- se desarrollan con mayor frecuencia e intensidad desde el 2010; y debido
a que la pesca es uno de los deportes y atractivos que tiene el embalse Los Moli-
nos, se desprende como de vital importancia realizar estudios de bioacumulacion
de toxinas en la cadena trofica. Este estudio pone de relieve el efecto de los
vientos preponderantes en la formacion y el desplazamiento de los cimulos de
Dolichospermum y sugiere que, en los periodos mas célidos, el aumento del nivel
hidrico beneficiaria el desarrollo de floraciones por aporte de materia organica y
nutrientes.

¢) Pérdida econdémica y del valor paisajistico: ademés de ser estéticamente
desagradable por su apariencia y olor, las floraciones de cianobacterias afectan las
actividades recreativas y el turismo; incluso podrian desencadenar una reduccion
del valor de las propiedades. Se destaca que este monitoreo visual, acompanado
del anélisis bacteriologico de las zonas de playas, aporté la informacion necesaria
para que la APRHI tomara la decisiéon de no autorizar una competencia de nado
abierto que estaba prevista realizarse en el embalse Los Molinos en marzo pasa-
do, sentando el primer precedente al respecto. Se reconoce tal actuacion como
consecuencia de un valioso trabajo en equipo y comunicacién entre gestores,
investigadores cientificos y ciudadanos.

A futuro esta previsto continuar con el entrenamiento de monitoreo visual en otras

comunas del perilago, y realizar un entrenamiento en el analisis de datos a través
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de planillas de calculo e identificacion de cianobacterias en microscopio a docentes
y estudiantes de la escuela Alfonsina Storni, lo que permitira analizar las variables
medidas a lo largo del tiempo y diferenciar las floraciones de cianobacterias de

aquellas producidas por algas.
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RESUMEN

El mejillon dorado (Limnoperna fortunei) es una especie exotica invasora que cau-
sa grandes perjuicios en América del Sur. El rio Santa Lucia es la principal fuente
de agua potable que abastece al 60% de la poblacion de Uruguay. L. fortunei ha
sido reportado desde 1996 en esta cuenca y actualmente se encuentra en los tres
embalses que abastecen a la usina potabilizadora. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar la dindamica temporal de las larvas de L. fortunei en el embalse de
Aguas Corrientes (rio Santa Lucia). Para esto se realizaron andlisis diarios del
embalse, donde se midieron parametros fisicoquimicos, y se cuantificaron larvas y
la comunidad fitoplanctonica. Las larvas de L. fortunei presentaron una dinamica
estacional y su desarrollo fue favorable a temperaturas mayores a los 17°C. La
temperatura fue la principal variable moduladora de la presencia de larvas. Una
vez que la temperatura fue adecuada para su reproduccién, la cota del embalse
resulto ser la variable clave para determinar la presencia de larvas. Esto evidencia
la importancia del manejo del caudal del embalse durante la época reproductiva del
mejillon para disminuir sus impactos. Se plantean dos mecanismos de regulacion de
las larvas que actuian a diferentes escalas: fisiologico y ambiental.

PALABRAS CLAVE: temperatura, caudal, usina potabilizadora de agua, invasion

biologica.
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ABSTRACT

The golden mussel (Limnoperna fortunei) is an invasive exotic species that has
several negative impacts in South America. Santa Lucia River is the main drinking
water source, supplying 60% of the total population of Uruguay. L. fortune: has
been reported since 1996 in this basin, and nowadays is present in the three
reservoirs that supply the water treatment plant. The aim of this study was to
analyze the temporal dynamics of L. fortunei larvae in Aguas Corrientes reservoir
(Santa Lucia River). We quantify diary L. fortunei larvae and phytoplankton,
we also measure physicochemical parameters of water. L. fortunei larvae showed
a seasonal dynamic and its development was promoted by temperatures up to
17°C. Temperature was the main variable controlling the presence of larvae. Once
temperature was optimal for its reproduction, the reservoir level was the key
variable to determine the presence of larvae. This shows the importance of flow
managing in the reservoir in order to reduce golden mussel impacts during the
reproductive season. We also propose two alternative regulation mechanisms of
larvae, acting at two different scales: physiological and environmental.

KEYWORDS: temperature, flow, water treatment plant, biological invasion.
RESUMO

O mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) é uma espécie exdtica invasora que
causa grandes danos em America do Sul. O rio Santa Lucia é a principal fonte de
agua potavel que abastece 60% da populacdo do Uruguai. L. fortunei é registrada
desde 1996 na bacia e atualmente é encontrada nos trés reservatorios principais
que abastecem a estagio de tratamento de agua. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar a dindmica temporal de larvas de L. fortunei no reservatoério de
Aguas Corrientes (rio Santa Lucia). Para isso, foram realizadas analises diarias
do reservatorio, onde foram medidos parédmetros fisico-quimicos e quantificadas
as larvas e a comunidade fitoplanctonica. As larvas de L. fortunei apresentaram
dinamica sazonal e seu desenvolvimento foi favoravel em temperaturas superiores
a 17°C. A temperatura foi a principal variavel moduladora da presenga de larvas.
Uma vez que a temperatura foi adequada para sua reprodugao, a elevagdo do
reservatorio passou a ser a variavel chave para determinar a presenca de larvas.
Isso mostra a importancia do gerenciamento da vazao do reservatorio para reduzir
os impactos do mexilhao dourado. Ao mesmo tempo, dois mecanismos de regulacdo
das larvas sdo propostos atuando em diferentes escalas: fisiologica e ambiental.
PALAVRAS-CHAVE: temperatura, fluxo, planta de purificagio de adgua, invaséo
biologica.

INTRODUCCION

Las invasiones biolégicas son una de las principales pérdidas de biodiversidad a
nivel mundial (Gallardo, et al., 2015; Sala, et al., 2000). El mejillon dorado (Lim-
noperna fortunei) es una especie exotica invasora en América del Sur (Oliveira, et

al., 2015). Limnoperna fortunei ingreso al continente por el Rio de la Plata, en el
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afio 1990 (Pastorino, et al., 1993), y rapidamente se expandi6 por toda la cuenca,
a contracorriente, afectando a los rios Parand y Uruguay, entre otros, y abarcando
Argentina, Uruguay, Brasil, Paraguay y Bolivia, en su nueva area de distribucion
(Oliveira, et al., 2015). Esta especie presenta caracteristicas morfofuncionales que
favorecen la rapida colonizacién y su éxito en diferentes ambientes (Morton, 2015).
Entre estas caracteristicas, el estadio larval planctonico de L. fortunei puede alcan-
zar altas densidades (>20.000 ind/m?), lo que le permite una alta dispersion por
deriva en el ambiente natural (Cataldo, 2015). A su vez, los organismos adultos
adheridos a sustratos como artes de pesca y cascos de embarcaciones resisten la
desecacion (entre 7 y 11 dias fuera del agua) (Darrigran, et al., 2004; Montalto y
Ezcurra de Drago, 2003), lo que permite otro mecanismo de dispersion.

El asentamiento de L. fortunei en los ecosistemas ha presentado un alto im-
pacto tanto en el ambiente natural (Darrigran y Damborenea, 2011) como en las
infraestructuras humanas (Darrigran, et al., 2020). Se han documentado cambios
en la comunidad bentonica (Linares, et al., 2017; Silva, et al., 2020), fitoplanctoni-
ca (Boltovskoy, et al., 2015a, 2013) y zooplanctonica (Rojas Molina, et al., 2015),
asf como su capacidad de incorporarse a las tramas troficas de los peces (Garcia
y Protogino, 2005; Gonzélez-Bergonzoni, et al., 2020; Penchaszadeh, et al., 2000).
Las principales interferencias a nivel humano hasta ahora detectadas son: macro-
fouling (obstruccion por altas densidades de organismos vivos adheridos) en tomas
y tuberias de aguas para potabilizacion, uso industrial y centrales energéticas, e
interferencias en la navegacion, y en la pesca comercial y deportiva, entre otras;
produciendo elevados perjuicios economicos (Darrigran, et al., 2007, Boltovskoy, et
al., 2015¢; Xu, et al., 2015). Hay numerosos ejemplos de instalaciones industriales
que han tenido problemas en su funcionamiento debido a la colonizacion del me-
jillén dorado (Boltovskoy, et al., 2015¢). En China y Japén ha afectado diferentes
plantas potabilizadoras y sistemas de distribucién de agua desde hace décadas
(Morton, 1975; Nakanishi y Mukai, 1997). A principios de 1994, Limnoperna fortu-
nei provoco el primer caso de macrofouling de agua dulce en América. Este hecho
ocurrié en la planta potabilizadora de agua de la Ciudad de La Plata, Argentina
(Darrigran, 1995). Otros casos ocurrieron en las tomas de agua para consumo
humano de Bernal (34°40°S - 58°14°0) y de la Ciudad de Buenos Aires (34°35°S -
58922°0) (Darrigran, 1995; Darrigran y Ezcurra de Drago, 2000). Aunque no han
sido formalmente publicados otros registros, se estima que otras plantas potabiliza-
doras experimenten similares problemas dada la extendida distribucion que posee
esta especie en la region (Oliveira, et al., 2006).

La cuenca del rio Santa Lucia se ubica al sur de Uruguay (entre 33°42’18” -
34°50°24”S y 54°59’24” - 57°07’'1170) y tiene un area de 13.480 km?. Esta cuenca
esté constituida por cinco grandes tributarios: rio Santa Lucia, rio Santa Lucia
Chico, arroyo Canelon Grande, arroyo Caneloén Chico y rio San José, y cuenta con
tres embalses principales (Aguas Corrientes, Canelon Grande y Paso Severino),
que actiian como reservas para garantizar el suministro de agua bruta a la planta
potabilizadora de Aguas Corrientes (Figura 1). Esta planta pertenece a la Admi-
nistracion de las Obras Sanitarias del Estado (O.S.E.) y abastece al 60% de la
poblacion del pais (Figura 1).
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En esta cuenca, el primer reporte de Limnoperna fortunei data de 1996 (Brugno-
li, et al., 2005). Entre 2000 y 2003 se registré en varias localidades de la cuenca,
incluyendo el embalse de Paso Severino (Langone, 2005) y el de Aguas Corrientes
(Brugnoli, et al., 2005). En la actualidad también ha colonizado el embalse Ca-
neléon Grande (observacion personal). Langone (2005) plantea que en el rio Santa
Lucia, L. fortunei presenta dos mecanismos de colonizaciéon: a través de adultos
adheridos a pequefias embarcaciones y por dispersion de sus larvas (en direccion
aguas abajo).

En la usina potabilizadora de agua de Aguas Corrientes, Limnoperna fortunei
ha causado interferencias en la operativa de la planta desde el afio 2000. Entre ellas
se destacan: taponamiento de rejas y cribas de las tomas, disminucion del caudal
de captacion debido a la colonizacién de los tuneles, tuberias y parshalls, mayor
gasto de energia y baja en el servicio de bombas aductoras. Hasta el momento,
la principal medida reactiva ha sido la remocién mecanica de los adultos de las
superficies colonizadas. Esta medida fue elegida debido a su bajo costo e inocuidad
ambiental. Las sustancias quimicas utilizadas para el control del mejillon dorado
suelen ser costosas, pueden tener efectos toxicos, generar subproductos indeseados
(Claudi y de Oliveira, 2015) y su aplicacion no esta regulada por la norma.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la dindmica de las larvas de Limno-
perna fortunei en el embalse de Aguas Corrientes (rfo Santa Lucia) con la finalidad
de brindar pautas para la mejora del manejo y gestion de la usina potabilizadora
de agua.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La represa de Aguas Corrientes, inicialmente construida en 1933, asegura la altura
de agua del rio necesaria para la succion de las bombas hacia la usina de potabi-
lizaciéon. En la actualidad retiene un volumen embalsado aproximado de 1.800.000
m?. Cuando las condiciones de caudal del rio no son suficientes para garantizar el
nivel operativo, se realizan bombeos desde aguas abajo del embalse hacia aguas
arriba de la presa a través de dos bombas. Por otro lado, la represa cuenta con dos
compuertas que permiten regular la altura del embalse. La cota de rebase de esta
represa es de 2,90 metros en su parte central y 3,10 metros en los laterales (sobre

el cero Aguas Corrientes).
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Figura 1. Mapa de la cuenca del rio Santa Lucfa. Se muestran los principales
tributarios y grandes embalses (puntos): Paso Severino, Canelén Grande
y Aguas Corrientes. Los colores representan la clasificacion de Cuencas
Nivel 2 segtin la DINAMA (Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordena-
miento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2020).

Trabajo de campo y laboratorio

Se realizaron muestreos diarios subsuperficiales del agua del rio Santa Lucia en el mar-
gen izquierdo del embalse de Aguas Corrientes, entre el 02/11/2016 y el 20/07/2020.
Estos muestreos son el resultado de la rutina del programa de monitoreo fisicoquimico
e hidrobiolégico de usina y cuenca de los respectivos Laboratorios de la Unidad Usinas
de O.S.E. En cada muestreo se midi6 la cota del embalse (m) y la temperatura (°C),
y se tomaron muestras para la cuantificacion de las variables fisicoquimicas, la comu-
nidad de fitoplancton y las larvas de Limnoperna fortunei. Las variables fisicoquimicas
de turbidez (NTU), color (mg/1 Pt), alcalinidad (mg/1 CaCo,), pH, oxigeno disuelto
(mg/1) y conductividad (pS/cm a 25°C) fueron determinadas segin los procedimientos
del Laboratorio Unidad Usinas de Montevideo (American Public Health Association,
et al., 2017a, 2017b, 2017¢c, 2017d, 2017e y 2017f, respectivamente). La cuantificacion
de la comunidad de fitoplancton se realizo siguiendo el método de Utermohl (Sournia,
1978), en camaras de sedimentacion de 2 ml en microscopio 6ptico invertido a 400
aumentos. Se cuantificaron todos los organismos presentes en media camara o hasta
cuantificar 100 organismos de la especie mas abundante (Lund, 1958). La abundancia
de fitoplancton y cianobacterias fue expresada en células por mililitro (cel/ml). La
cuantificacion de las larvas de L. fortunei se realizo dentro del programa de monitoreo
rutinario de invertebrados. Para esto, se filtraron entre 500 y 1000 ml de muestra (de-
pendiendo de la turbidez) por un copo de 25 pm de poro, y se contabilizaron las larvas
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bajo microscopio 6ptico a un aumento de 100x. Solamente se cuantificaron las larvas
en estadio “forma de D” o de “charnela recta” (115-180 pm de largo), segin Santos y
otros (2005) y Cataldo (2015), y se expres6 en ind/m?® Esta metodologia de conteo
permite determinar los periodos en los que las instalaciones industriales son mas vul-
nerables a la colonizacién de esta especie y es ttil para controlar las incrustaciones
(Cataldo, et al., 2005).

Analisis de datos

La base de datos obtenida cuenta con 1.356 observaciones diarias. Debido a la
distribucién de las variables, se realizaron correlaciones no paramétricas de Krus-
kal-Wallis y pruebas pareadas a posterior de Wilcoxon entre las medianas de las
variables ambientales y de los estimadores de la comunidad de fitoplancton, con
la finalidad de determinar diferencias significativas entre afios, meses y estaciones
del afio. Las relaciones entre las variables ambientales y fitoplanctonicas fueron
evaluadas a través de un analisis de componentes principales (PCA por sus siglas
en inglés), con la funcion base “princomp” del Software R (R Core Team, 2018), y
de correlaciones no paramétricas de Spearman. Para el PCA, las variables fueron
centradas por la media y estandarizadas por el desvio estandar. En funcion del
resultado de estos andlisis, se seleccion6 un conjunto de variables que mejor expli-
caran la variabilidad ambiental y que no fueran redundantes.

Con la finalidad de estudiar el comportamiento intrinseco de las larvas, se ana-
liz6 la abundancia de larvas en funcion del tiempo y se determiné si existian dife-
rencias significativas entre la abundancia y los meses, estaciones del afo y anos a
través de pruebas no paramétricas de Kruskal-Walli; y en caso de que hubiera dife-
rencias, se realizaron pruebas a posterior de Wilcoxon. La abundancia de larvas de
L. fortunei fue contrastada con las variables ambientales seleccionadas por el PCA.
A su vez, a través de arboles de clasificacion y regresion (CART por sus siglas en
inglés) se determinaron las principales variables ambientales y fitoplanctonicas, y
sus umbrales para la clasificacion de la presencia/ausencia de larvas. El arbol de
complejidad 6ptima fue determinado en base a la “regla 1-SE” (error estandar es-
timado, Breiman, et al., 1984). Los CART fueron realizados con el paquete “rpart”
(Therneau y Atkinson, 2019).

Los graficos fueron realizados con “ggplot2” (Wickham, 2016) y “ggpubr”
(Kassambara, 2020) y todos los anélisis estadisticos se realizaron con el Software
R, version 3.5.2 (R Core Team, 2018).

RESULTADOS
Caracteristicas ambientales y fitoplancténicas del embalse

Todas las variables ambientales (menos la lluvia y el cambio de nivel del embalse) pre-
sentaron diferencias significativas entre las estaciones del afio (Figura 2). El cambio de
nivel del embalse y las lluvias presentaron valores promedios similares entre estaciones
del afio y valores extremos (fuera del 1,5 x rango intercuartil) en todas las estaciones
(Figura 2). La temperatura y el oxigeno disuelto (OD) presentaron un patrén estacio-

nal (Figura 2) con valores maximos de temperatura y minimos de OD en el verano.
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El fitoplancton total y las cianobacterias también presentaron un patrén estacional
(Figura 2). Las mayores abundancias de fitoplancton total se registraron en primave-
ra, mientras que las cianobacterias fueron mas abundantes durante el otofio y menos

abundantes en primavera (Figura 2).
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Figura 2. Boxplots de las variables ambientales y fitoplanctonicas en funcion de las
estaciones del afio para el embalse de Aguas Corrientes. Se indica la
mediana (linea gruesa), los percentiles 25 y 75% (caja) y los valores 1,5
x rango intercuartil (bigotes). Los circulos son valores que se encuentran
por fuera del 1,5 x rango inter cuartil. Las lineas horizontales indican las
comparaciones pareadas significativas y los asteriscos el valor de dicha sig-
nificancia (*: p-valor <= 0,05; **: p-valor <= 0,01; ***: p-valor <= 0,001,
X p-valor <= 0,0001).

El analisis de componentes principales (PCA) determiné las variables mas impor-
tantes que influyeron en la varianza de los datos. Los primeros dos componentes del
PCA explicaron el 71,8% de la varianza de los datos (Figura 3). El primer compo-
nente estuvo determinado principalmente por la cota (0,34), el color (0,41) y la turbi-
dez (0,35) de forma positiva, y la alcalinidad (-0,44), el pH (-0,42) y la conductividad
(-0,41) que influyeron negativamente. Segtin este componente, se puede establecer
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un gradiente desde condiciones con mayor cota y aguas turbias y menores valores de
pH, conductividad y alcalinidad en un extremo, y condiciones de baja cota y aguas
més claras asociadas a mayores valores de pH, conductividad y alcalinidad en el otro
extremo. Las variables con mayor importancia para el segundo componente principal
fueron la temperatura de forma positiva (0,64) y el oxigeno disuelto de forma negativa
(-0,70), generando un gradiente con casos con temperaturas calidas y bajos valores de
OD, mientras que en el otro extremo se presentaron observaciones asociadas a menores
temperaturas y mayores niveles de OD (Figura 3).

El pH, la alcalinidad y la conductividad estuvieron correlacionados positivamente
entre si, de la misma manera que la cota, la turbidez y el color. A su vez, estos dos
grupos de variables se correlacionaron negativamente (Figura 3, Anexo 1). Cabe des-
tacar que, debido al comportamiento particular del embalse de Aguas Corrientes, en
general la cota no presentd una relacion lineal con las variables mencionadas, sino que
se observo un comportamiento diferencial dependiendo de si el embalse se encontraba
rebasando (cota > 3,1m) o no (cota < 3,1m) (Anexo 1).

Temperatu{a
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Figura 3. Analisis de componentes principales (PCA) de las principales variables
ambientales y fitoplanctonicas del embalse de Aguas Corrientes. Las
variables estan centradas por la media y estandarizadas por el desvio
estandar.

Dinamica de las larvas de Limnoperna fortunei

En la mayoria de los muestreos (76%) no se registraron larvas de Limnoperna fortunei.
Las larvas presentaron un comportamiento estacional con mayores abundancias du-
rante los meses més calidos (noviembre-abril) y abundancias nulas durante el invierno
(Figura 4a y b). El analisis estadistico de Kruskal-Wallis y la prueba a posterior de
Wilcoxon para la abundancia de larvas en funcion de la estacion del afio y los meses
evidenciaron dos “bloques” de datos: el primero de ausencia o bajas abundancias de
larvas en la época mas fria (mayo a octubre), y el segundo de altas abundancias en los
meses mas calidos (noviembre a marzo). No se establecieron diferencias significativas

a nivel intragrupo (primavera-verano y otofio-invierno), pero si las hubo entre grupos.
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Abril se comportd como un mes de transicion entre los dos bloques de datos. En par-

ticular, diciembre fue el mes que present6 mayores abundancias de larvas (promedio

= 8.600 ind/m?, Figura 4b, Wilcoxon: p-valor < 0,001 con todos los meses); y agosto

el tinico mes que nunca registré larvas. Cabe destacar que la abundancia de larvas

también present6 diferencias significativas (y? = 123,9, p-valor < 0,0001) entre afios.

En particular, el verano 2016-2017 fue el que registro la abundancia de larvas més alta

(max = 88.000 ind/ m?) y la temporada 2018-2019, la que presento la abundancia méas
baja (< 6.000 ind/ m?®) (Figura 4a).
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Figura 4. a) Dinamica de larvas de Limnoperna fortunei (ind/m?) en el tiempo en el

embalse de Aguas Corrientes. b) Diagrama de cajas para la abundancia de
larvas de L. fortunei (ind/m?®) para cada mes (1: enero — 12: diciembre).
Se indica la mediana (linea gruesa), los percentiles 25 y 75% (caja) y los
valores 1,5 x rango intercuartil (bigotes). Los circulos son valores que se
encuentran por fuera del 1,5 x rango intercuartil.
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La temperatura fue la variable clave que determiné la presencia de larvas de L.
fortunei (Figuras 4, 5 y 6). El umbral de temperatura para la presencia de larvas
fue 17°C, encontrandose tinicamente 6 casos de presencias de larvas con tempera-
turas menores a 17°C (0,4% de los datos, Figura 5).
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Figura 5. Abundancia de larvas de Limnoperna fortunei en funcién de la
temperatura.

A partir de las variables mas relevantes seleccionadas en el PCA como repre-
sentativas de la variacion ambiental (temperatura, cota, turbidez, abundancia
de cilanobacterias y oxigeno disuelto), se construyé un arbol de clasificacion
(CART) para la presencia y ausencia de larvas. A partir del CART de cla-
sificacion fue posible identificar a la temperatura como la principal variable
seleccionada para explicar la presencia de las larvas (Figura 6: nodo 1). En este
sentido, temperaturas menores a 21,5°C registraron s6lo un 7% de presencia
de larvas (Figura 6: nodo 2). Para temperaturas mayores a 21,5°C, la siguiente
variable en determinar la presencia de larvas fue la cota (Figura 6: nodo 3):
con valores mayores a 3,155 m, hubo solamente un 20% de presencias de larvas
(Figura 6: nodo 4). Cuando las condiciones del rio presentaron cotas menores
3,155 m y temperaturas mayores a 24,5°C, el 81% de los datos fueron presencias
(Figura 6: nodo 11). Para temperaturas entre 21,5°C y 24,5°C y cotas menores
a 3,155 m, la turbidez fue la variable que clasifico a las larvas (Figura 6: nodo
6). Bajo estas condiciones, con valores de turbidez mayores a 18,5 NTU, la
mayoria de los datos fueron ausencias de larvas (65%; Figura 6: nodo 7). En
los casos en que la turbidez fue menor a 18,5 NTU, las cianobacterias fueron la
siguiente variable en explicar el comportamiento de las larvas (Figura 6: nodo
8): a valores de cianobacterias mayores a 8 cel/ml, la mayoria de los datos fueron
ausencias de larvas (59%; Figura 6: nodo 9), mientras que ante valores de ciano-
bacterias menores a 8 cel/ml, la mayoria de los datos (68%) correspondieron a
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presencia de larvas (Figura 6: nodo 10). Por ultimo, cabe destacar que el 78%
de las ausencias de larvas registradas se dieron con temperaturas menores a
21,5°C, mientras que el 80% de las presencias se registraron con temperaturas
mayores a 21,5°C y el 73% de las presencias con temperaturas mayores a 21,5°C
y cotas menores a 3,155 m.

Temperatura

‘

Temperatura

6

Cianobacterias

Node 2 Node 4 Node 7 Node 9 Node 10 Node 11

(n=799) (n=103) (n=58) (n=42) (n=118) (n=128)
1 1 1 1 1 1
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
0 0 0 0 0 0

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1

Figura 6. Arbol de clasificacion (CART) para la presencia de larvas de L. fortunei.
Las graficas de barras en los nodos terminales representan la proporcion de
ausencias (0) y presencias (1) de larvas dentro de cada nodo.

Debido al efecto fisiologico que tiene la temperatura en la reproduccion de L.
fortunei (valor umbral = 17°C), se analiz6 de forma univariada la abundancia
de larvas en funcion del resto de las variables ambientales para temperaturas
mayores a 17°C.

Las mayores abundancias de larvas se registraron entre los 20 y 25°C (Figu-
ra 5). Cuando la temperatura fue favorable para la reproduccion de la especie
(>17°C), las larvas presentaron mayores abundancias en condiciones de cota
por debajo del nivel de rebase de toda la presa (3,1 m; Figura 7) y/o cuando
el cambio de nivel del rio fue nulo, es decir, cuando el tiempo de residencia fue
alto (Figura 7). Por su lado, la abundancia de larvas en funcion del color y la
turbidez también presentaron un patrén similar: a mayor turbidez y color, me-
nor abundancia de larvas (Figura 7). La alcalinidad, el pH y la conductividad
influyeron de forma similar sobre la abundancia de larvas (solo se muestra K):
mayor abundancia de larvas a mayores valores de estas variables (Figura 7).
Las larvas y el fitoplancton total no evidenciaron un patréon marcado (Figura
7). Sin embargo, se observa que las mayores abundancias de larvas se dieron a
bajas concentraciones de cianobacterias (Figura 7). Las menores abundancias
de larvas se dieron frente a eventos extremos de precipitacion estando sujetos a
dindmicas similares a las del caudal y cota (Figura 7).
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Figura 7. Abundancia de larvas de Limnoperna fortunei en funcion de las principales

variables ambientales y fitoplanctonicas para temperaturas mayores a 17°C.
DISCUSION

En este trabajo se determinaron por primera vez las principales variables ambien-
tales y bioldgicas que modularon la dindmica de larvas de Limnoperna fortunei en
el embalse de Aguas Corrientes. La alta abundancia de larvas encontradas refleja
el grado de colonizaciéon del mejillon dorado en la cuenca en contraste con otros
ecosistemas de la region (Boltovskoy, et al., 2009; Boltovskoy, et al., 2015b; Catal-
do y Boltovskoy, 2000). En este estudio se observod que la dindmica larval estuvo
determinada por caracteristicas fisiologicas propias de la especie y por factores
ambientales. En este sentido, y en concordancia con la literatura existente para la
especie, se establecié un umbral de temperatura de 17°C para la aparicién de las
larvas (Boltovskoy, et al., 2015b, 2009; Cataldo y Boltovskoy, 2000). Una vez que
las condiciones de temperatura fueron adecuadas para su reproduccion, la cota fue
la segunda variable determinante de la presencia de larvas.

El éxito de una especie exotica invasora depende de las caracteristicas fisio-
logicas de la especie y de su desempefio ante los filtros ambientales. El proceso
de invasion puede definirse en cuatro etapas: transporte, establecimiento de la
nueva poblacion, crecimiento y expansion (Lockwood, et al., 2007). En general,
el transporte esta relacionado a la accion humana (accidental o intencionalmente)
(Lockwood et al., 2007), como es el caso de L. fortunei, que lleg6 al Rio de la Plata
en el agua de lastre de barcos provenientes de Asia (Pastorino, et al., 1993) y fue
transportado aguas arriba (Darrigran, et al., 2012; Oliveira, et al., 2015, 2006). Las
caracteristicas fisiologicas de la especie, como presentar un rapido crecimiento y
maduracion sexual y tener la capacidad de adaptarse a un amplio rango de condi-
ciones ambientales (Morton, 1987), incluso limitantes para otras especies bentoni-
cas, le permitio dispersarse no solo en la Cuenca del Plata sino en otras cuencas de
América del Sur, como la del Guaiba, Patos-Mirim, Mar Chiquita y la del Rio San
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Francisco, lo cual sefiala la agresividad de la invasion del mejillon dorado (Barbosa,
et al., 2016; Giglio, et al., 2016; Oliveira, et al., 2015).

En localidades de la region donde L. fortunei es invasora, el rango normal de
densidad de larvas es 6.000-7.000 ind/m?* y excepcionalmente puede alcanzar los
100.000 ind/m? mostrando grandes fluctuaciones en cortos periodos de tiempo,
dependiendo del tiempo post colonizaciéon y la disponibilidad de sustratos para el
asentamiento de los adultos (Boltovskoy, et al., 2015b). Si bien las densidades lar-
vales promedio observadas en el embalse de Aguas Corrientes se encuentran dentro
del rango propuesto por Boltovskoy y otros (2015b), los valores méaximos (88.000
ind/m?) se encuentran entre los mas altos reportados. Esto refleja una avanzada
colonizacion de individuos adultos tanto en el mismo embalse de Aguas Corrientes
como aguas arriba. Grandes densidades de organismos adultos del mejillon dorado
también pueden observarse en dos de los embalses méas grandes de la cuenca: Paso
Severino (Brugnoli, et al., 2005; Langone, 2005) y Canelén Grande (observacion
personal), que se encuentran a 37 y 20 km de distancia de Aguas Corrientes,
respectivamente. Considerando que las larvas pueden demorar hasta 20 dias en
asentarse (Cataldo, et al., 2005) y que el agua demora unas 24 horas entre que sale
de dichos embalses y llega al de Aguas Corrientes, las larvas encontradas podrian
estar generandose en estos cuerpos de agua que presentan condiciones hidrologicas
mas favorables, como un mayor tiempo de residencia. A su vez, cabe destacar que
a lo largo del rio Santa Lucia existen varios sustratos aptos para la colonizacion
del mejillon dorado (piedras, puentes, muelles, troncos, etc.) que también podrian
oficiar de fuentes de larvas para el embalse de Aguas Corrientes.

En este trabajo se observaron larvas de L. fortunei durante una tnica estacion
reproductiva (6 meses: noviembre-abril). Este comportamiento ha sido encontrado
por Boltovskoy y otros (2009) y por Cataldo y Boltovskoy (2000) en varios siste-
mas de la region (ej. Rio Uruguay, Parana y Rio de la Plata). Por su lado, otros
autores realizaron estudios histologicos de las géonadas de organismos adultos de
L. fortunei y concluyeron que la especie presenta picos de reproduccion (Giglio,
et al., 2016; Darrigran, et al., 1999; Morton, 1977). En particular, Giglio y otros
(2016) plantean que las especies invasoras requieren de un periodo de tiempo para
el desarrollo de un patron reproductivo una vez asentado en un nuevo entorno. Si
se tiene en cuenta el grado de colonizacion de la cuenca y los miltiples posibles
origenes de las larvas en el embalse de Aguas Corrientes, es posible que estos picos
de reproduccién se encuentren solapados.

Este estudio demostré que en la cuenca del rio Santa Lucia, la dinamica de
larvas de L. fortunei dependi6 fuertemente de la temperatura. En concordancia
con otros trabajos para la region (Boltovskoy, et al., 2015b, 2009; Cataldo y Bol-
tovskoy, 2000), se determin6 un umbral de 17°C para la aparicion de larvas, donde
por debajo de esta temperatura la producciéon de larvas es cercana a cero. Segun
Boltovskoy y otros (2015b), temperaturas entre 15 y 18°C han sido citadas por
varios autores como el umbral para el desarrollo larval. Estas limitaciones se re-
lacionan con la regulaciéon de la maduraciéon de las géonadas de la especie que esté
ligada a la temperatura (Morton, 1982; Darrigran, et al., 1999, 2003; Boltovskoy, et
al., 2009; Giglio, et al., 2016). Si bien esto no es aplicable para cuerpos de agua tro-
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picales (Giglio, et al., 2016), en muchas localidades templadas donde esta presente
L. fortunei es usual un periodo definido de “relajacion reproductiva”, el cual inva-
riablemente ocurre en los meses mas frios (Boltovskoy, et al., 2009). La variacion
térmica de las regiones templadas determina que el desencadenante reproductivo
principal de la especie sea la temperatura (Boltovskoy, et al., 2015b). Sin embargo,
otros factores asociados al tiempo y a la intensidad de la reproducciéon como pH,
caudal, solidos suspendidos, oxigeno disuelto y disponibilidad de fitoplancton son
menos claros y parecerian estar basados en evidencia circunstancial (Boltovskoy, et
al., 2009; Ernandes-Silva, et al., 2017, 2016; Oliveira, et al., 2011).

En el embalse de Aguas Corrientes, las mayores abundancias de larvas asocia-
das a cotas menores al nivel de rebase de todo el embalse (3,1m) y a los cambios
de nivel nulos (estabilidad de la columna de agua) reflejan el efecto de la hidrologia
sobre las larvas planctonicas. En este sentido, durante cotas menores al nivel de
rebase y con las compuertas cerradas, el sistema aumentaria su tiempo de residen-
cia y se comportaria como un sistema “léntico”; lo que favoreceria la abundancia de
larvas plancténicas al disminuir el “lavado” o arrastre de larvas aguas abajo. Por
su lado, el flujo continuo del embalse (tanto por rebase como por manejo de com-
puertas), que disminuirfa el tiempo de residencia, favoreceria el lavado de larvas
aguas abajo y disminuiria la probabilidad de asentamiento en las rejillas, tineles,
tuberias y parshalls de la usina potabilizadora.

La construccion de embalses para acopiar agua es un fen6meno en aumento a
nivel mundial (Maberly y Wang, 2018; Zarfl, et al., 2015). El manejo de los cau-
dales de los embalses es esencial en el proceso de potabilizacion del agua, no solo
por asegurar la cantidad de agua y el nivel adecuado para el funcionamiento de las
bombas, sino porque el tiempo de residencia de los mismos puede determinar el
desarrollo de organismos nocivos. Algunos autores plantean que en los protocolos
de manejo de los embalses deben tenerse en cuenta los pardmetros de calidad de
agua y no solamente la disponibilidad de agua (Bowling, et al., 2013; Mitrovic,
et al., 2011). En este sentido, un manejo integral de los embalses de la cuenca es
fundamental para el mantenimiento de la calidad del agua y la disminuciéon de
impactos indeseados, como floraciones algales nocivas y colonizacion de especies

exobticas invasoras.
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ANEXOS

Anexo 1. Matriz de correlacion entre las variables ambientales y fitoplanctonicas.
Panel superior: coeficientes de correlacion de Spearman y diferencias

significativas marcadas con * (p-valores: ***_ 0; ** 0.001; *, 0.05) entre
las variables. Panel inferior: biplots entre las variables. Diagonal: grafico
de distribucién de cada variable
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RESUMEN

La variabilidad fenotipica, tanto basada en plasticidad fenotipica como en diversidad
genética, puede tener una gran importancia durante el proceso de invasion de las
especies exoticas. Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) fue introducido en Sudamé-
rica alrededor de 1990, en el estuario del Rio de la Plata, Argentina, desde donde se
expandi6 rdpidamente hasta abarcar practicamente toda esta cuenca y otras aleda-
fias. Sin embargo, algunos ambientes no han sido colonizados y, presumiblemente, la
supervivencia de esta especie se vio afectada por distintos factores ambientales como
los solidos en suspension, la salinidad, y la contaminacion. L. fortune: evidencié una
alta variabilidad genética y morfologica, mostrando una distribucion fuertemente
afectada por las actividades humanas y por sus vectores de dispersion. El grado de
variabilidad fenotipica estaria jugando un papel fundamental en su establecimiento,
o no, en los diferentes ambientes. Las variaciones morfologicas y metabolicas, inclu-
yendo cambios en la tasa de crecimiento, desarrollo de 6rganos internos o cambios en
la tasa de filtrado y respiracion en areas limite de su distribucion o bajo condiciones
ambientales extremas, permitirfan explicar, junto con otras variables como la presen-
cia de vectores de dispersion, el patron de distribucion actual.

PALABRAS CLAVE: ecofisiologia, especies exoéticas, distribucion, mejillon dorado,

morfologia.
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ABSTRACT

Phenotypic variability, both based on phenotypic plasticity and genetic diversity,
can be a main factor affecting the invasion process of alien species. Limnoperna
fortunei (Dunker 1857) was introduced in South America around 1990, in the Rio
de la Plata estuary, Argentina, from where it spread swiftly to cover most of the
basin and other smaller watersheds. However, some environments have not been
colonized and, presumably, the survival of this species was affected by different
environmental factors such as suspended solids, salinity, and pollution. L. fortunei
showed high genetic and morphological variability, showing a distribution strongly
affected by human activities and its dispersal vectors. The degree of phenotypic
variability would be playing a main role in its establishment, or not, in the different
environments. Morphological and metabolic variations, including changes in the
growth rate, development of internal organs or changes in the rate of filtration
and respiration in border areas of its distribution or under extreme environmental
conditions, would allow to explain, together with other variables such as the
presence of dispersal vectors, the current distribution pattern.

KEYWORDS: ecophysiology, exotic species, distribution, golden mussel, morphology.
RESUMO

A variabilidade fenotipica, tanto baseada na plasticidade fenotipica quanto na
diversidade genética, pode ser um dos principais fatores que afetam o processo de
invasdo de espécies exoticas. Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) foi introduzido
na América do Sul por volta de 1990, no estuéario do Rio de la Plata, Argentina,
de onde se espalhou rapidamente para cobrir a maior parte da bacia e outras
bacias hidrograficas menores. No entanto, alguns ambientes nao foram colonizados
e, presumivelmente, a sobrevivéncia desta espécie foi afetada por diferentes
fatores ambientais, como solidos em suspensio, salinidade e polui¢do. L. fortunei
apresentou alta variabilidade genética e morfolégica, apresentando uma distribuigao
fortemente afetada pelas atividades humanas e seus vetores de dispersdo. O grau
de variabilidade fenotipica estaria desempenhando um papel fundamental no
seu estabelecimento, ou néo, nos diferentes ambientes. Variagdes morfologicas e
metabolicas, incluindo alteragdes na taxa de crescimento, desenvolvimento dos
orgaos internos ou alteracoes na taxa de filtracio e respiragao em areas fronteirigas
de sua distribui¢do ou sob condigdes ambientais extremas, permitiriam explicar,
em conjunto com outras variaveis como a presenca de vetores de dispersdo, o
padrao de distribui¢ao atual.

PALAVRAS-CHAVE: ecofisiologia, espécie exoética, distribui¢do, mexilhdodourado,

morfologia.
INTRODUCCION
Una vez introducida y establecida una especie exdtica, el proceso de coloniza-

cion de un nuevo ambiente es un fenémeno complejo que depende de multiples

factores antropicos y ambientales, asi como de caracteristicas intrinsecas de la
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especie introducida (Blackburn, et al., 2011). Aunque realizar generalizaciones
acerca de estas caracteristicas resulta dificil pues su valor parece relativo al contex-
to ambiental (Boltovskoy, et al., 2020), la variabilidad genética y fenotipica puede
determinar la extension y diversidad de ambientes a colonizar (Sax, et al., 2007,
Kelley, 2014). Sin embargo, también se ha cuestionado el valor mismo de la diver-
sidad genética y plasticidad fenotipica para las especies invasoras (Drown, et al.,
2011; Davidson, et al., 2011), dada la existencia de exitosos invasores resistentes a
ambientes extremos (Paolucci y Thuesen, 2020; Rabushko, et al., 2020), pero con
muy baja variabilidad genética y plasticidad fenotipica, aparentemente similar a
la de especies nativas coexistentes (Levri, et al., 2014). En paralelo, la presion de
propagulos, es decir la magnitud y el nimero de eventos de introduccion, puede ser
determinante no solo en la introduccién inicial sino también en la dispersién a nue-
vos ambientes, ya que abarca tanto las caracteristicas bioldgicas como la presencia
de vectores de dispersion (Lockwood, et al., 2009). Este proceso no es irreversible;
aunque los ejemplos son escasos, Blackburn y otros (2011) describen detalladamen-
te el retroceso y la desaparicion de especies exéticas, incluyendo explicitamente la
posibilidad de fallas en cualquier etapa de la colonizacién.

En este contexto, el estudio del grado de variabilidad genética, morfologica y
metabdlica de una especie invasora ayuda a comparar la importancia relativa de
estos factores frente a otros como la presion de propagulos, y asi comprender cuéles
son los determinantes de ese proceso de invasion en particular. El presente trabajo
expone los tultimos reportes sobre la distribuciéon del bivalvo exdtico Limnoperna
fortunei (Dunker, 1857) en Sudamérica, recopilando las evidencias sobre variabili-
dad morfolégica y metabdlica que podrian facilitar o condicionar la colonizacion de
diversos ambientes. Frente a la expansion de la distribucion de esta especie exotica,
ya reiteradamente predicha (Oliveira, et al., 2015), se estudian las variables que
puedan sustentar o limitar la expansion y mitigar el impacto de esta especie. Se
analizan datos publicados e inéditos acerca de variaciones morfologicas y metabo-
licas de relevancia en la supervivencia en los ecosistemas colonizados, y se discute
la potencial plasticidad fenotipica de esta especie en el marco de la variabilidad

genética reportada.
Bivalvos exéticos y plasticidad fenotipica

Las variaciones morfologicas y metabolicas observadas en bivalvos en general de-
muestran la gran capacidad de estos organismos para establecerse en nuevos ambien-
tes (McLachlan, et al., 1995; Soares, et al., 1998); incluyendo numerosos ejemplos de
especies invasoras como las almejas asiaticas Corbicula fluminea 'y C. larquillerti, el
mejillon cebra Dreissena polymorpha, el mejillon quagga D. rostriformis bugensis, y
la ostra japonesa Crassostrea gigas, entre otros (Alexander, et al., 1994; Marsden,
et al., 1996; Sousa, et al., 2007; Dutertre, et al., 2009; Peyer, et al., 2010). En varios
de estos estudios se prob6 que la plasticidad fenotipica fue uno de los mecanismos
mas importantes que permitié una rapida respuesta a las diferentes y cambiantes
condiciones ambientales.

La plasticidad fenotipica en bivalvos se ve reflejada en cambios en la morfologia

de las valvas, en 6rganos paliares como el area branquial o en los palpos labiales
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como respuesta a las distintas condiciones ambientales (Payne, et al., 1995; Lei, et
al., 1996; Peyer, et al., 2010). Particularmente, en los moluscos lamelibranquios se
observan cambios morfolégicos en respuesta a variaciones en la cantidad y el tipo
de alimento, los sedimentos en suspension y otras variables ambientales que pueden
afectar su capacidad de filtracion. Por ejemplo, una disminuciéon en el area bran-
quial y un incremento en el area de los palpos labiales se ha asociado a ambientes
de alta turbidez (Drent, et al., 2004; Dutertre, et al., 2009). Segun dichos autores,
estos cambios representarian una ventaja al evitar el dano de las branquias por el
material en suspension, e incrementarian la capacidad de seleccionar el alimento,
funcion atribuida a los palpos labiales en moluscos. Una mayor area branquial ha
sido observada en bivalvos establecidos en ambientes de baja concentracion de oxi-
geno (Scott, 2005), siendo frecuente asumir que una mayor superficie de filtracion
incrementa la capacidad respiratoria y de alimentacion, lo que podria considerarse
como una respuesta adaptativa a las condiciones ambientales (Alexander, et al.,
1994; Lei, et al., 1996).

Por otro lado, también se han observado en moluscos en general, y particular-
mente en bivalvos exdticos, respuestas metabolicas y fisiologicas frente a cambios
ambientales tales como cambios en la temperatura, salinidad, disponibilidad de
alimentos y otros (Fanslow, et al., 2001; Hamdoun, et al., 2003; Barrento, et al.,
2013; Tyner, et al., 2015). Se ha estudiado la relacion entre la tolerancia a cambios
térmicos y la expresion de genes relacionados con la sintesis de proteinas de shock
térmico (HSP70) en distintas especies exoticas, demostrando la base genética para
la plasticidad metabolica como respuesta a condiciones de estrés (Hamdoun, et al.,
2003; Kelley, 2014).

Limnoperna fortunei: llegada, dispersion y distribuciéon
de un molusco exo6tico en Sudameérica

La invasion del bivalvo exotico Limnoperna fortunei en Sudamérica comenzd al-
rededor de 1990, cuando se detectd por primera vez en el estuario del Rio de la
Plata, Argentina, probablemente introducido por agua de lastre de barcos comer-
ciales provenientes del sudeste de Asia (Darrigran y Pastorino, 1995). En 2015,
Oliveira y otros publicaron una actualizacion de la distribucion de L. fortunei en
Sudamérica, la cual inclufa casi todos los principales cuerpos de agua de la Cuenca
del Rio de la Plata, al igual que otras cuencas vecinas como Guaiba, Tramandai,
Patos-Mirim, y Mar Chiquita (Figura 1). Durante los primeros afios del proceso de
invasion, la dispersion fue rapida -alcanzando valores de hasta 250 km por afio-, en
gran medida determinada por el transporte rio arriba a través de embarcaciones
en la Hidrovia Parana-Paraguay (Darrigran y Pastorino, 2004; Boltovskoy, et al.,
2006; Oliveira, et al., 2011).
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Figura 1. Mapa de distribucion de Limnoperna fortunei en Sudamérica (Modificado
de Oliveira, et al., 2015, puntos negros), con nuevos registros de la
especie en Brasil, puntos rojos y verdes, reportados por Barbosa y otros
(2016) y Senskey otros (2019) respectivamente, y nuevos reportes en
Argentina (punto amarillo, Anénimo, 2019).

Ya en 1998, L. fortunei habia sido registrada a mas de 3.400 kilometros aguas
arriba del lugar de introduccion, en el rio Paraguay Superior, uno de los princi-
pales cursos de la Cuenca del Rio de la Plata (Oliveira, et al., 2015). Dada esta
velocidad de dispersion, se sugirié que la especie podria avanzar rio arriba coloni-
zando ambientes conectados a los afluentes y lagunas asociadas al rio Paraguay,
pudiendo alcanzar incluso afluentes y cursos de agua de la cuenca del Amazonas
(Uliano-Silva, et al., 2013). Sin embargo, una menor intensidad del transito naviero
(solo embarcaciones menores de transito local) y condiciones ambientales adversas
(ambientes anoxicos; Oliveira, et al., 2010) podrian disminuir considerablemente
tanto la presion de propagulo como su supervivencia fuera de los cursos principa-
les, y consecuentemente la expansion de L. fortunei. Aunque se ha reportado una
tolerancia a la anoxia relativamente mayor a otras especies de bivalvos invasores
(Karatayev, et al., 2015), los eventos de anoxia extrema detectados en las lagunas co-

nectadas al canal principal del rio Paraguay parecen producir grandes mortandades en
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larvas y adultos de L. fortuneiy, aparentemente, limitar su distribucion (Oliveira,
et al., 2010; Pessotto y Nogueira, 2018).

L. fortunei continu6 expandiendo su distribucion hacia el norte y fue reportada
en cuencas vecinas, incluyendo las del rio San Francisco (Barbosa, et al., 2016), del
Complejo Bahia-Estuario de Santos, Sao Vicente y del Canal de Bertioga (Senske,
et al., 2019), estas dos tltimas en Brasil (Figura 1). Su presencia en estas cuencas
parece mas relacionada a una introduccién secundaria, producto de la actividad de
algtin vector de introducciéon mas que a una expansion natural de la distribucion;
por ejemplo, el agua de lastre para el caso del Complejo Bahia-Estuario de Santos,
Sao Vicente y del Canal de Bertioga (Senske, et al., 2019). Esta expansion hacia el
norte en zonas tropicales contrasta con la falta de nuevos registros hacia el limite
sur de su distribucion en Sudamérica, donde hasta al momento no se han registra-
do rios ni otros cuerpos de agua colonizados por L. fortunei.

Elevados valores de salinidad marcan un limite de distribuciéon para esta espe-
cie dulceacuicola, y el efecto de esta variable sobre la mortalidad de L. fortunei fue
estudiado reproduciendo las fluctuaciones de salinidad tipicas del estuario del Rio
de la Plata, tolerando hasta un 23% de salinidad (Sylvester, et al., 2013). Dicha
tolerancia cae a 2% en condiciones de exposicion constante (Angonesi, et al., 2008).
Este factor estarfa limitando su distribucion, es decir, permitiendo colonizar solo
parcialmente distintos ambientes costeros como la Laguna Los Patos (Barbosa y
Melo, 2009), el complejo estuarino Sdo Vicente y el Canal de Bertioga (Senske, et
al., 2019), o el propio Rio de la Plata (Sylvester, et al., 2013). Sin embargo, pa-
rece interesante destacar la diferencia en la tolerancia a valores altos de salinidad
observada al comparar los trabajos de Sylvester y otros (2013) y Angonesi y otros
(2008). En el primer estudio, la mayor supervivencia reportada por exposicion
discontinua a valores altos de salinidad se basaria, segiin los autores, en la capa-
cidad de esta especie de modificar su comportamiento cerrando las valvas como
respuesta a las condiciones adversas (Cataldo, et al., 2003). Este comportamiento
flexible, asi como quizés otros mecanismos de compensacién osmotica no suficien-
temente estudiados (Deaton, et al., 1989), permitirian a esta especie sobrevivir en
ambientes de salinidad intermedia, los cuales suelen poseer gran actividad naviera
y portuaria con la consecuente importancia en la dispersion de esta especie hacia
otros ambientes, como fue analizado por Sylvester y otros (2013).

Otros saltos menores en la distribucion se observaron en Argentina, donde a
fines de 2019 personal del Instituto de Biodiversidad Tropical y de la Direccion de
Flora y Fauna de la Provincia de Tucuméan reportaron a los medios locales la pre-
sencia de esta especie en el Dique Celestino Gelsi (El Cadillal, Tucumén), ubicado
sobre el rio Sali, y en un tributario de éste, el rio Loro (Figura 1) (Anénimo, 2019).
Estos rios forman parte de una cuenca endorreica que desemboca en la Laguna de
Mar Chiquita, junto con otros rios como el Primero y Segundo, donde ya se habia
reportado previamente la presencia de L. fortunei en el afio 2006 (Oliveira, et al.,
2015). Sin embargo, aunque todos estos cuerpos de agua son afluentes de la men-
cionada laguna, la intermitencia de los mismos y la elevada salinidad de la Laguna
de Mar Chiquita, que varia entre 24.8 y 360.3 g/L (Reati, et al., 1996), probable-
mente estén limitado la expansion dentro de la cuenca, tal como fue observado en
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otras cuencas vecinas (Darrigran, et al., 2011). De hecho, es altamente probable
que este salto en la distribucion se haya producido por la actividad de vectores
locales como botes de pescadores y de recreacion, que le permitieron a Limnoperna
saltar las barreras ambientales existentes. Estas mismas barreras naturales para la
dispersion de L. fortunei, sumadas a la gran cantidad de sedimentos en suspension,
fueron propuestas para diversos tributarios andinos de la Cuenca del Plata, como
los rios Salado del Norte, Bermejo y Pilcomayo (Darrigran, et al., 2011), que no
han sido colonizados a pesar de tener conexion directa con otros cuerpos de agua
de la cuenca donde se reportan poblaciones permanentes del bivalvo.

Por el contrario, se han registrado algunos casos de fracaso en la colonizacion
o retroceso significativo de las poblaciones de Limnoperna en ambientes donde se
habia reportado esta especie, como es el caso de los embalses Piraquara I y Guari-
cana, en la Alta Cuenca del rio Iguazu, Brasil (Frehse, et al., 2018), y el Embalse
Rio Tercero en Cérdoba, Argentina (Marifielarena, et al., 2016). En el primer caso,
se trat6 de solo cinco individuos adultos reportados por Takeday y otros (2003), de
los cuales desafortunadamente no se proveen més datos que permitan chequear el
estado de los individuos ni confirmar su identidad. Es mas, sucesivos estudios en
los mismos cuerpos de agua no lo pudieron confirmar -incluso analizando el ADN
mitocondrial extraido del total de las muestras de plancton colectadas-, quedando
esta especie limitada al tramo inferior del rio Iguazt (Pestana, et al., 2010; Bor-
ges, et al., 2017; Frehse, et al., 2018). A pesar de haberse reportado como un caso
fallido de invasion, la escasa cantidad de organismos reportados inicialmente y la
escasa informacion sobre los mismos impiden realizar un analisis mas profundo de
la dindmica de dispersion y posible colonizaciéon en estos cuerpos de agua. Proba-
blemente més estudios sean necesarios para conocer si L. fortunei esté presente en
la zona, tal vez como poblaciones reducidas aun en periodo de latencia. Por otro
lado, el Embalse Rio Tercero, uno de los ambientes donde mas detalladamente se
estudiaron las densidades de L. fortunei mediante muestreos intensivos realizados
por buzos, mostré una gran abundancia 10 afios después de la colonizacion de este
ambiente (Boltovskoy, et al., 2009a). La distribucion reportada no fue uniforme, los
sustratos rocosos alcanzaron densidades promedio de hasta 4.867 ind.m?, entre 0 y
10 metros de profundidad, mientras que en otros sustratos o a mayores profundida-
des las densidades fueron mucho menores o incluso nulas. Segun este estudio, llevd
entre cuatro y ocho anos, desde el momento de su introducciéon en 1998, alcanzar
las densidades observadas (en promedio 959 ind.m?) para este embalse de 0.48
km?, con amplia disponibilidad de sustratos duros para ser colonizados y escasa
presencia de peces u otros depredadores. Més recientemente se comenzoé a registrar
una disminucién sustancial de las colonias de L. fortunei (Marifielarena, et al.,
2016; Correa, et al., 2015). Aunque no se realiz6 un nuevo estudio reportando las
densidades de las poblaciones en este ambiente, las colonias parecen haber desapa-
recido de las zonas donde solian ser abundantes en comparaciéon con lo observado
durante los primeros afios de la invasion (Miguel Hechem com. pers.; Mongi, 2019;
Correa, et al., 2015). Sin embargo, es necesario confirmar esta tendencia e investi-
gar méas profundamente sus causas, entre las cuales se ha mencionado la disminu-

cion del nivel del agua (Correa, et al., 2015). Con solo dos bajantes pronunciadas
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del nivel del embalse confirmadas durante el periodo analizado no es posible reali-
zar una cuantificacion objetiva del impacto en las poblaciones del bivalvo invasor
(Correa, et al., 2015). En caso de confirmarse esta disminucién poblacional, podria
tratarse también de una fase normal en la dindmica de colonizacién conocida como
boom-bust y definida por Strayer y otros (2017) como un crecimiento exponencial
seguido de una répida disminuciéon para alcanzar una densidad poblacional mas
estable o incluso desaparecer.

Un factor biologico mencionado como potencialmente capaz de limitar la abun-
dancia y/o distribucion de esta especie es la presencia de depredadores, en par-
ticular peces (Paolucci, et al., 2007; Sylvester, et al., 2007; Nakano, et al., 2010;
Gonzalez-Bergonzoni, et al., 2020). Se han registrado alrededor de 50 especies de
peces, tanto larvas como juveniles y adultos (Cataldo, 2015; Paolucci y Thuesen,
2015; Gonzalez-Bergonzoni, et al., 2020), incluso en algunos casos consumiendo de
manera preferencial (Paolucci, et al., 2010; Paolucci, et al., 2015; Paolucci, et al.,
2017). Sin embargo, el efecto en los casos mas extremos parece ser una disminucion
de la abundancia de L. fortunei que no resulta suficiente para impedir su avance o,
mas aun, producir su erradicacion.

Respuestas morfoldgicas a los cambios ambientales

Limnoperna fortunei ha colonizado una gran diversidad de ambientes y, al menos
con los estudios realizados hasta la fecha, ha fallado en colonizar otros. Sin em-
bargo, a diferencia de lo que se ha descripto para otros bivalvos invasores, poco
se conoce acerca de la respuesta fenotipica a condiciones ambientales adversas y
cO6mo esta respuesta -junto a otros elementos clave como la capacidad de dispersion
y la presencia de vectores- podria afectar su distribucion. Un primer estudio a ni-
vel regional en Sudamérica (Paolucci, et al., 2014b) permiti6 detectar variaciones
morfolégicas en esta especie basadas mayormente en cambios en las proporciones
ancho-largo y ancho-alto de sus valvas (Figura 2a). Mas ain, mostré que esas
variaciones parecen tener un efecto importante a nivel del desarrollo interno, afec-
tando mayormente al area branquial relativa (definida en funcion del area total del
organismo para incluir la variacién por tamafio: Figura 2b). Algunas poblaciones
mostraron alta proporcion de mejillones de mayor relacion ancho/largo, resultando
en mejillones menos alargados que las proporciones normales (Figura 2c) descrip-
tas originalmente para esta especie (Morton, 1973). Aunque las poblaciones anali-
zadas por los autores resultaron de gran heterogeneidad, abarcando diversidad de
ambientes y caracteristicas, tres factores fueron destacados por los anélisis como
aparentemente relevantes para describir estas variaciones: los sélidos totales en
suspension, probablemente la baja concentracion de oxigeno disuelto o la elevada
contaminacion registrada en algunas de las poblaciones estudiadas en el Rio de la
Plata (QU, BU, y PL en la figura 2b y 2c¢ correspondientes a las poblaciones de
Quilmes, Buenos Aires y Punta Lara). Desde el punto de vista de la morfologia
de las valvas, las poblaciones parecen agruparse en dos morfologias distintivas,
con mejillones mas alargados (poblaciones marcadas en negro en la Figura 2) y
mejillones méas anchos y cortos (poblaciones marcadas en rojo, Figura 2) con un

diferente desarrollo branquial. Al comparar la variacion morfologica con la estruc-
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tura genética poblacional de estas mismas poblaciones, utilizando indicadores de
diversidad nucletidica y haplotipica de datos publicados por Zhan y otros (2012),
y Ghabooli y otros (2013), y que por cierto mostraron una gran heterogeneidad
espacial y diversidad genotipica, no se pudieron atribuir las distintas morfologias a
los genotipos hallados. En base a este anélisis, los autores de los tres trabajos cita-
dos sugieren en Paolucci y otros (2014b) que estas variaciones podrian originarse
en un proceso de plasticidad fenotipica. Sin embargo, es razonable pensar que més
trabajos deberian ser realizados para confirmar o descartar estos hallazgos.
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Figura 2. Relaciones ancho-largo, ancho-alto de las valvas (a) y del area branquial
relativa (b, modificado de Paolucci et al., 2014b) para ejemplares de
Limnoperna fortunei colectados en su area de distribucion en Sudaméri-
ca (¢, modificado de Zhan, et al., 2012).

Las branquias en L. fortunei, asi como en bivalvos en general, estan tipicamente
formadas por dos ctenidios de aspecto laminar (Figura 3a), formados a su vez por
dos hemibranquias cada uno (Morton, 1973; Jgrgensen, 1990). En el caso de L.
fortunei, las hemibranquias son desiguales, siendo la hemibranquia externa (la méas
cercana al manto) més grande dorsoventralmente que la interna (Morton, 2015).
Cada hemibranquia esta formada por dos lamelas, una ascendente y otra descen-
dente. Las dos lamelas descendentes de cada hemibranquia se juntan dorsalmente,
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mientras que la uniéon ventral de las mismas con las respectivas lamelas ascenden-
tes de cada hemibranquia forma los surcos alimentarios marginales (Figura 3a).
Estos canales tienen una importancia fundamental en el transporte de particulas
y alimento, ya que desembocan en la cavidad oral y en otras estructuras llamadas
palpos labiales. Estos tltimos son los 6rganos encargados de seleccionar y separar
aquellas particulas sin valor alimenticio y descartarlas en forma de pseudoheces
(Jorgensen, 1990). Las poblaciones estudiadas por Paolucci y otros (2014b) mos-
traron diferencias importantes en el area branquial como respuesta a cambios
ambientales, y se presume que estas diferencias podrian también observarse en el
area de los palpos labiales (Paolucci, et al., 2014a).

Esquema del Ctenidio (a)

Filamentos

Uniones ciliares
interfilamentosas . .
Filamento vista

Uniones
interlamelares lateral (d)

Lamela
Hescendente (naranja)

ascendente (verde)
Demibranquia
interna
Demibranquia
externa

Canal alimentario
marginal

Lamela superficie

Lamela superficie
externa (c)

Margen del
filamento (e)

Figura 3. Esquema del ctenidio en Limnoperna fortunei (a, modificado de Morton,
2015), y micrografias electronicas de la superficie lamelar interna (b),
externa (c), vista lateral del filamento (d), y detalle de cilios laterales,
cirros latero-frontales con particula de alimento (e). Fotograffas: Esteban
M. Paolucci.
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Asi como en otros lamelibranquios filibranquiados, los ctenidios de L. fortunei
estan formados por filamentos alineados de manera paralela, con orientacion
dorso-ventral, y conectados por medio de discos ciliares o uniones ciliares inter-
filamentosos (Figura 3b-e). Segun se comprobé en Dreissena polymorpha, estas
uniones entre filamentos son discos ciliares con la capacidad de contraerse o
separarse en base a estimulos i6nicos ambientales y movimientos musculares, va-
riando hasta en un 25% la superficie de las branquias (Medler y Silverman, 1997;
Medler, et al., 1999). En el caso de Limnoperna, la distancia entre las uniones
interfilamentosas no presenté diferencias significativas entre las poblaciones es-
tudiadas (Paolucci, et al., 2014b), lo cual probé que las diferencias en el area
branquial halladas no corresponden a una reacciéon espontanea al medio i6nico
como fue mencionado previamente para D. polymorpha (Medler y Silverman,
1997; Medler, et al., 1999), sino a un proceso ontologico afectado probablemente
por las condiciones ambientales.

Las branquias en L. fortunei estdn formadas por un solo tipo de filamento
(branquias homorabdicas), pero cada filamento esta cubierto por distintos tipos
de cilios, cuyo movimiento conjunto es determinante en las funciones de respira-
cion, alimentaciéon y transporte de particulas. Los filamentos no presentan cilios
adfrontales en la superficie interna de la lamela (Figura 3b), pero si abundantes
cilios frontales en la cara externa (lamela superficie externa, Figura 3c), y cilios
laterales orientados hacia el espacio entre filamentos adyacentes (Figura 3e). Los
cilios laterales (Figura 3e) son responsables de crear las corrientes que desplazan
los fluidos a través de los filamentos entre las camaras infra y supra branquial
(definidas por las lamelas), y por consiguiente las corrientes inhalantes y exha-
lantes (Morton, 2015). Limnoperna también posee un tipo adicional de cilios,
presentes también en otros mitilidos, llamados cirros latero-frontales, pues estan
constituidos por la unién de varios cilios y ubicados entre los cilios laterales y
frontales (Figura 3d). Los cirros latero-frontales cumplen la funcion de filtrado,
prolongandose lateralmente desde los filamentos hacia el espacio entre estos y
captando las particulas que pasan (Figura 3d-e) para dirigirlas hacia los cilios
frontales (Dillon, 2000). Estos tltimos transportan dichas particulas hacia los
canales orales marginales. A pesar de su importancia funcional, no se observaron
diferencias morfologicas tanto para el ancho promedio de los filamentos como
para la longitud y densidad promedio de los cilios entre las poblaciones estudia-
das en Sudamérica (Paolucci, et al., 2014b).

Los solidos totales en suspensiéon y la contaminacion fueron reportados pre-
viamente, afectando no solo la macroestructura sino también la ultraestructura
de las branquias de bivalvos (Gregory, et al., 1999; Beninger, et al., 2008). Una
particularidad de los bivalvos filtradores es la secrecion de moco, que esta apa-
rentemente relacionado a la captacion y al transporte de particulas que quedan
impregnadas en dicha mucosidad (Jgrgensen, 1990), pero también fue observado
en gran cantidad en ambientes con mayor contaminacion (David y Fontanetti,
2005). En ninguna de las poblaciones de L. fortunei analizadas por Paolucci y
otros (2014b) se observaron dafios en la estructura branquial, tal como fue re-

portado previamente para otros organismos filtradores. Si se observo la presencia
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de moco en las branquias, y aunque no pudo asociarse inequivocamente a con-
diciones de alta contaminacion o de carga de sedimentos (Figura 4a-b), trabajos

experimentales recientes muestran esta reacciéon caracteristica en L. fortunei

ante la presencia de metales pesados (Manske Nunes, et al., 2018).

Figura 4. Detalle de la superficie branquial (a-b) secretando moco (M) y presencia
de pelos bisales (PB) en el periostraco de Limnoperna fortunei (c-d).
Fotografias: Esteban M. Paolucci.

Asi como fue observado en otros bivalvos (Ockelmann, 1983; Ockelmann y Dinesen,
2009; Dinesen y Morton, 2014), en L. fortunei se registrd otra interesante variacion
en la morfologia externa, que es la presencia de pelos bisales en el periostraco de
ejemplares juveniles y adultos (Montalto y Rojas Molina, 2014). Dichos pelos bisales
fueron reportados en organismos colectados mayormente en ambientes lénticos del rio
Parana, y adheridos a las raices de macrofitas flotantes. Dado que no se los registré en
organismos colectados en ambientes 16ticos, se concluyo que las condiciones fisicas mas
rigurosas podrian estar impidiendo el desarrollo de estas estructuras, cuya presencia
estuvo inversamente correlacionada con la velocidad de la corriente (Montalto y Ro-
jas Molina, 2014). Estos pelos bisales también fueron observados por el autor de esta
revision en ambientes 16ticos, en particular en organismos colectados entre las raices
de éarboles a orillas del Canal Arias, en el Delta del Parana (Figura 4c-d), donde la
velocidad de la corriente suele ser més baja que en el curso principal. La mayoria de
los autores que investigaron estas estructuras sugiere que su presencia estarfa relacio-
nada con una reaccion a los depredadores por la aparente utilidad como camuflaje de
las mismas (Ockelmann, 1983; Ockelmann y Dinesen, 2009; Dinesen y Morton, 2014).
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Variabilidad metabélica en Limnoperna fortunei

Existe una escasa cantidad de trabajos que abordan el estudio de variables fisiologicas
vy metabolicas de L. fortunei; y la mayoria estd enfocada en estudiar la mortalidad y
los indicadores metabolicos bajo condiciones extremas. Estos trabajos han medido la
capacidad de osmorregulacion bajo distintas salinidades (Deaton, et al., 1989); y el
nivel de glucégeno en condiciones de inanicion, tanto en laboratorio como durante el
transporte (Cordeiro, et al., 2016; Cordeiro, et al., 2017) o bajo distintas temperaturas
(Andrade, et al., 2018). Si bien todos estos estudios aportan evidencia acerca de un
metabolismo flexible capaz de variar en funcion de variables como la temperatura, la
disponibilidad de alimento y las condiciones ambientales en general, pocos aportan
evidencia sobre la tasa metabolica en si misma para esta especie. De hecho, aunque
indirectamente, los menores valores de glucogeno observados por Andrade y otros
(2018) a 30 °C en comparacion con temperaturas menores indicarian un aumento del
metabolismo en general.

En el primer estudio, donde se registraron los valores de consumo de oxigeno y tasa
metabolica basal en L. fortunei para una poblacion colectada en el Rio de la Plata,
Paolucci y otros (2019) reportaron valores promedio que variaron entre 0.89 + 0.13 y
2.59 + 0.28 mg O, gPSLC'h! (PSLC= peso seco libre de cenizas), para temperaturas
de entre 17 y 26 °C. Estos valores fueron muy similares, aunque levemente mayores,
a los registrados en poblaciones de su area de distribuciéon natural en China, en la
cual la tasa metabolica vari6 entre 0,84 £ 0,04 y 2,01 & 0,24 mg O, gPSLC'h™' para
temperaturas de entre 15 y 30 °C (Fang y Xi-hui, 2005). En ambos casos se encontrd
una relacién positiva con la temperatura (efecto Arrhenius) sin caida de la tasa meta-
bolica, demostrando la capacidad de adaptar el metabolismo dentro de este rango de

temperaturas.
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Aun cuando no se han profundizado los estudios en este campo, resulta evidente
que L. fortunei muestra una importante variabilidad morfologica y metabolica en
respuesta a las variables ambientales registradas en su area de distribucion actual en
Sudamérica. Tal como fue observado en otros bivalvos exoticos (Payne, et al., 1995;
Drent, et al., 2004; Dutertre, et al., 2009), dichas variaciones pueden verse como una
ventaja que permitiria a esta especie sobrevivir y establecerse en los distintos am-
bientes. Por otro lado, la incapacidad de responder morfologica y metabolicamente
ante las variaciones ambientales también nos puede brindar evidencia acerca de los
limites en la capacidad de establecerse, explicando la ausencia de esta especie en
algunos ambientes. Por supuesto que otros factores también pueden explicar su au-
sencia en diversos ambientes, como la falta de vectores que permitan la introduccion
de esta especie; o una vez introducida, distintos factores bioticos o abidticos incom-
patibles con la supervivencia y reproduccion de L. fortunei podrian hacer fracasar
el proceso de colonizacion. Un andlisis mas profundo de la diversidad de causas y
factores que pueden limitar el proceso de invasion para especies exOticas en general
puede hallarse en Blackburn y otros (2011).

Los cambios en las proporciones externas observados en L. fortunei (Paolucci, et al.,

2014b), con predominio de organismos menos alargados que lo descripto normalmente
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para la especie (Morton, 1973), podrian responder no solo a altas concentraciones
de solidos totales en suspension y contaminacion sino también a otras condiciones
ambientales desfavorables para el crecimiento de esta especie. De manera similar, en
otros bivalvos se observaron alteraciones en las proporciones y el crecimiento como
respuesta no solo a los sélidos totales en suspension y la contaminacion (Alexan-
der, et al., 1994; Beninger, et al., 2008) sino también a cambios en la densidad
poblacional, presiéon de depredacion, tipo de sustrato, disponibilidad de comida y
temperatura, entre otros (Marsden, et al., 1996; Sousa, et al., 2007; Peyer, et al.,
2010). De hecho, varios de estos autores coinciden al reportar que el impacto de
estas variables ambientales en la tasa de crecimiento daria como resultado altera-
ciones en las proporciones observadas.

Con respecto al efecto de los solidos totales en suspension, se ha demostrado
experimentalmente el efecto de la carga de sedimentos sobre la capacidad filtradora
de L. fortunei (Tokumon, et al., 2015), asi como en otros bivalvos (Robinson, et al.,
1984; Alexander, et al., 1994; Rosewarne, et al., 2014). En L. fortunei, la actividad
filtradora cae un 50% cuando la concentracion de sedimentos inorganicos alcanza
1.0 g I'!, y una caida mas importante se produce a concentraciones mayores a 2 g
I'', en comparacion con lo observado a 0.1 g I'' (Tokumon, et al., 2015). Es proba-
ble que estas caidas afecten significativamente la capacidad de obtener alimento y
oxigeno, con las esperables consecuencias sobre el metabolismo y funcionamiento
en general, y expliquen, junto a la presencia de otros posibles efectos, la ausencia
de la especie en ambientes con alta carga de sedimentos. En concentraciones me-
nores de solidos en suspension, como las observadas en las poblaciones estudiadas
en Paolucci y otros (2014b), el mismo mecanismo podria impactar sobre la ali-
mentacion y afectar el crecimiento, pero no limitar la posibilidad de supervivencia.
De forma similar, altas concentraciones de metales pesados (Cd, Cr, Ni, Cu, Pb,
Zn, entre otros), anoxia extrema y otras condiciones propias de cuerpos altamente
contaminados resultan letales para L. fortunei (Balsamo Crespo, et al., 2020; Con-
tardo-Jara, et al., 2009), mientras que niveles aparentemente menores de metales
pesados y otros contaminantes producirian un efecto negativo sobre el crecimiento,
con cambios en la morfometria (Bonel, et al., 2013) similares a los reportados por
Paolucci y otros (2014b).

La disminucion del &rea branquial relativa observada por Paolucci y otros
(2014b) en ambientes con mayor carga de sedimentos, podria ser solo una conse-
cuencia indirecta de las distintas tasas de crecimiento y la correspondiente alte-
racion en las proporciones. Sin embargo, podria tener un impacto positivo en la
supervivencia si esta menor superficie branquial minimiza la exposicion al mate-
rial en suspension potencialmente dafiino para las estructuras branquiales, como
fue observado en otros bivalvos (Payne, et al., 1995; Drent, et al., 2004). De lo
contrario, solo disminuiria la superficie de filtracion, pudiendo afectar las funcio-
nes de alimentacion y respiracion, sin representar ventaja alguna. Por otro lado,
es mas probable que el aumento de la superficie de los palpos labiales observado
en L. fortunei (Paolucci, et al., 2014a) represente una ventaja en determinados
ambientes, dada la importancia de los palpos en la seleccion de alimento y des-
carte de material particulado también observado en otros organismos filtradores
(Barillé, et al., 2000; Drent, et al., 2004; Dutertre, et al., 2009). Sin embargo, mas
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estudios son necesarios para confirmar si estas variaciones representan una venta-
ja adaptativa para L. fortunei, tal como fue reportado en otros bivalvos (Drent,
et al., 2004); y si en definitiva contribuyen al éxito en el proceso de invasion,
como fue sugerido para otras especies de bivalvos invasores (Payne, et al., 1995).

La relacion positiva entre tasa metabolica y temperatura ambiental observada
en L. fortunei (Paolucci, et al., 2019) evidencia una capacidad metabdlica que
permite incrementar la tasa metabolica (efecto Arrhenius), aumentando la obten-
cion de energia, utilizada a su vez en otros procesos que también escalan con la
temperatura. Estos procesos incluyen tasa de filtracion (Sylvester, et al., 2005), de-
sarrollo embrionario (Cataldo, et al., 2005), actividad reproductiva (Boltovskoy, et
al., 2009b), crecimiento (Nakano, et al., 2015), y excreciéon (Fang y Xi-hui, 2005).
Consecuentemente, las tasas de respiracion y metabolicas variables en funcion de la
temperatura permiten a estos organismos ajustar su metabolismo a fin de obtener
la energia requerida para sobrevivir y llevar a cabo los distintos procesos en nuevos
ambientes, mientras estén dentro de los limites térmicos de tolerancia. Esta capa-
cidad resulta fundamental para expandir su rango de distribucion hacia nuevos
habitats, incluyendo distintos ambientes tropicales y subtropicales de Sudamérica,
alcanzando también Centroamérica y Norteamérica, tal como los distintos modelos
han predicho (Oliveira, et al., 2015). Sin embargo, estos resultados también eviden-
cian la cercania del limite de tolerancia térmica de esta especie; especialmente al
analizar los datos a 26 °C y en su comparacién con datos obtenidos a 30 °C, donde
los valores de tasa metabolica no aumentan sino que parecen disminuir levemente
-cerca de un 25%- para una temperatura mayor (30 °C). Esto podria ser indicio de
una falta de respuesta metabolica a los cambios térmicos dentro de este rango de
temperaturas, lo cual fue sefialado como un indicio que marca el umbral térmico
superior de una especie (Schulte, 2015), o que las poblaciones poseen nichos térmi-
cos diferenciados (Deutsch, et al., 2015).

Es interesante destacar que, aunque se ha estudiado la estructura genética po-
blacional de esta especie en Sudamérica (Zhan, et al., 2012), y que en comparacion
con aquellas poblaciones de Asia mostré una relativamente alta diversidad (Gha-
booli, et al., 2013), no se hall6 hasta el momento -como se mencion6 previamente-
correlacion alguna con las variables morfologicas estudiadas como las proporciones
ancho-largo o ancho-alto o el area branquial (Paolucci, et al., 2014b). Aunque esto
podria depender del tipo de marcador molecular usado, las evidencias sugieren que
la variabilidad morfologica observada en estas variables podria ser producto de la
plasticidad fenotipica de esta especie. Mas estudios son necesarios para confirmar
que dicha variabilidad es expresada independientemente del genotipo de los orga-
nismos para estas variables (proporciones ancho-largo o ancho-alto y area bran-
quial relativa), y para otras variables morfologicas sobre las que no se ha realizado
ningin anélisis. Estudios sobre el genoma para esta especie también han dado
evidencias de una significativa plasticidad metabdlica en respuesta a condiciones
extremas (Uliano-Silva,et al., 2015). En particular, se ha reportado una expansion
en la cantidad de genes de la familia enzimatica HSP70 (Uliano-Silva, et al., 2015),
los cuales se han asociado a plasticidad en los limites térmicos para otro bivalvo

invasor como Crassostrea gigas (Hamdoun, et al., 2003).
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