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ACERCA DE INNOTEC

INNOTEC es una publicacién arbitrada en modalidad doble ciego por un comité independiente

de revisores externos a su entidad editora, el Laboratorio Tecnolégico del Uruguay (LATU).

Editada en Montevideo (Uruguay), bajo la modalidad de publicacidn continua, contiene articulos originales
inéditos y su periodicidad es semestral

(enero-junio y julio-diciembre).

El objetivo de la revista es la divulgacién y transferencia del conocimiento en las dreas de Forestales,
Medio Ambiente, Metrologia y Tecnologia Alimentaria. INNOTEC esta dirigida a académicos,
investigadores y técnicos de la comunidad cientifica uruguaya e internacional.

INNOTEC se encuentra indexada en las siguientes bases de datos: DOA), EBSCOhost Academica Premier,
Latindex, Redalyc y REDIB.
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Esta obra estd bajo una licencia de Creative Commons Reconocimiento-NoComercial 4.0 Internacional.

Los conceptos y opiniones vertidas en los articulos aqui publicados, asi como el uso que otros puedan hacer
de ellos, son de responsabilidad exclusiva de los autores y no reflejan el punto de vista del Laboratorio
Tecnoldgico del Uruguay.
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POLITICA EDITORIAL DEL LATU

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

Mision

Nuestra misién es la publicacién de trabajos originales, con un enfoque de rigor y calidad teéricay
metodoldgica, que contribuyan a la produccién sistematica de nuevo conocimiento cientifico tecnoldgico y al
fortalecimiento de la presencia uruguaya en redes regionales e internacionales.

Es de interés del LATU consolidar el campo de la documentacién cientifica a nivel local mediante la creacién e
innovacién de productos editoriales.

Los objetivos especificos son:

+  Promover la publicacién de investigaciones de excelencia en las dreas de conocimiento estratégicas
del LATU, alineadas a su misién como impulsor del desarrollo sustentable del pais y su insercién
internacional a través de la innovacién.

+  Posicionar a los autores, técnicos y colaboradores en las plataformas electrénicas internacionales,
estimulando su participacién en el marco de un proceso de edicién arbitrado por especialistas.

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

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

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

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

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

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

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

+  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 dmbito teérico inmediato de su trabajo para dar
cuenta de la informacién mas actualizada y relevante.

+  Reconocer los apoyos académicos, financieros y logisticos que hicieron posible la investigacién y/o la
elaboracién del articulo.

Los revisores se comprometen a:

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

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

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

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

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

El equipo editorial se compromete a:

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

+  Seleccionar los revisores idéneos para cada trabajo.

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

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

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

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

+  Difundir los nimeros publicados en las redes académicas y bases bibliogréficas de su entorno local y
regional.

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

+ Identificar casos de incumplimiento de los compromisos éticos enumerados en este c6digo y penalizar a
sus responsables con sanciones que van de la suspensién del infractor en su rol en el proceso editorial a
la difusién de una rectificacién publica y la remocién del articulo.
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES PARA PUBLICAR EN INNOTEC
Ambito de los articulos y proceso de revisién

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

Esta publicacién semestral arbitrada por un comité de revisores externos recopila las investigaciones
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 Informacién Técnica son gestionadas en Open Journal Systems,
software para la gestién 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 evaluacién y publicacién es de 18 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 edicién de sus publicaciones en la web: http://ojs.latu.org.uy.

(b) Por medio del sistema se notifica al autor la recepcién del articulo y su eventual publicacién. En este paso
se considera la originalidad del trabajo y se priorizan aquellos de reas estratégicas y temdticas nacionales.

(c) 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 metodoldgicos.

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

(f) Se edita el articulo aplicando en el texto las normas del Manual de estilo del LATU y se envia la Ultima
versién disefiada al/los autor/es para su aprobacién 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 simultdneamente. Los
articulos son publicados en OJS y se distribuyen bajo la modalidad de acceso abierto. Los derechos autorales
son protegidos por Creative Commons (CC) Atribucién-NoComercial 4.0 Unported. Al ingresar al sistema https://
ojs.latu.org.uy/inicio/ los autores deberan aceptar la nota de copyright en la que se asumen los términos de
responsabilidad, se reconoce la licencia CCy se establece el compromiso a realizar la cita completa de la edicién
institucional de esta primera publicacién del articulo en sus siguientes publicaciones -completas o parciales-
efectuadas en cualquier otro medio de divulgacién, impreso o electrénico.

Los autores estan autorizados a realizar una publicacién 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 publicacién del articulo
enviado. El LATU se reserva el derecho de publicar aquellos articulos que responden a las areas estratégicas
fijadas por la organizacién para cada edicién y de realizar modificaciones que considere favorables a la
6ptima presentacién 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 evaluacién critica
especializada de un manuscrito por parte de pares idéneos que operan en el drea temdtica 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 aceptacién o rechazo de un manuscrito en el proceso
editorial de publicaciones técnicas del LATU; no obstante, el equipo editor es responsable de la decisién final
de publicacién o rechazo de un articulo y de la notificacién al autor de contacto.

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

Los autores cuentan con un plazo de siete dias para la devolucién del articulo corregido segun las
recomendaciones de los arbitros.
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NORMAS DE PRESENTACION Y ENVIO DE LOS TEXTOS

Para que el articulo sea considerado para su publicacién, debe cumplir con las siguientes normas de
presentacién. Ante cualquier consulta dirijase al correo electrénico 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, filiacién, resumen y palabras clave.

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

DEFINICIONES:

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

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

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

Introduccion. Incluye antecedentes concretos y datos del proceso, enumeracién de objetivos e
importancia del tema.

Materiales y métodos. Relato de los métodos y procedimientos que permitieron obtener los resultados
presentados. Obtencién del material, condiciones y metodologia. Andlisis estadisticos, programas.
Resultados. Presentacion y expresion de los hallazgos en tablas, graficos y/o figuras.

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

Referencias. Referencias al material bibliogréafico consultado para la elaboracién del articulo.

LOS ARTICULOS DEBEN PRESENTAR:

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

Nombre completo de todos los autores (solo en metadatos de OJS), ingresados en orden decreciente segiin
el grado de responsabilidad en el desarrollo del articulo, sin que medien jerarquias funcionales. Indicar la
seccién o departamento al que pertenecen y empresa de la que forman parte. Se debe sefialar ademas

el autor de contacto para las comunicaciones electrénicas subsiguientes. Los autores deberan contar con
un ndmero de registro en ORCID, que se consigna en OJS al ingresar los autores en metadatos. Para mas
informacién sobre ORCID y su relevancia para los autores puede consultar esta pagina: https://orcid.org/.

Resumen en inglés, espafiol y portugués, de 200 palabras maximo en su versién 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 (introduccién, métodos, descripcién de equipos,
descripcién de programas, desarrollo de teorias, resultados y discusion, conclusiones, referencias,
tablas, figuras e imagenes, (ver seccion Estilo y formato de citas y referencias en este documento). El
texto deberd ser presentado en fuente Arial 11, a espacio doble y con numeracién de lineas, con titulos
en mayusculas y mindsculas y en formato.doc, de cualquier versién de Microsoft Word. Evitar las notas
al pie en el desarrollo del articulo. Las denominaciones en latin deben ir en cursiva.

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

Férmulas, 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 mismas. 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 impresién). Las tablas
deben ser numeradas correlativamente y en forma independiente de las figuras, y cada entrada debe
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ocupar su propia celda. Se deben numerar segln el orden de aparicion en el texto, 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 nimeros y
simbolos empleados no deben ser menores al tamafio usado en el resto del texto (Arial 11).

ESTILO DE CITAS Y REFERENCIAS SEGUN EL SISTEMA HARVARD

Si el texto estd en inglés utilizar «and» en lugar de «y», «In:» en lugar de «En:», «[Accessed: day month year]»
en lugar de «[Consulta: dia mes afio]» y «Available at:» en lugar de «Disponible en:»

Ejemplos usuales de citas

Registro de citas textuales

(Lépez, 1985, p. 93)

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

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

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

(Alonso, 1988b, p. 84)

Registro de cita ideoldgica o parafrasis

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

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

(Pérez y Gonzalez, 2005)

(Rodriguez et al., 2011).

(Pérez, 2014a)

(Pérez, 2014b)

Ejemplos usuales de referencias monografias (libros)

Apellidos(s), Nombre o Inicial, afio de edicién. Titulo del libro en cursiva. N° de edicién. Lugar de edicién:
editorial. (Serie; N°). ISBN (este Ultimo si se posee) DOI (siempre que el libro lo posea)

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

Newman, R. y 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. Edicidn. Identificacion del fasciculo. Lugar de edicién:
editorial, fecha del primer volumen-fecha del dltimo volumen. ISSN

Boletin Econémico. Banco de Espafia. 1998, (1). Madrid: Banco de Espafia, 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 (Nimero),
paginas. DOI (siempre que el articulo lo posea).

Llosa, J.; Smith, M.; Moore, A.y Cave, K., 1998. Modulo scheduling with reduced register pressure.
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 reaccién del consumidor
ante las promociones. En: MK Marketing + Ventas, (143), pp. 33-37.

Normas

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

Asociacion Espafiola de Normalizacién y Certificacién (Espafia), 2010. UNE 166000 EX, UNE 166001 EX,
UNE 166002 EX: Gestion de la I+D+I. Madrid: AENOR.

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

Textos electronicos, bases de datos y programas informaticos

Responsabilidad principal, afio. Titulo [tipo de soporte]. Edicién. Lugar de publicacién: editor, [fecha
de consulta]. Descripcion fisica. (Coleccién). Notas. Disponibilidad y acceso. Nimero normalizado.

DOI (siempre que el material lo posea)

Rapp, A. O.; Augusta, U. y Peek, R. D., 2001. Facts and ideas of testing wood durability above ground [En linea].
Hamburgo: BFH. [Consulta: 25 de setiembre de 2008]. Disponible en: http://www.bfafh.de/inst4/43/
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ABSTRACT

This study assessed the impact of sucrose and trehalose as osmotic agents on the

quality of freeze-dried starfruit snacks, with particular emphasis on sensory and textural
attributes. Starfruit slices were subjected to three pre-treatments before freeze-drying:

a control (no dehydration agent), osmotic dehydration in a sucrose solution (ODSAC),

and osmotic dehydration in a trehalose solution (ODTRE). The resulting dehydrated
samples were analyzed for water activity (a,), instrumental color and texture, and sensory
attributes, including consumer acceptability. Both osmotic treatments significantly
altered the instrumental texture of the starfruit slices compared to the control. Sensory
analysis revealed significant differences in appearance, texture, flavor, and odor among
treatments, with the ODTRE treatment receiving the highest acceptability scores. These
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findings suggest that using trehalose as an osmotic agent enhances the quality attributes
of the dehydrated starfruit slices, supporting their potential as a fruit snack option.
Keywords: carambola, pre-treatment sugars, acceptability, instrumental hardness, flash profile.

RESUMEN

Este estudio evalu6 el impacto del uso de sacarosa y trehalosa como agentes osméticos
en la calidad de un snack de carambola liofilizada, con especial enfoque en los
atributos sensoriales y texturales. Las rodajas de carambola fueron sometidas a tres
tratamientos previos antes de la liofilizacién: control (sin agente de deshidratacién),
deshidratacién osmdtica en una solucién de sacarosa (ODSAC) y deshidratacién
osmética en una solucién de trehalosa (ODTRE). Las muestras deshidratadas finales se
analizaron en cuanto a actividad de agua (a,), color instrumental, textura instrumental
y analisis sensorial, incluyendo la aceptabilidad por parte de los consumidores. Ambos
tratamientos osmaéticos modificaron la textura instrumental de las rodajas de carambola
en comparacion con el control. El andlisis sensorial reveld diferencias significativas en
apariencia, textura, sabor y olor entre las muestras, siendo el tratamiento con trehalosa
(ODTRE) el que obtuvo las mayores puntuaciones de aceptabilidad. En conjunto, el uso
de trehalosa como agente osmoético mejord los atributos de calidad de las rodajas de
carambola deshidratadas, destacandolas como una opcién potencial de snack de fruta.
Palabras clave: carambola, tratamiento previo con azucares, aceptabilidad, dureza
instrumental, perfil flash.

RESUMO

Este estudo avaliou o impacto da sacarose e da trealose como agentes osmoticos na
qualidade de um snack de carambola liofilizada, com foco especial em atributos sensoriais
e texturais. As fatias de carambola foram submetidas a trés pré-tratamentos antes da
liofilizagdo: controle (sem agente de desidratacdo), desidratagdo osmética em solugdo de
sacarose (ODSAC) e desidratagao osmética em solucdo de trealose (ODTRE). As amostras
desidratadas finais foram analisadas quanto a atividade de dgua (ay), cor instrumental,
textura instrumental e analise sensorial, incluindo a aceitabilidade pelos consumidores.
Ambos tratamentos osméticos alteraram a textura instrumental das fatias de carambola
em comparagdo com o controle. A andlise sensorial revelou diferencas significativas na
aparéncia, textura, sabor e odor entre as amostras, sendo o tratamento com trealose
(ODTRE) o que recebeu as maiores pontuag¢des de aceitabilidade. De modo geral, o uso
da trealose como agente osmdtico melhorou os atributos de qualidade das fatias de
carambola desidratadas, destacando seu potencial como opgcdo de lanche de fruta.
Palavras-chave: carambola, pré-tratamento com acucares, aceitabilidade, dureza
instrumental, perfil flash.
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INTRODUCTION

Fruit is an essential component of a healthy and balanced diet, providing vitamins,
minerals, and antioxidants that promote optimal health and reduce the risk of disease.
The World Health Organization recommends consuming two to three servings of fruit
per day as part of a healthy diet (Nishida et al., 2004). However, fruit consumption varies
significantly by country and region. For example, in Argentina, according to the 2018
National Survey of Risk Factors (ENFR), only 6% of the population met the recommended
requirements, suggesting that new strategies are needed to increase the consumption of
fruits and vegetables (Argentina. Ministerio de Salud y Desarrollo Social, 2018).

Starfruit (Averrhoa carambola L.) is a tropical fruit with a characteristic star-shaped cross-
section and a sour-to-sweet taste. It is a rich source of antioxidants, vitamin C, potassium,
phosphorus, magnesium and dietary fiber, and is low in carbohydrates and calories (Shofian
et al., 2011; Sharma and Shantaram, 2013; Ramadan et al., 2020). Due to its unique shape
and taste, starfruit has gained popularity both as a fresh fruit and as the main ingredient in
processed products such as jams, juices (Mamede and Benassi, 2016), and candies.

Dehydrated fruits, in particular, offer a means of developing healthy and
convenient snack products (De Vlieger et al., 2017; Schlinkert et al., 2020; Sadler et al.,
2019). Dehydration preserves fruit by reducing its water content, thereby inhibiting
microbial growth, extending shelf life, and offering a convenient option for storage and
consumption (Prosapio and Norton, 2017). Osmotic dehydration (OD), for example, is a
technique used to lower the water activity (a,,) of foods—primarily fruits—by immersing
them in a concentrated sugar solution (Ciurzyniska et al., 2016). OD is commonly employed
as a pre-treatment to improve the quality of fruits that will undergo more energy-
intensive drying methods such as air-drying or freeze-drying (Alvarez et al., 1995; Nieto
et al., 1998; Iglesias et al., 2017; Sette et al., 2016).

Sucrose is commonly used in OD of fruits because of its sensory acceptability
and wide availability. However, sucrose solutions can cause quality defects such as
non-enzymatic browning and sucrose crystallization owing to its relatively low glass
transition temperature (Tg), which compromises structural stability. Alternative sugars, like
trehalose, have been proposed to overcome these disadvantages (Iglesias et al., 2017).

Trehalose is a non-reducing disaccharide known for its cryoprotective,
thermoprotective, and stabilizing effects on biological systems (Roser, 1991). With a
sweetness level of only 45% that of sucrose (Birch et al., 1970; Galmarini et al., 2009),
trehalose is particularly well-suited for fruit preservation without significantly increasing
perceived sweetness (Galmarini et al., 2009). It has been employed as an osmotic agent
in the dehydration of various fruits and vegetables, such as bananas, carrots, potatoes,
and mangoes (Aktas et al., 2007; Iglesias et al., 2017; Tan et al., 2020). However, limited
information exists regarding its use in the osmotic dehydration of starfruit slices.

As proposed by Castagnini et al. (2022), trehalose may enhance the crispness of
dehydrated fruits by promoting greater water removal during drying, which leads to a
more compact structure due to shrinkage. Furthermore, the collapse of cells and pores,
along with alterations in the carbohydrate matrix, contribute to the improved crispness of
the final product.
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Sensory and instrumental analyses are useful tools to evaluate the effects of osmotic
agents on texture and flavor. Flash Profile, a rapid descriptive method (Dairou and
Sieffermann, 2002), allows panelists to freely generate their own vocabulary. This method
has been successfully applied to characterize dehydrated fruits and vegetables, quickly
offering valuable insights into consumer-relevant attributes (Tarea et al., 2007; Dueik et al.,
2013; Bredie et al., 2017; Pérez-Gonzalez et al., 2023) while avoiding lengthy training sessions.

The aim of this study was to determine the sensory and physicochemical
characteristics of freeze-dried starfruit snacks subjected to osmotic pre-treatments using
sucrose or trehalose.

MATERIALS AND METHODS
Sample preparation

Fresh starfruits were purchased from a local grocery store in Buenos Aires, Argentina.

The fruits were sanitized in a 0.15% sodium hypochlorite solution for 15 minutes, then

sliced crosswise into star-shaped pieces approximately 5 mm thick. Seeds were manually

removed, and the slices were immersed for 20 minutes in an anti-browning acidic solution

containing 0.5% citric acid and 0.5% ascorbic acid (both supplied by Biopack, Argentina).
After acidification, the slices were divided into three treatment groups:

* Control: slices were frozen at -40 °C and then freeze-dried in a laboratory freeze-dryer
(RIFICOR L-A-B4-C, Argentina) for 48 hours (freezing plate at -35 °C, vacuum < 100 pmHg).

* ODSAC (osmotic dehydration in sucrose): slices were immersed in a 40% w/w
sucrose solution (food-grade; purchased locally) for 2 hours at 25 °C, then frozen at

-40 °C and freeze-dried following the same procedure as the control.

* ODTRE (osmotic dehydration in trehalose): slices were immersed in a 40% w/w
trehalose dihydrate solution (Treha™) for 2 hours at 25 °C, then frozen at -40 °C and
freeze-dried following the same procedure as the control.

All dehydrated fruit pieces were packed in polyamide-polyethylene pouches,
heat-sealed, and stored at -18 °C until analysis.

FIGURE 1. Example of starfruit snack (after dehydration).
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In this study, a moderate sugar concentration (40% solutions) was intentionally
selected for two main reasons. First, health-conscious consumers are increasingly
cautious about products with high added sugar content. Second, trehalose has a lower
water solubility than sucrose (68.9 g/100 g H,O at 20 °C) (Galmarini et al., 2008), which
limits the maximum practicable concentration for the trehalose solution.

Water activity

Water activity (a,) of the starfruit snacks was measured at 23-24 °C using a dew-point
hygrometer (Aqualab Series 3B, Decagon Devices, Pullman, WA, USA). The instrument was
calibrated and verified using standard unsaturated NaCl solutions covering the a,, range
of interest (Chirife and Resnik, 1984). For each treatment batch, a,, measurements were
performed in triplicate, and results were reported as the mean + standard deviation.

Instrumental color

Color of the dehydrated starfruit snacks was measured with a chroma meter (Minolta
CR-400, Konica Minolta, Japan) using the CIE Lab* color scale (L* = lightness; a* = redness/
greenness; b* = yellowness/blueness). The instrument was set to D65 illuminant and a

2° observer angle and calibrated against a white standard tile. Each sample’s color was
measured six times at different locations.

Instrumental texture

The instrumental texture of the dried starfruit slices was measured using a Texture
Analyzer (TA.XT.Plus, Stable Micro Systems, 2018) equipped with a 5-kg load cell. Each
dried slice was punctured at the center with a rounded-end spherical probe (P/0.5 S) using
a Crisp Fracture Support Rig. Test parameters were as follows: pre-test speed of 1.0 mm/s,
test speed of 0.7 mm/s, post-test speed of 10.0 mm/s, trigger force of 0.049 N, and
puncture distance of 11 mm.

Data were processed using Texture Expert EXCEED software (Stable Micro Systems,
2018). Ten replicate measurements were recorded for each treatment.

Descriptive sensory evaluation

Descriptive sensory evaluation using the Flash Profile method was carried out by 14
trained panelists (all female, aged 27-52) from the staff of the Instituto de Tecnologia de
Alimentos (Buenos Aires). Panelists were preselected based on regular fruit consumption,
availability, and prior experience in sensory analysis. All participants provided informed
consent. Evaluation sessions were conducted in individual sensory booths under
standardized white lighting (6,000 K).

Flash Profile evaluation of the three snack treatments was conducted over three sessions,
each lasting approximately 40 minutes. During the first two sessions, panelists received all
three samples and individually generated descriptive terms they considered most relevant for
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distinguishing between the products. Each panelist was instructed to generate at least eight
descriptors covering appearance, texture, flavor (aroma and taste), and odor.

In the third session, all three treatments were presented simultaneously, and
panelists ranked the samples for each descriptor, one descriptor at a time, based on
perceived intensity. Panelists were allowed to re-taste the samples and take as much
time as needed for each ranking (Bredie et al., 2017). A continuous linear scale was used
to allow assessors to indicate the relative distance between samples in terms of intensity
differences for each attribute.

On average, panelists generated approximately 10 descriptors each. Following a
consolidation step involving lemmatization by the panel leader and assistant, a final set
of descriptors was agreed upon and grouped into four sensory categories: appearance (4
descriptors), texture (6), flavor/taste (7), and odor (1).

Samples were served on plastic plates labeled with random three-digit codes,
following a balanced block design. Presentation order was randomized across panelists
and sessions. Water was provided for palate cleansing between samples.

Hedonic assessment

A consumer acceptability test was conducted at the Sensory Analysis Laboratory of
Universidad Catdlica Argentina (Buenos Aires) in individual booths under white lighting.
Seventy-five untrained consumers (25 male, 50 female, aged 17-58) were recruited via email.
All reported consuming fruits or snacks at least four times per week. Informed consent was
obtained, and participants recorded their responses anonymously using their smartphones.

Each consumer evaluated the three treatments monadically in a single session. Samples
were served on plastic plates labeled with random three-digit codes, and presentation order
was randomized across consumers. Water was provided for palate cleansing.

Consumers tasted each sample and rated overall liking using a 9-point hedonic scale
(1= Extremely Dislike, 9 = Extremely Like; 5 = Neither like nor dislike). After tasting, they
completed a short survey in which they were shown a photo of a whole starfruit and asked
whether they recognized it or had tried it before. They were also asked whether they liked
the shape of the dehydrated snack and whether its appearance made it more appealing.

Statistical analysis
Physicochemical measurements

For each a,, determination, three replicates per batch were analyzed, and results

were expressed as mean + standard deviation. Color measurements were performed

in six replicates, and results were expressed as mean L*, a*, and b* values. For both

determinations, statistical differences among samples were assessed using one-way

analysis of variance (ANOVA), followed by Student-Newman-Keuls (SNK) post-hoc tests

(p < 0.05). All analyses were performed using InfoStat software (Di Rienzo et al., 2017).
For instrumental texture, force-distance data were processed using Texture Expert

EXCED software to obtain values for hardness, brittleness, crispness, and crunchiness.

Each texture parameter was analyzed by one-way ANOVA, followed by SNK post-hoc tests
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(p < 0.05) using InfoStat (Di Rienzo et al., 2017). Global differences among samples were
visualized using principal component analysis (PCA). Additionally, multivariate analysis
of variance (MANOVA) and Hotelling's T? test with Bonferroni correction were applied to
confirm overall differences between samples.

Sensory measurements

Flash Profile data were analyzed by General Procrustes Analysis (GPA) (Gower, 1975) using
XLSTAT (Addinsoft, 2023).

Hedonic liking scores were subjected to one-way ANOVA to compare the three
treatments, followed by Tukey's HSD post-hoc test (p < 0.05), using InfoStat (Di Rienzo
et al., 2017). Consumers were further segmented by hierarchical cluster analysis, and
internal preference mapping (PrefMap) was applied to the resulting clusters using FIZZ
software (Biosystémes, 2022).

The relationship between sensory attributes and instrumental texture parameters was
explored using principal component analysis (PCA) in XLSTAT (Addinsoft, 2023).

RESULTS

Soluble solids content and aw

Table 1 presents the total soluble solids (°Brix) before and after osmotic dehydration (OD), as well
as the final a,, after freeze-drying for the three treatments. Given the naturally low sugar content

of starfruit, osmotic dehydration resulted in an almost tenfold increase in soluble solids.

TABLE 1. Total soluble solids (°Brix) before and after osmotic dehydration (OD), and final
water activity after freeze-drying, for the three treatments.

Treatments Control ODTRE ODSAC
SS (°Brix before OD) 3.5+09 3.5+09 3.5+0.9
SS (°Brix after OD) - 30.8+0.4A 33.1+0.1B
ay (after freeze-drying) 0.187 +0.043 A 0.187 £ 0.069 A 0.246 + 0.028 A

Values are expressed as mean * standard deviation. Different uppercase letters within the same
row indicate significant differences among treatments (SNK test, p < 0.05).

Although final a,, differences were not statistically significant (Table 1), the ODSAC
sample showed a slightly higher a,, compared to the other treatments despite its greater
sugar uptake.
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Color

Figure 2 shows the mean L*, a*, and b* color values for the three treatments. A significant
difference was observed only in L*, with control samples exhibiting higher L* values
(lighter color) than ODTRE, while ODSAC presented intermediate values. No significant
differences were found in a* or b* values among the treatments.

100

m Control
m ODTRE
m ODSAC

Color parameters (L*, a*, b*)

L* a* b*

Samples

-20 -

FIGURE 2. Color parameters L* (lightness), a* (greenness) and b* (yellowness) for the three
treatments. Different uppercase letters indicate significant differences among treatments
(SNK test, p <0.05).

Instrumental texture
Table 2 presents the mean values + standard deviation for hardness, brittleness, crispness,
and crunchiness for each treatment. Osmotic dehydration (OD) pre-treatments using

different sugars had distinct effects on the final texture of the snacks.

TABLE 2. Instrumental texture parameters for the three treatments.

Sample Control ODTRE ODSAC
Hardness (gf) 360.2+107.6 A 530.9+137.0B 831.1+205.9C
Brittleness (mm) 33+15B 1.0+05A 3.7+1.0B
Crispness 1.9+1.0B 41+14C 0.2+042A

Crunchiness (gf.sec)

3899.1+958.4 A

34243+ 1096.3A

9396.4+23143B

Values are expressed as mean * standard deviation. Different uppercase letters in the same row

indicate significant differences among treatments (SNK test, p < 0.05).
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Principal component analysis (PCA; Figure 3) was conducted to evaluate overall
texture differences among samples. The results showed that ODSAC was associated with
higher hardness and crunchiness, ODTRE was characterized by increased crispness and
lower brittleness, while the control exhibited the lowest hardness.

Hardness

Crispness Crunchiness

. ODSAC

CP 2(21,0%)
<}
=)
S
Il

L]
Control

Brittleness

-4,00 - ‘
-4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00

CP 1(79,0%)

FIGURE 3. Principal Component Analysis (PCA) of instrumental texture parameters for the
three treatments.

Both ODTRE and ODSAC slices were impregnated with disaccharides, which increased
the total solids content and resulted in a stiffer dried matrix, requiring greater force to
fracture (Dziki, 2020).

Suyatma et al. (2015) reported that in banana chips, “crispy” products are mechanically
less resistant than “crunchy” ones, requiring more force to break. This aligns with our
findings: ODSAC (sucrose OD) produced slices that were harder and crunchier, whereas
ODTRE (trehalose OD) yielded slices that were crisper and less hard.

Sensory descriptive evaluation
Descriptive sensory profile

Flash Profile analysis showed that the three samples had distinct sensory profiles.
Panelists generated a broad range of descriptors, which were then grouped into four
sensory categories: appearance, texture, aroma, and taste.

Appearance-related descriptors included brightness, color (ranging from yellow-green
to brownish), surface moisture (perceived humidity), and shape integrity (the degree to
which the characteristic star shape was preserved). Texture descriptors included crispness,
crunchiness, gumminess, hardness, porosity, and stickiness. The only odor descriptor
identified (orthonasal) was a green fruity odor. Flavor and taste descriptors included

aftertaste, astringency, bitterness, fruity flavor, green (unripe) flavor, sourness, and sweetness.
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General Procrustes Analysis (GPA) of the Flash Profile data (Figure 4) showed clear
sensory discrimination among the three treatments. The control sample was described
by attributes such as gumminess, porosity, and sourness. ODSAC was characterized by
astringency, hardness, stickiness, and sweetness. ODTRE was associated with higher
aftertaste, crispness, crunchiness, and fruity flavor.

Biplot (axes F1 and F2: 100.00 %)

2,5
2 Green fruity odor Green flavor 4
Bitterness Crunchiness
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FIGURE 4. General Procrustes Analysis (GPA) of the Flash Profile intensity scores for the
three treatments.

Consumer acceptability

The mean overall liking score for ODTRE was significantly higher than those for the control
or ODSAC (Table 3).

TABLE 3. Liking scores of the samples.
Samples Control ODTRE ODSAC
5.8512.02 B

Liking 5.87+1.58B 6.89+2.13A

Values are expressed as mean * standard deviation. Different uppercase letters indicate
significant differences among treatments (Tukey test, p < 0.05).

Crispness is widely recognized as a desirable attribute in dried snacks (Kayacier and
Singh, 2003; Wong et al., 2020; Pravitha et al., 2021). However, consumer preferences may
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also be influenced by other sensory characteristics. To better understand the drivers of
liking, a hierarchical cluster analysis was conducted based on preference scores. Although
the consumer sample size was limited, the analysis provided valuable insights for
potential product optimization. Three distinct consumer clusters were identified (Table 4).

TABLE 4. Overall liking scores of each sample by consumer cluster.

Clusters % Consumers Control ODTRE ODSAC
1 35% 7.46 7.77 4.77
2 17% 4.54 4.85 3.08
3 48% 5.19 7.00 7.64

Cluster 1(35% of consumers) showed a higher preference for the ODTRE and control
samples. Cluster 3 (48%) preferred the ODTRE and ODSAC samples, while Cluster 2 (17%)
gave relatively low liking scores to all three samples, but still showed a slight preference for
ODTRE and control. Notably, ODTRE was among the most liked treatments across all clusters.

The preference patterns of Clusters 1 and 2 seem to be influenced by sensory
attributes such as shape integrity, green fruity odor and flavor, and bitterness. In contrast,
Cluster 3 consumers showed a positive association with attributes like hardness, color,
and brightness (Figure 5).

Internal Preference Mapping
Plane 1 - 2 BiPlot constant: 2.12132

3 gl Gumminess
DHumid ty
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X ]
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FIGURE 5. Internal preference map showing the relationship between consumer clusters
and Flash Profile attributes for the three samples.
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Correlation between instrumental and sensory texture

A combined PCA of instrumental and sensory texture data was performed to explore
their relationships (Figure 6). A clear correlation was observed between instrumental

and sensory hardness. However, no direct one-to-one correspondence emerged for
crispness and in particular for crunchiness. Notably, the sensory attribute crunchiness
was more closely aligned with the instrumental measurement of crispness than with
instrumental crunchiness. This discrepancy may be attributed to the tendency of Spanish-
speaking panelists to use the terms “crispy” and “crunchy” interchangeably, leading to a
semantic overlap between these descriptors (Varela et al., 2008). The PCA also indicated
that instrumental brittleness was associated with the sensory descriptors porosity

and gumminess. Porosity was likely perceived both visually and during the initial bite
reflecting a brittle, airy structure, while gumminess became more evident in later stages
of chewing as the product formed a cohesive bolus. This interpretation aligns with known
texture transitions during oral processing (Chen and Stokes, 2012).

Biplot (axis F1y F2: 100.00 %)
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FIGURE 6. Principal Component Analysis (PCA) of sensory and instrumental textural
measurements of the three samples.

DISCUSSION

The results showed that both types of sugar used in osmotic dehydration (OD)
significantly influenced the final properties of the starfruit slices. Both OD-treated samples
differed markedly from the control (which had no OD pre-treatment), highlighting the role
of sugar impregnation in altering product characteristics.

The effects of OD on the physical and sensory properties of fruits and vegetables have
been widely studied using a variety of osmotic agents and process conditions (Konopacka
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et al., 2009; Ahmed et al., 2016). For starfruit specifically, previous studies have employed
sucrose as the osmotic agent, but to our knowledge, none have reported the use of
trehalose. Castillo and Cornejo (2007), for example, studied OD kinetics in starfruit slices
with sucrose solutions of 40, 50, and 60 °Brix, and found an increase in monolayer
moisture content, indicating enhanced product stability prior to drying. Similarly, Grajales-
Agudelo et al. (2005) reported favorable results using a 65 °Brix sucrose solution before
freeze-drying starfruit. Given that starfruit is naturally low in carbohydrates and energy
(under 10 g of sugars and ~36 kcal per 100 g of fruit) (Sharma and Shantaram, 2013), OD
with added sugars can substantially modify the product’s composition and structure.

Although ODTRE and ODSAC samples differed significantly in total soluble solids
content (Table 1), the magnitude of this difference was modest. Nevertheless, marked
differences in instrumental texture parameters were observed between the treatments.
These distinctions may be attributed to the unique structural effects of trehalose and
sucrose on the dried matrix.

Trehalose-treated products are generally more stable than those treated with sucrose
(Galmarini et al., 2009), due to trehalose’s higher glass transition temperature (Ty) (106 °C
vs 60 °C for sucrose; Roe and Labuza, 2005). The lower T, of sucrose is associated with
higher hygroscopicity (Roos and Karel, 1991), which may explain the increased stickiness
and surface tackiness observed in ODSAC samples under ambient conditions (Figure 4).
However, further shelf-life studies are needed to quantify this effect.

The significant increase in total soluble solids following OD in both treatments (Table
1) aligns with previous findings (Iglesias et al., 2017). This sugar uptake contributed
to notable changes in texture. ODSAC samples exhibited the highest hardness and
crunchiness (Table 2), likely due to the stiffening effect of increased solids content, which
raises the force required to fracture (Dziki, 2020). Similar outcomes were reported by Diaz
Barrios (2017), who observed increased hardness in freeze-dried banana slices pretreated
with sucrose or trehalose. Moreover, Flash Profile data showed that control samples had
higher porosity, which may explain their higher L* values (Figure 2) due to enhanced light
scattering in a more porous structure (Nowak and Jakubczyk, 2020).

Sensory analysis confirmed significant differences in attributes such as crispness,
crunchiness, gumminess, hardness, porosity, and stickiness. The combined PCA
(Figure 6) comparing instrumental and sensory texture measurements showed strong
alignment between instrumental and sensory hardness suggesting that puncture
force measurements reliably reflect perceived hardness. However, no direct one-to-one
correspondence was observed for crispness and crunchiness. Panelists' perception of
crunchiness correlated better with instrumental measurement of ‘crispness’ count than
with the quantification of ‘crunchiness’ (area under the curve). This may reflect both
linguistic and perceptual overlap: in Spanish “crujiente” and “crocante” are often used
interchangeably (Varela et al., 2008) and the auditory cues linked to multiple fracture
events may be perceived as crispness. PCA also indicated that instrumental brittleness
correlated with sensory porosity and gumminess likely reflecting a structural eating
sequence. A highly brittle matrix is initially perceived as porous (visually and during biting)
and collapses quickly, and as the product breaks down, it forms a cohesive bolus that
elicits a sensation of gumminess (Chen and Stokes, 2012).
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Flavor perception also differed between treatments. Komes et al. (2003, 2005, 2007)
investigated aroma retention in dehydrated fruit products and found that trehalose
addition prior to drying enhanced the retention of volatile compounds responsible for
fruit aroma. In our study, ODTRE samples were preferred by consumers and described
as having a fruity flavor and a green fruity aroma (Figure 5). Galmarini et al. (2009)
also found that trehalose helped maintain a balanced sweetness-sourness profile
in strawberry puree products. In the case of starfruit snacks, the lower sweetness of
trehalose may have preserved more of the fruit's natural tartness, contributing to a more
authentic flavor. This might explain the higher overall liking scores for ODTRE, which
was perceived as less sweet than ODSAC and retained more of the fruit's original flavor.
Excessive sweetness may also conflict with the expectation of a healthy fruit-based snack.

In Argentina, starfruit is cultivated only in a small northern region of the country
and remains unfamiliar to most consumers. A post-test survey confirmed that 67% of
participants had never heard of or tried starfruit before, and only 8% had previously
tasted it. Interestingly, 92% of the consumers found the star shape appealing, and 67%
indicated that the shape increased their willingness to try the snack. Only 3% disliked
the shape, and 5% were neutral. These findings, together with the high hedonic ratings
for the Trehalose-treated samples, suggest strong potential for introducing freeze-dried
starfruit snacks to new markets. The combination of visual appeal, health perception and
distinctive flavor profile —especially in the ODTRE formulation— positions this product as
a promising and innovative fruit snack.

CONCLUSIONS

The results of this study demonstrate that osmotic dehydration with trehalose is a
promising strategy for producing freeze-dried starfruit snacks with improved sensory
and textural properties compared to samples treated with sucrose or without osmotic
pre-treatment. Trehalose-treated samples exhibited more desirable texture attributes

—such as chip-like crispness and lower stickiness— and received the highest consumer
acceptability ratings. These samples also retained more of the fruit's characteristic flavor,
aligning well with consumer expectations for a chip-like healthy fruit snack. In contrast,
sucrose-treated samples were perceived as stickier and may be less texturally stable over
time, likely due to sucrose’s higher hygroscopicity.

This study also highlights the potential of adding value to underutilized seasonal
tropical fruits like starfruit by transforming them into convenient and appealing snack
formats. The fruit’s distinct natural star shape provides a unique marketing advantage,
enhancing visual appeal and increasing consumers’ willingness to try it. Combining this
natural appeal with the functional benefits of trehalose as an osmotic agent offers a
promising approach for developing innovative, shelf-stable, and consumer-friendly fruit-
based snacks.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue desarrollar cerveza artesanal de malta de cebada 'y

malta de quinua con fruta deshidratada y evaluar las propiedades fisicoquimicas. Se
realizaron diez tratamientos (malta de cebada-malta de quinua) de cerveza; en los cuales
se analizaron el color, las antocianinas, el pH, la acidez titulable total (ATT), la acidez
volatil, el alcohol y la densidad. En color, se obtuvieron resultados de L* (luminosidad)

de 25.26 a 39.84, a* (rojo-verde) de 1.85 a 7.11 y para b* (azul-amarillo) de 9.38 a 15.76.

El contenido de antocianinas fue de 8.81 a 17.14 mg de cianidina 3-glucésido/L. El pH

fue estadisticamente igual (p < 0.05) en todos los tratamientos. El contenido de alcohol
alcanzo hasta 7.13 % v/v. La cerveza artesanal es aceptable debido a que la adicién de la
malta de quinua y zarzamora deshidratada no afectaron la calidad en antocianinas, acidez
titulable total, pH, contenido alcohdlico y acidez volatil de la cerveza artesanal.

Palabras clave: antocianinas, bebida alcohdlica, contenido de alcohol, malta.
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ABSTRACT

This work aimed to develop a malt-barley and malta-quinoa craft beer with dehydrated
fruit and evaluate the physicochemical properties. Ten treatments (barley-quinoa) of
beer were carried out and analyzed; the different treatments were analyzed for color,
anthocyanins, pH, total titratable acidity (ATT), volatile acidity, alcohol and density. In color,
results were obtained for L* (luminosity) from 25.26 to 39.84, a* (red-green) from 1.85 to
7.11 and b* (blue-yellow) from 9.38 to 15.76. The anthocyanin content was 8.81 to 17.14 mg
of cyanidin 3-glucoside/L. The pH was statistically the same (p < 0.05) in all treatments.
The alcohol content reached up to 7.13 % v/v. The craft beer is acceptable because adding
quinoa malt and dehydrated blackberry did not affect the quality of anthocyanins, total
titratable acidity, pH, alcohol content and volatile acidity of the craft beer.

Keywords: anthocyanins, alcoholic beverage, alcohol content, malt.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma cerveja artesanal de malte de cevada

e malte de quinoa com frutas desidratadas e avaliar as propriedades fisico-quimicas.
Foram realizados e analisados dez tratamentos (cevada-quinoa) de cerveja; os diferentes
tratamentos foram analisados quanto a cor, antocianinas, pH, acidez total titulavel (ATT),
acidez volatil, dlcool e densidade. Na cor, foram obtidos resultados para L* (luminosidade)
de 25.26 a 39.84, a* (vermelho-verde) de 1.85 a 7.11 e para b* (azul-amarelo) de 9.38 a
15.76. O teor de antocianinas foi de 8.81 a 17.14 mg de cianidina 3-glicosideo/L. O pH foi
estatisticamente igual (p < 0.05) em todos os tratamentos. O teor alcodlico atingiu até
7.13 % v/v. A cerveja artesanal é aceitavel porque a adicdo de malte de quinoa e amora
desidratada ndo afetou a qualidade em antocianinas, acidez total titulavel, pH, teor
alcodlico e acidez voldtil da cerveja artesanal.

Palavras-chave: antocianinas, bebida alcodlica, teor alcodlico, malte.

INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) es un pseudocereal y una de las plantas mas
antiguas cultivadas en el continente americano, con evidencias arqueoldgicas que datan
de 5000 a 3000 a.C. (Schmidt et al., 2021). La quinua tiene un alto perfil nutricional, con
un 10-18 % de proteinas y un 4.1-8.8 % de grasas. Es ideal para pacientes celiacos porque
no contiene gluten. La planta entera puede utilizarse como alimento tanto para humanos
como para el ganado (Afzal et al., 2022). Por otro lado, la produccién de maltas con
propiedades de procesamiento y sabor mejoradas podria impulsar el desarrollo de una
amplia gama de productos a base de malta en la industria de alimentos y bebidas, y
ampliar las aplicaciones de estos pseudocereales. Se dispone de datos limitados sobre
el malteado de quinua (Almaguer et al., 2024); ademas, en los Ultimos afios de estudio,
la cerveza a base de quinua se ha caracterizado por poseer compuestos aromaticos
exclusivos, pureza en sabor, aroma, textura y el amargor tipico, todos ellos satisfactorios
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para los consumidores. A pesar de ser un alimento libre de gluten, la quinua también
aporta un alto contenido de proteinas, lo que se traduce en tiempos de filtracién largos
y se asocia a problemas de fermentacién durante la elaboracién de la cerveza (Lopez-
Rodriguez et al., 2024).

Las zarzamoras se consumen normalmente frescas o procesadas en jugo. Se
consideran una excelente fuente de antioxidantes y pueden incluirse en la lista de frutas
con los beneficios nutricionales mas importantes (Halim et al., 2022). La cerveza artesanal
se compone basicamente de cuatro ingredientes principales: agua, malta, ldpulo y
levadura (Ambra et al., 2021; Cunha et al., 2023). Posteriormente a la fermentacion, se
forma alcohol y CO, (Cunha et al., 2023). La malta y el ldpulo contienen naturalmente
compuestos fendlicos; sin embargo, durante la produccién de cerveza, estas moléculas
sufren modificaciones quimicas y se forman nuevas moléculas que influyen tanto en el
rendimiento como en las caracteristicas finales de una cerveza. El aroma, los sabores, el
gusto, la astringencia, el cuerpo y la plenitud son el resultado de la actividad metabdlica
de los microorganismos sobre las materias primas, y aqui se resumen las evidencias
cientificas que sugieren que todos ellos estan influenciados por el contenido de fenoles
(Ambra et al., 2021).

Por lo tanto, seria interesante afiadir las frutas y otros adjuntos no malteados siempre
durante las etapas frias de la produccion de cerveza (fermentacién o maduracién) para
enriquecer la bebida con compuestos de interés (Cunha et al., 2023). La cerveza es la
bebida milenaria mas consumida en el mundo. En 2021 su produccién alcanzé los 1.860
millones de hectolitros, siendo China, Estados Unidos y Brasil los principales paises
fabricantes (PaucarMenacho, 2022).

La popularidad de la cerveza artesanal suscita un interés creciente en varios paises 'y
ofrece alternativas a la produccién de cerveza convencional. En Europa, América del Sury
América del Norte, la cerveza artesanal es muy conocida; de hecho, se trata de uno de los
segmentos en crecimiento en el sector de las bebidas. Este aumento estd asociado con
la “generacién millennial” (personas de entre 21y 30 afios), que se percibe interesada en
explorar nuevos sabores de cerveza y dispuesta a pagar precios mas altos. Los bebedores
de cerveza artesanal estan particularmente interesados en probar sabores diferentes a
los habituales y conocidos productos comerciales (Einfalt, 2021).

Por otro lado, multiples estudios de investigacién epidemioldgica reportan que un
consumo moderado de cerveza disminuye la mortalidad cardiovascular debido a cambios
en el perfil lipidico y aumenta la capacidad antioxidante. Ademas, el consumo regular
y moderado de cerveza se asocia con un menor riesgo de enfermedad de Alzheimer,
diabetes y osteoporosis. En consumidores moderados de cerveza, se ha encontrado una
disminucién del 20 al 25 % en la tasa de mortalidad por enfermedad coronaria. Todos
estos beneficios se atribuyen a los nutrientes de las materias primas y a los creados
durante el propio proceso de elaboracién de la cerveza (Cadenas et al., 2021).

Tradicionalmente, la cerveza se prepara a partir de la fermentacion de cereales
malteados (generalmente cebada), ldpulo, levadura y agua, dando como resultado una
bebida alcohdlica con un sabor amargo caracteristico. Sin embargo, la férmula puede
variar segun la regién, adaptandose a las preferencias y necesidades del consumidor. Las
cervezas presentan valores de pH de 2 a 5, el contenido de alcohol (% v/v) es de 2 a 20 %,
la acidez total presenta un méaximo valor de 10 g de acido lactico/L y la acidez volatil debe
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de estar por debajo de 1.2, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (Estados Unidos
Mexicanos. Secretaria de Economia. Direccién General de Normas, 2017). Hoy en dia la
industria busca materias primas que produzcan bebidas con sabores Unicos, al mismo
tiempo que los consumidores buscan opciones de alimentos mas saludables y nutritivos
(PaucarMenacho, 2022). Bajo este contexto el objetivo de este trabajo fue desarrollar
cerveza artesanal de malta de cebada y malta de quinua con fruta deshidratada y evaluar
las propiedades fisicoquimicas.

MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de la investigacidn se realizé en el laboratorio de alimentos del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo
Experimental Zacatecas (22° 54' N, 102° 39’ O), Calera de Victor Rosales, Zacatecas, México,
con una altitud de 2 197 msnm, donde se evaluaron 10 diferentes tratamientos de cerveza
artesanal con diferentes mezclas de malta de cebada-malta de quinua saborizada con o
sin polvo deshidratado de zarzamora (Tabla 1).

TABLA 1. Tratamientos de cerveza artesanal con malta de cebada y malta de quinua
saborizada con o sin polvo deshidratado de zarzamora.

Tratamiento de cerveza artesanal Malta de cebada (%) Malta de quinua (%) Con o sin zarzamora

T 100 0 con
T2 100 0 sin
T3 90 10 con
T4 90 10 sin
T5 80 20 con
T6 80 20 sin
T7 70 30 con
T8 70 30 sin
T9 30 70 con
T10 30 70 sin

Obtencion de la malta de quinua

Los granos de quinua se adquirieron en el mercado local. Se limpiaron de impurezas
(paja) y se lavaron con agua destilada en tres ocasiones; el agua de deshecho se eliminé
con apoyo de un colador. Después, se realiz6 la hidratacién de los granos en una relaciéon
de 1:1.5 (quinua: agua) y se dejaron reposar dentro de la estufa de secado (Fisher Scientific,
Modelo 655G, U.S.A.) por 44 h a 30 °C. Posteriormente, los granos de quinua se colocaron
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en bandejas de acero inoxidable para dejarlos germinar a 22-23 °C por 26 h. Los granos
de quinua se llevaron al secador durante 53 h a 50 °C hasta alcanzar una humedad de
5a7 %y asi proceder con el quebrado del grano. En tanto, la malta de cebada (Canada
Malting Superior Pale Ale), importada y distribuida por BEERMEX, fue adquirida en linea
para el desarrollo del proyecto.

Preparacion de la cerveza artesanal

La preparacién de la cerveza artesanal se realiz6 de acuerdo con el protocolo de DeZelak
et al. (2014). El agua (4 L) se calentd (90 °C) para agregar las diferentes mezclas de las
maltas en una proporcién de 0.65 g de malta/2.5 L agua. La mezcla formada se calentd

a 67 °C por 60 min para formar el mosto. Posteriormente, el mosto se filtrd y se dejé en
maceracion a 80 °C por 90 min. Durante el tiempo de la maceracién, se agregé en dos
partes el lapulo (1 g/L); la primera adicién del ldpulo fue a los 40 min y la segunda adicion
fue a los 65 min. Después con un bafio de agua fria se bajé la temperatura a 23 °C. Se
agrego la bentonita (4 g diluidos en 300 mL del mosto) y también se activ6 la levadura.
Se vertié con mucho cuidado la cerveza en recipientes de vidrio (ocupando la mitad del
recipiente), a los cuales se les acoplé una trampa de aire rustica. Por otro lado, la fruta
deshidratada fue previamente triturada en grandes trozos con ayuda del morteroy se
adicion6 20 g/L a la cerveza. Transcurridos 8 dias de fermentacidn se realizé el trasiego y
se procedi6 al envasado. Previamente al envasado, se prepard una solucién de sacarosa
(4 g/L) que se agregd a la botella de cerveza antes de sellarla.

Propiedades fisicoquimicas en la cerveza

Color. Se coloc6 una muestra de cerveza en una caja Petri, se midid con el colorimetro en
cinco puntos distintos y se reportaron los valores de L, a* y b*.

Antocianinas totales. La cuantificacion de antocianinas totales se realizé segun el
método desarrollado por Abdel-Aal y Hucl (1999). En un tubo Falcon se pesaron 50 mg de
cervezay se agregaron 24 mL de etanol acidificado. La muestra se agité en un vértex a
8000 rpm/30 min. Se determind el pH y de ser necesario se ajusté el pH a1 con HCI 4.0 N.
La muestra se centrifugé a 5000 rpm/15 min. En matraces aforados de 50 mL se recuper6
el sobrenadante y se afor6 con etanol acidificado. Se agit6 vigorosamente y se ley6 en el
espectrofotdmetro a una absorbancia de 535 nm. El contenido de antocianinas totales se
reporté como mg de cianidina 3-glucdsido/L de muestra.

Acidez titulable total (ATT). La cerveza (60 mL) se desgasificé por 5 min. Se agregaron
3 gotas de azul de bromotimol y se tituld con NaOH 0.1 Ny el proceso terminé hasta que
viré a un color azul verde. Los datos se reportaron como acidez total (g de acido lactico/L).

Acidez volatil (AV). Se midieron 10 mL de cerveza desgasificada, 250 mL de agua
destilada y 0.30 mg de 4cido citrico. La muestra se destil6 hasta recolectar 100 mL del
destilado. Al destilado se le agregaron tres gotas de fenolftaleina y se titulé con NaOH
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0.1 N hasta obtener un vire rosa pélido. Se anotaron los mL de NaOH gastados y la acidez
volatil se reporté como g de miliequivalentes de acido lactico/L.

Contenido de alcohol. En un matraz aforado se midieron 250 mL de cerveza (20 °C)

y se vertieron en un matraz bola de 1000 mL. El matraz aforado se lavé tres veces

con 50 mL de agua destilada y en cada lavado, la porcién se agregé al matraz de
destilacion. Después, la cerveza se neutralizé con 10 mL de 6xido de calcio y una gota
de antiespumante. La muestra se colocé en el destilador y el proceso terminé cuando
se recuperaron 200 mL. La muestra se dejé enfriar a 20 °C, se aforé con agua destilada
(20 °C) y se vertié en una probeta de 250 mL. Se colocd el alcoholimetro, se midi6 y se
reportaron los datos como contenido de alcohol en % v/v.

Analisis estadistico

Se realiz6 un disefio completamente al azar. Todos los analisis se realizaron por triplicado, y
los resultados se expresaron como media + desviacién estandar. Los resultados de los analisis
fueron sometidos a un Analisis de Varianza y se realizé la prueba de medias de Tukey con un
nivel de significancia del p < 0.05 (SAS Institute, 2023).

RESULTADOS Y DISCUSION
Color

En la Figura 1 se presentan las diferentes cervezas artesanales de malta de cebada-malta
de quinua. Los tratamientos T1, T3, T5, T7 y T9 presentaron colores més rojizos debido a
la presencia de zarzamora. Las muestras T2, T4, T6, T8 y T10 presentaron colores ambar
debido a que no contienen fruta.

T6 T7 T8 T9 T10

FIGURA 1. Colorimetria en las diferentes cervezas artesanales de malta de cebada-malta
de quinua con o sin zarzamora.
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En la Tabla 2 se aprecia la colorimetria de los diferentes tratamientos de cerveza
artesanal. Los valores de L* fueron mayores en T1 con respecto a T3, T5, T7y T9,
tratamientos que tienen zarzamora. Sin embargo, los valores de luminosidad disminuyen
cuando no se agrega zarzamora a la cerveza; el T2 presenté menores valores de L* con
respecto a T4, T6, T8 y T10. Por lo tanto, T6 y T8 fueron estadisticamente diferentes
(p < 0.05) a los otros tratamientos, mientras que el T3 present6 el valor mas bajo de
luminosidad. Los valores de a* en T1 presentan un color rojizo, el cual se adopta en
mayor proporcién en T3y T5. Este color disminuye en T7y T9, que contienen entre
20y 10 % de malta de quinua con zarzamora, respectivamente. Ademas, los valores
de a* en T2 disminuyen conforme disminuye la concentracién de malta de cebada. El
parametro b* presentd valores positivos en los diferentes tratamientos. El T2, T3y T4
fueron estadisticamente iguales (p < 0.05) con valores mayores al T7, T8 y T10. Asimismo,
los valores de b* incrementan en T3y T5 con respecto al T1, es decir, tornan un color
azulado, el cual disminuye conforme se reduce la cantidad de malta de quinua en T7y T9.
La cerveza de malta de cebada-malta de quinua que no contiene zarzamora disminuye
significativamente (p < 0.05) en los diferentes tratamientos con respecto a T2.

TABLA 2. Colorimetria en las diferentes cervezas artesanales de malta de cebada-malta de
quinua con o sin zarzamora.

Tratamiento [ a* b*
T1 33.6+1.1bc 6.1+ 0.0b 14.5 £ 0.5ab
T2 28.3+1.5cd 7.1+0.2a 14.8 + 0.6ab
T3 33.3+0.4bc 2.3+0.1de 11.1 £ 0.3cde
T4 33.4+1.2bc 2.6+0.3d 11.6 +0.7cd
15 38.5+0.5a 1.9+ 0.2de 9.3+1.0e
T6 30.8+1.0c 1.8+0.2e 10.7 £ 0.5de
T7 39.8+2.3a 3.9+0.5¢ 12.7 £ 0.9bc
T8 289+ 0.4c 6.0+ 0.1b 15.1+0.7a
T9 32.8+2.4c 6.9+0.2a 14.6 + 0.7ab
T10 25.2+1.6d 6.6+ 0.3ab 15.7+0.1a

Los valores promedio en las columnas con letras distintas son estadisticamente diferentes
(p < 0.05) de la prueba de medias de Tukey.

Antocianinas totales

En la Figura 2 se observan los niveles de antocianinas presentes en los diferentes
tratamientos de cerveza. El T1 presentd valores mas altos de antocianinas con respecto
al T3 (90 % de malta de cebada y 10 % de malta de quinua) y T5 (80 % de malta de cebada
y 20 % de malta de quinua); pero el T1 disminuye los valores de antocianinas en T7 y T9,
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es decir en cervezas que presentan mayor concentracion de quinua, 30 y 70 % de quinua,
respectivamente. La misma tendencia la present6 el T2 (17.1 mg de cianidina 3-glucésido/L
de muestra), en relacién con T4, T6, T8 y T10, cervezas sin adicién de zarzamora. Los altos
valores de antocianinas en T2 pueden ser resultado del color puro de la cerveza por su
malta base y por los altos valores de b* (Tabla 2). El contenido de antocianinas en las
diferentes cervezas de malta de cebada-malta de quinua les aporta cierta funcionalidad,
es decir, pueden ser caracterizadas como cervezas funcionales, principalmente en las
elaboradas con 30 % de malta de cebada y 70 % de malta de quinua.

16 bc bc b bc

e de (e
10 €
8 ﬂﬁﬂﬂl
6
T2 T3 T4 T5 T6 T

Antocianinas (mg/L)

C
T1 7 T8 T9 T10
Tratamiento

FIGURA 2. Antocianinas totales (mg de cianidina 3-glucésido/L de muestra) en los
diferentes tratamientos de cerveza artesanal de malta de cebada-malta de quinua con o
sin zarzamora. Letras minusculas diferentes indican diferencia significativa (p < 0.05) en la
prueba de medias de Tukey.

pHy acidez titulable total (ATT)

El pH en las cervezas que incluian zarzamora en la produccion presentd diferencias
significativas (p < 0.05). EI T9 presentd los valores de pH mas bajos, siendo
estadisticamente diferente (p < 0.05) a T1, T3, T5 y T7 (Tabla 3). Asimismo, las cervezas
de malta de cebada-malta de quinua que no contenian zarzamora también presentaron
diferencias significativas (p < 0.05); siendo el T10 el que mostro6 los valores mas bajos de
pH con respecto a T2, T4, T6 y T8 (Tabla 3).

Por otro lado, en la ATT los tratamientos fueron significativamente diferentes
(p<0.05). EIT1, T3, T4, T5, T6, T7 y T9 fueron estadisticamente iguales (p < 0.05); pero
estadisticamente diferentes a T2, a T8 y T10. El valor de ATT aumenta cuando se utiliza
malta de cebada y malta de quinua al 30 y 70 %, respectivamente; esto es en cervezas
con zarzamora. En tanto, las cervezas T2 y T10 que no contenian zarzamora presentaron
la misma tendencia que aquella que incluia zarzamora en la formulacién. Ademas, las
diferentes cervezas de malta de cebada-malta de quinua presentan valores de pH y ATT
dentro del rango marcado por la Norma Oficial Mexicana (Estados Unidos Mexicanos.
Secretaria de Economia. Direccién General de Normas, 2017).
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TABLA 3. pH y acidez titulable total (ATT, expresado en g de acido lactico/L) en las
diferentes cervezas artesanales de malta de cebada-malta de quinua con o sin zarzamora.

Tratamiento Acidez titulable total (g acido lactico/L)
T 3.9+ 0.06ab 0.15+0.01cd
T2 4.2+0.22a 0.22 £ 0.0b
T3 43+0.16a 0.13+0.00cd
T4 3.8+0.16ab 0.11+£0.01d
T5 3.9+0.17ab 0.10 + 0.00d
T6 4.3+0.23a 0.14 +0.02cd
T7 4.4 +0.22a 0.11+£0.01d
T8 3.7+ 0.19bc 0.26 £0.01a
T9 3.3+0.16¢ 0.11+£0.01d

T10 2.4 +0.09d 0.17 £ 0.01c

Los valores promedio en las columnas con letras distintas son estadisticamente diferentes
(p < 0.05) de la prueba de medias de Tukey.

Acidez volatil (AV)

La AV present6 valores de 0.11 £ 0.001 a 0.47 £ 0.001 g de miliequivalentes de acido
lactico/L (Figura 3). Los diferentes tratamientos presentaron diferencias significativas
(p < 0.05). En cervezas con sabor a zarzamora el T1 incrementd los valores de AV en T3
(malta de cebada-malta de quinua, 90-10 %) y en T9 (malta de cebada-malta de quinua,
70-30 %), pero disminuyd significativamente (p < 0.05) en T5 (malta de cebada-malta
de quinua, 80-20 %) y T7 (malta de cebada-malta de quinua, 70-30 %). Las cervezas

sin zarzamora presentaron valores altos de AV en T2 (malta de cebada, 100 %) y la AV
disminuyd significativamente (p < 0.05) en T4 (malta de cebada-malta de quinua, 90-10 %).
Ademas, los valores de AV incrementaron cuando la concentracion de malta de cebada
disminuyd'y, a su vez, incrementd la concentracién de malta de quinua en T6, T8 y

T10. Los valores de AV en las diferentes cervezas de malta de cebada-malta de quinua
permiten una mayor conservacion y un mejor equilibrio de las bebidas.
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FIGURA 3. Acidez volatil (AV, g de miliequivalentes de acido lactico/L) en los diferentes
tratamientos de cerveza artesanal de malta de cebada-malta de quinua con o sin
zarzamora. Letras minusculas diferentes indican diferencia significativa (p < 0.05) en la
prueba de medias de Tukey.

Alcohol

En la Figura 4 se pueden apreciar valores de 4.0 a 7.1 % v/v de alcohol en las diferentes
cervezas artesanales. La cerveza con adicién de zarzamora (T1) y la cerveza sin zarzamora
(T4) fueron las que presentaron mayor contenido de alcohol. Es decir, las cervezas que
presentaron mayor contenido de malta de cebada fueron las que presentaron el mayor
contenido alcohdlico y fueron estadisticamente iguales (p < 0.05) entre si. Asimismo, las
cervezas que presentaron menor contenido de alcohol fueron la T2 (con zarzamora), T3,
T5y T9; las cuales no contenian zarzamora afiadida y fueron estadisticamente iguales

(p < 0.05) al resto de los tratamientos. El contenido de alcohol puede aportar una

mayor estabilidad en el almacenamiento y mayor maduracién de aromas y sabores
sensorialmente, aportando un mejor cuerpo a la cerveza.
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FIGURA 4. Contenido de alcohol (% v/v) en los diferentes tratamientos de cerveza artesanal
de malta de cebada-malta de quinua con o sin zarzamora. Letras minusculas diferentes
indican diferencia significativa (p < 0.05) en la prueba de medias de Tukey.
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CONCLUSIONES

Se mostraron cambios significativos en los pardmetros de color debido al efecto de

la adicién de zarzamora deshidratada, proporcionando a la cerveza un tono mas

rojizo o ambar (dependiendo de si presenta o no zarzamora). Asimismo, las diferentes
concentraciones y mezclas de malta de cebada y malta de quinua son una alternativa
para la produccién de cerveza artesanal con un enfoque funcional, por su contenido en
antocianinas. La cerveza artesanal de malta de cebada-malta de quinua con polvo de
zarzamora deshidratada presentd una excelente calidad fisicoquimica (pH, acidez titulable
total, acidez volatil y contenido de alcohol) de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana;

lo cual le permite tener un mejor y mayor cuerpo. Ademas, el proceso de la cerveza
artesanal de malta de cebada-malta de quinua (70-30 y 30-70 %) puede ser una alternativa
comercial por sus propiedades fisicoquimicas.
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RESUMEN

Las drogas vegetales son ampliamente utilizadas con fines medicinales, pero su calidad
puede verse comprometida por adulteraciones y deficiencias en los procesos de control.
En Uruguay, los andlisis botanicos sobre estos productos siguen siendo escasos, a

pesar de su creciente demanda. Este trabajo evalud la calidad boténica de 42 muestras
de drogas vegetales empleadas por empresas y laboratorios locales, previo a su
comercializacién. Las muestras fueron analizadas mediante caracterizacién organoléptica,
analisis macroscdpico y microscopico, conforme a los criterios establecidos en el Decreto
289/018 del Ministerio de Salud Publica de Uruguay. Se determiné que el 69 % de las
muestras correspondié a materiales de calidad aceptable. Las principales causas de no
conformidad fueron la presencia de érganos vegetales que no forman parte de la droga
vegetal, la presencia de hongos, insectos o material inorganico, y el uso de especies
incorrectas. Ademas, se analizaron en detalle casos de adulteraciones entre especies
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botanicamente relacionadas, particularmente en drogas de las familias Apiaceae,
Malvaceae y Asteraceae, seleccionados por su recurrencia en muestras comerciales
evaluadas en afios anteriores. Los resultados destacan la necesidad de fortalecer los
controles de calidad botanica en la comercializacién de drogas vegetales en el pais para
garantizar su autenticidad, eficacia y seguridad.

Palabras clave: autenticacién botanica, normativa sanitaria, control de adulteraciones,
caracteres morfoanatdmicos, analisis de drogas vegetales.

ABSTRACT

Herbal drugs are widely used for medicinal purposes, but their quality can be
compromised by adulterations and deficiencies in control processes. In Uruguay,
botanical analyses of these products remain scarce despite their growing demand. This
study evaluated the botanical quality of 42 herbal drug samples used by local companies
and laboratories prior to commercialization. The samples were analyzed through
organoleptic characterization, macroscopic and microscopic examination, following the
criteria established in Decree 289/018 of the Uruguayan Ministry of Public Health. It was
determined that 69 % of the samples corresponded to materials of acceptable quality.
The main causes of non-compliance were the presence of plant organs that are not part
of the herbal drug, the presence of fungi, insects or inorganic material, and the use of
incorrect species. In addition, cases of adulteration involving botanically related species
were analyzed in detail, particularly in drugs from the families Apiaceae, Malvaceae and
Asteraceae, selected for their recurrence in commercial samples evaluated in previous
years. The results highlight the need to strengthen botanical quality controls in the
marketing of herbal drugs in the country to ensure their authenticity, efficacy, and safety.
Keywords: botanical authentication, sanitary regulations, adulteration control,
morpho-anatomical characters, analysis of herbal drugs.

RESUMO

As drogas vegetais sdo amplamente utilizadas com fins medicinais, mas sua qualidade pode
ser comprometida por adultera¢bes e deficiéncias nos processos de controle. No Uruguai,
as analises botanicas desses produtos ainda sdo escassas, apesar da crescente demanda.
Este trabalho avaliou a qualidade botanica de 42 amostras de drogas vegetais utilizadas por
empresas e laboratdrios locais antes de sua comercializacdo. As amostras foram analisadas
por meio de caracterizagdo organoléptica, analise macroscépica e microscépica, conforme
os critérios estabelecidos no Decreto 289/018 do Ministério da Saude Publica do Uruguai.
Determinou-se que 69 % das amostras correspondiam a materiais de qualidade aceitavel.
As principais causas de ndo conformidade foram a presenca de 6rgdos vegetais que nao
fazem parte da droga vegetal, a presenca de fungos, insetos ou material inorganico, e o
uso de espécies incorretas. Além disso, foram analisados em detalhe casos de adultera¢bes
entre espécies botanicas relacionadas, particularmente em drogas das familias Apiaceae,
Malvaceae e Asteraceae, selecionadas por sua recorréncia em amostras comerciais
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avaliadas em anos anteriores. Os resultados destacam a necessidade de fortalecer os
controles de qualidade botanica na comercializa¢do de drogas vegetais no pais para garantir
sua autenticidade, eficacia e seguranca.

Palavras-chave: autenticacdo botanica, requlamentagdo sanitdria, controle de
adulteragdes, caracteres morfoanatdémicos, analise de drogas vegetais.

INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales ha sido una practica ancestral en diversas culturas,
constituyendo la base de la medicina tradicional (Petrovska, 2012). La medicina tradicional
es entendida como el conjunto de saberes y practicas sanitarias transmitido por las
comunidades, centrado en el uso de recursos naturales para el cuidado de la salud
(Organizacion Mundial de la Salud, 2002). En Uruguay es mas frecuente, sin embargo,

el uso del término “medicina popular” debido a que la identidad cultural del pais se
construyd a partir de la fusién de distintas tradiciones, sin una referencia Unica a un
sistema médico ancestral. En este contexto, el empleo de plantas medicinales representa
la forma mas extendida de estas practicas (Tabakian, 2017).

Alo largo de la historia, la relevancia que se le ha dado a las plantas en el tratamiento
de dolencias ha fluctuado, pero en las Ultimas décadas se observé un incremento en
su consumo a nivel global, impulsado por la revalorizacién de la medicina natural
(Cafiigueral et al., 2003). No obstante, este crecimiento ha estado acompafiado de
deficiencias en los mecanismos de regulacién y control, lo que plantea desafios para
garantizar la calidad y seguridad de las drogas vegetales (Cuassolo et al., 2010). A pesar
de estas limitaciones, las plantas medicinales contindan desempefiando un papel
fundamental en la medicina popular, especialmente en el tratamiento de dolencias de
manejo doméstico, con una mayor preponderancia en dreas rurales (Cuassolo et al., 2010;
Tabakian, 2017).

En nuestro pais, entre las principales plantas medicinales comercializadas se destacan
la marcela (Achyrocline saturejoides (Lam.) DC., Asteraceae), la carqueja (Baccharis trimera
(Less.) DC., Asteraceae), el cedron (Aloysia citrodora Paldu, Verbenaceae) y la menta
(Mentha % piperita L., Lamiaceae). Estas especies se utilizan principalmente para tratar
afecciones digestivas, respiratorias, inflamatorias y del sistema nervioso, y se encuentran
comunmente en herboristerias, ferias y mercados, formando parte del acervo de la
medicina tradicional del pais (Tabakian, 2019).

La ciencia contemporanea ha incorporado muchos principios activos de origen vegetal
en la medicina moderna (Petrovska, 2012). En este contexto, la Organizaciéon Mundial de
la Salud (OMS) ha reconocido la necesidad de integrar los conocimientos y recursos de la
medicina tradicional en los sistemas de salud publica (Organizacién Mundial de la Salud,
2002). Sin embargo, para alcanzar este objetivo es esencial contar con profesionales
capacitados en el cultivo, recoleccién, procesamiento y control de plantas medicinales con
el fin de asegurar la calidad de los productos fitoterapéuticos (Jiménez, 1992).

El registro de los conocimientos populares sobre el uso de las plantas (etnobotanica) y
la determinacién de identidad y de pureza de los materiales vegetales (botanica aplicada)
son herramientas claves para garantizar la calidad y seguridad de las drogas vegetales
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disponibles para la poblacién (Pochettino et al., 2008). Se considera que una droga vegetal
es de mala calidad botanica cuando presenta un elevado porcentaje de materia extrafia
(adulterantes), es decir, elementos que no forman parte de la droga vegetal definida,
como fragmentos de otras especies, estructuras vegetales no autorizadas, insectos, tierra
0 materiales sintéticos (Organizacién Mundial de la Salud, 2011).

Se ha demostrado que tanto en Uruguay como en otros paises de la regiéon muchas
de las plantas medicinales comercializadas incumplen con las normativas de salud,
registrandose una alta proporcién de muestras con este tipo de adulteraciones (Acosta
et al., 2017; Cuassolo et al., 2010; Figliolo et al., 2023; Madrigal-de la Selva et al., 2019;
Pochettino et al., 2008). A pesar de la importancia de realizar controles sistematicos, en
Uruguay son escasos los estudios que han evaluado la calidad botanica de las drogas
vegetales comercializadas (Figliolo et al., 2023).

En Uruguay, el Decreto N.° 403/016 regula desde el afio 2016 el registro y la
comercializacién de hierbas medicinales y drogas vegetales (Uruguay, 2016). En su Anexo
I, este decreto establece que los andlisis de calidad deben basarse en monografias
y fuentes reconocidas internacionalmente, entre las que se incluyen la Farmacopea
Europea, la Farmacopea Argentina, la Farmacopea Brasilefia, asi como otras referencias
técnicas como las monografias de la OMS. Segun el Ministerio de Salud Publica de
Uruguay (MSP), el contenido de materia extrafia en una droga vegetal no debe superar el
2 % masa/masa (Uruguay, 2018). Esta materia extrafia se clasifica en tres categorias: (a)
partes de la misma planta no especificadas en la monografia de referencia o que superan
los limites establecidos; (b) elementos vegetales ajenos a la especie definida como droga
vegetal; y (c) impurezas de origen mineral o contaminantes no relacionados (Organizacién
Mundial de la Salud, 2011). Entre las adulteraciones mas frecuentes reportadas se
encuentran fragmentos de otras plantas (como hojas de Poaceae), estructuras vegetales
no constitutivas de la droga, insectos, tierra, plastico y moho (Acosta et al., 2017; Cuassolo
et al., 2010; Figliolo et al., 2023; Madrigal-de la Selva et al., 2019; Turano y Cambi, 2009).

El Laboratorio de Botanica de la Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica
(Labot, Udelar) realiza de manera rutinaria la identificacion botanica y evaluacion de la
calidad de drogas vegetales, a solicitud de diversas empresas. Las muestras analizadas
corresponden, en su mayoria, a fragmentos de plantas utilizadas para infusiones, las
cuales pueden incluir diferentes érganos y estructuras tales como tallos, raices, hojas,
flores, inflorescencias, frutos y semillas. Entre los diferentes tipos de adulteraciones,
aquellas que involucran especies del mismo género o familia que la declarada en
la droga vegetal, resultan particularmente dificiles de detectar debido a la similitud
morfoanatdmica entre los taxones implicados (Figliolo et al., 2023; Molinelli et al., 2014).
En la experiencia del Labot (Udelar) este tipo de adulteraciones ha sido frecuentemente
observado en los ultimos diez afios, especialmente en ciertas familias como Apiaceae,
Malvaceae y Asteraceae.

Por ese motivo, para este trabajo se seleccionaron algunos casos representativos,
que se analizaron en detalle con el objetivo de caracterizar los elementos diagndsticos
necesarios para su correcta identificacion, lo cual podria contribuir a mejorar los criterios
de control de calidad en el pais. Asi, este estudio tiene como objetivo principal determinar
la calidad botanica de las drogas vegetales utilizadas por empresas y laboratorios
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de Uruguay durante 2023, enfocandose particularmente en las adulteraciones mas
frecuentes encontradas en estos productos.

MATERIALES Y METODOS
Muestras analizadas

Las muestras procedieron de seis empresas en el ramo de alimentos y medicamentos
con domicilio en Montevideo, Uruguay. Fueron entregadas como materia prima o

como material ya envasado pronto para el consumo. Para su analisis, se siguid la
metodologia sugerida en el Decreto 289/018 del MSP (Uruguay, 2018). Se realizé el
cuarteo de las muestras para proceder con el analisis organoléptico, macroscépico y
microscépico. Todos los materiales fueron pesados en su totalidad utilizando una balanza
digital RADWAG modelo WTC 200, con una sensibilidad de 0,001 g. Posteriormente, los
elementos extrafios separados fueron pesados con la misma balanza, registrandose su
masa en gramos.

Caracterizacion organoléptica y macroscépica

En el caso de muestras simples (es decir, aquellas correspondientes a una Unica especie
vegetal), el analisis se inicid con la caracterizacién organoléptica de los fragmentos,
evaluando atributos como el color, la consistencia y el olor (Organizacién Mundial de
la Salud, 2011). A continuacion, se procedid a la separacion de fragmentos que por sus
caracteres morfoanatédmicos podrian corresponder a la droga vegetal, utilizando una
lupa estereoscdpica (Bausch & Lomb, 10x a 30x). Paralelamente, se aislaron aquellos
fragmentos que presentaban caracteristicas no compatibles con la droga, tales como
estructuras vegetales ajenas, insectos, hongos, plasticos u otros contaminantes visibles,
los cuales fueron considerados posibles adulterantes.

Para las muestras complejas (mezclas que contenian mds de una especie vegetal),
se realizo la separacion de los distintos fragmentos utilizando también una lupa
estereoscopica (Bausch & Lomb, 10x a 30x), con el fin de analizarlos individualmente. Los
materiales vegetales fueron diferenciados en funcién de atributos morfolégicos como
forma, color, tamafio, pilosidad y brillo, entre otros. Los fragmentos considerados como
posibles adulterantes fueron igualmente aislados. El analisis se realizé sobre las muestras
tal como fueron entregadas, y los elementos considerados adulterantes se registraron
para la muestra comercial, sin asociarlos necesariamente a una de las especies declaradas
para la mezcla.

Analisis microscopico

Para la observacién de caracteres superficiales (tricomas, estomas, papilas) se realizaron
diafanizados, utilizando lactofenol como agente aclarante. La solucion de lactofenol

se prepard siguiendo el procedimiento de D’Ambrogio de Argueso (1986). Para la
observacion de la anatomia interna de estructuras vegetales (tejidos conductores,
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estructuras secretoras internas, idioblastos) se realizaron cortes transversales y
paradermales a mano alzada. Las secciones vegetales se colocaron en portaobjetos,
utilizando lactofenol o agua como medio de montaje, y se cubrieron con cubreobjetos.
Todos los preparados se observaron en microscopio 6ptico (Nikon, modelo Eclipse Si RS
trinocular, aumentos x4, 10, 40 y 60), acoplado a un kit de polarizacién simple y a una
camara digital en color para microscopia (AmScope, modelo MU-853B). Las micrografias
obtenidas fueron procesadas utilizando el software AmScope, proporcionado por el
mismo fabricante.

La identificacion se realizé utilizando monografias de referencia (por ejemplo,
Cafiigueral et al., 1998), patrones aportados por las empresas solicitantes del analisis
y materiales de referencia disponibles en el Labot (catalogo de muestras previamente
identificadas por investigadores del laboratorio).

Asignacion de la calidad de las muestras y registro

Para determinar la calidad boténica de las muestras, se tomé como referencia el Decreto
289/018 del MSP, que establece que el porcentaje de elementos extrafios no debe ser
superior al 2 % de la masa muestreada, salvo indicacién contraria (Organizaciéon Mundial
de la Salud, 2011). En este estudio, se consider6 que una muestra era de calidad aceptable
cuando el contenido de elementos extrafios era igual o inferior al 2 % en masa. Las
muestras con un contenido superior fueron clasificadas como no aceptables. No se
establecieron subcategorias adicionales de calidad.

Se elaboro el Registro de Asesoramientos, en el cual se documentd cada muestra
analizada registrando: nimero de muestra, empresa solicitante, origen de la muestra y
resultado del analisis, indicando estado de la muestra, calidad y presencia de adulterantes
en los casos en que correspondiera. Ademas, para aquellas muestras que el resultado
del andlisis no fue aceptable, se analizaron las causas, estableciéndose 6 categorias para
contabilizarlas: 1) adulteracién con la misma especie, 2) adulteracion con otra especie, 3)
adulteracion con la misma especie y adulteracidn con otra especie simultaneamente, 4)
presencia de insectos, hongos, gramineas o material inorganico, 5) adulteracién con
la misma especie y presencia de insectos, hongos, gramineas o material inorganico
simultaneamente, y 6) especie incorrecta. La organizacién y el procesamiento de estos
datos se llevaron a cabo mediante planillas electrénicas.

Adulteraciones con otras especies con
caracteres morfoanatémicos similares

Los casos donde se detectaron adulteraciones con otras especies que presentaban
caracteres morfoanatémicos similares a los de la especie declarada en la droga vegetal
fueron objeto de un andlisis mas detallado. Este tipo de adulteracién suele ocurrir
cuando el adulterante comparte unidades de clasificacion (como familia o género) con
la especie declarada, lo cual dificulta su diferenciacién, especialmente en materiales
fragmentados. Se seleccionaron para este trabajo aquellas adulteraciones que, segun la
experiencia acumulada en el laboratorio durante los Ultimos diez afios, se presentan con
mayor frecuencia en muestras comerciales. En particular, se analizaron adulteraciones
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entre las siguientes especies: 1) anis (Pimpinella anisum L., Apiaceae) e hinojo (Foeniculum
vulgare Mill., Apiaceae); 2) especies de tilos (Tilia sp., Malvaceae); 3) manzanilla (Matricaria
chamomilla L., Asteraceae) y marcela (Achyrocline saturejoides (Lam.) DC., Asteraceae).

Las muestras de hojas de Tilia cordata Mill. (Malvaceae), utilizadas para mostrar las
diferencias anatémicas con las otras especies de Tilia, se obtuvieron del catalogo de
patrones del Labot. En particular se eligié a Tilia cordata como patrén por ser una de las
especies aceptadas por la Farmacopea Europea.

RESULTADOS Y DISCUSION
Frecuencia de analisis de drogas vegetales

Durante el afio 2023 se recibieron 42 solicitudes de analisis de drogas vegetales,
correspondientes a 41 muestras simples y una mezcla compuesta por 8 especies distintas.
Del total de drogas vegetales analizadas, las hojas de menta (Mentha x piperita L.,
Lamiaceae) fueron las mas frecuentes, con 8 muestras recibidas (18 %), sequidas por los
capitulos florales de manzanilla (Matricaria chamomilla L., Asteraceae), con 7 muestras
(16 %), y las hojas de té (Camellia sinensis (L.) Kuntze, Teaceae), con cuatro muestras (9 %)
(Figura 1). El restante 57 % de los materiales analizados correspondid a 17 especies, de las
cuales se recibieron tres muestras en cuatro especies, dos muestras en cuatro especies y
una muestra en nueve especies.

En el caso del té, se analizaron conjuntamente hojas sometidas a distintos procesos
de oxidacion y estacionamiento, correspondientes a té verde, té negro y té rojo. La Unica
muestra considerada de calidad no aceptable, correspondiente a té negro, presentd una
elevada proporcion de tallos. Tanto el té negro como el té rojo se someten a procesos
de oxidaciéon més prolongados que el té verde (Valenzuela, 2004), lo que podria explicar
una mayor proporcion de tallos en estos tipos. Durante el procesamiento, la oxidacién
avanzada tiende a reducir el volumen del material vegetal asociado a las partes mas
blandas de las hojas, lo que resulta en una representacion relativamente mayor de
estructuras mas resistentes, como los tallos.
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Cantidad de muestras recibidas

Tilo (Tilia sp.)

Menta (Mentha x piperita)
Manzanilla (Matricaria chamomilla)
Té (Camellia sinensis)

Boldo (Peumus boldus)

Cedrdn (Aloysia citrodora)

Yerba mate (Ilex paraguariensis)
Marcela (Achyrocline saturejoides)
Poleo (Lippia turbinata)

Almidén de maiz (Zea mays)

Anis (Pimpinella anisum)

Melisa (Melissa officinalis)
Equinacea (Echinacea purpurea)
Alcachofa (Cynara cardunculus)
Ginkgo (Ginkgo biloba)

Hinojo (Foeniculum vulgare)
Salvia (Salvia officinalis)

Romero (Rosmarinus officinalis)
Anis estrellado (Illicium verum)
Menta blanca (Mentha spicata)

Especies analizadas

FIGURA 1. Frecuencia de andlisis de drogas vegetales en 2023: cantidad de muestras
analizadas en funcion de la especie a la que corresponden.

Calidad de las muestras

Se determiné que la mayor proporcién de muestras de calidad aceptable fueron de las
siguientes drogas vegetales: hojas de boldo (Peumus boldus Molina, Monimiaceae), hojas
de cedron (Aloysia citrodora Paldu, Verbenaceae) y hojas de yerba mate (Ilex paraguariensis
A. St.-Hil., Aquifoliaceae). En los tres casos, la totalidad de las muestras analizadas (n = 3
para cada especie) presentaron un contenido de elementos extrafios igual o inferior al

2 % en masa, por lo cual fueron clasificadas como de calidad aceptable.

Para las siguientes drogas vegetales: inflorescencias de tilo (Tilia sp., Malvaceae, n = 3)
y capitulos florales de marcela (Achyrocline saturejoides (Lam.) DC., Asteraceae, n = 2),
ninguna de las muestras recibidas fue de calidad aceptable.

En el caso del tilo, ninguna de las especies identificadas en las muestras coincidié con
las especies reconocidas como medicinales en las farmacopeas. Segun la Farmacopea
Europea, las especies de tilo medicinales son: Tilia cordata Mill., Tilia platyphyllos Scop.,
Tilia x vulgaris Hayne y sus hibridos interespecificos (Agencia Europea de Medicamentos,
2012). Esta adulteracién podria estar relacionada con las dificultades que enfrentan
algunas empresas locales para acceder o importar material vegetal perteneciente a las
especies reconocidas como medicinales, recurriendo en su lugar a especies ornamentales
disponibles en el mercado regional.

La identificacion botanica de las muestras de Tilia se basé en el andlisis de fragmentos
de hojas nomdfilas presentes entre las inflorescencias, utilizando claves dicotémicas
especificas para el género (Parodi et al., 1959). Si bien las hojas nomdfilas se consideran
un adulterante en la droga vegetal del tilo, su presencia en las muestras es frecuente
y sus caracteres anatémicos resultan Utiles para la diferenciacién de especies dentro
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del género. En uno de los casos, la especie identificada fue Tilia tomentosa Moench,
coincidiendo con la especie declarada por la empresa solicitante del analisis (aunque no
es reconocida como medicinal en farmacopeas). En los dos casos restantes, las empresas
declararon Unicamente “tilo” sin especificar la especie. Los analisis permitieron identificar
una mezcla de Tilia tomentosa y Tilia x viridis (Bayer) Simonk. notosubsp. moltkei (Dippel)
Xifreda, hibrido ornamental cominmente cultivado en espacios publicos de Argentina,
pais desde donde se importaron todas las muestras. Esta Ultima entidad, antiguamente
conocida como Tilia moltkei “Spath ex Schneider”, fue identificada en base a caracteres
anatémicos de las hojas nomdfilas y a la terminologia taxonédmica actualizada (Xifreda,
1998; Argentina, s.d.).

En el caso de la marcela (Achyrocline saturejoides), la principal causa por la que las
muestras no fueron consideradas de calidad aceptable fue la presencia de una alta
proporcion de tallos, partes que no corresponden a la droga vegetal definida para esta
especie. Esta situacion podria explicarse por la ausencia de un proceso de separacién
manual de los capitulos florales respecto a otras partes aéreas de la planta antes de la
molienda, posiblemente asociado al mayor costo operativo de dicha practica.

En el caso de otras drogas vegetales, como las hojas de menta (Mentha x piperita) y los
capitulos florales de manzanilla (Matricaria chamomilla), también se registraron tres muestras
de calidad no aceptable para cada una. Sin embargo, estas representan Unicamente el 38 %
del total de muestras analizadas de mentay el 43 % en el caso de la manzanilla.

De las 42 muestras analizadas, el 69 % fueron clasificadas como de calidad aceptable.
La causa mas frecuente de no conformidad fue la adulteracion con estructuras vegetales
de la misma especie que no forman parte de la droga vegetal, como tallos u hojas
nomdfilas (Figura 2). Este tipo de adulteracidn se registr6 en el 60 % de las muestras
no aceptables, pudiendo estar presente de forma exclusiva o junto con otros tipos de
adulterantes. En orden decreciente, las causas mas frecuentes de adulteracién fueron: (1)
estructuras vegetales de la misma especie no pertenecientes a la droga vegetal definida,
(2) esta misma adulteracién combinada con la presencia de insectos, hongos, gramineas
0 material inorganico, y (3) el uso de especies incorrectas. Esta distribucién se presenta
en la Figura 2, donde se grafican las categorias de causas de mala calidad de las muestras
segun su proporcion relativa.

La alta frecuencia de la primera categoria podria explicarse por las dificultades
logisticas en el manejo poscosecha de las plantas recolectadas, que muchas veces
impiden separar eficientemente los 6rganos deseados, y por el interés en reducir los
costos asociados al procesamiento. Ademas, debe considerarse que la mayoria de las
drogas vegetales se comercializan fragmentadas, lo cual dificulta la deteccién visual de
partes no constitutivas de la droga cuando se encuentran en proporciones reducidas,
aunque superiores al umbral del 2 %. Este hallazgo coincide con lo reportado por Figliolo
et al. (2023), quienes identificaron este tipo de adulteracién como el principal problema
de calidad boténica. Por su parte, otros estudios han sefialado que las adulteraciones mas
comunes en plantas medicinales incluyen la presencia de materiales inorganicos, insectos,
y estructuras pertenecientes a especies vegetales diferentes (Acosta et al., 2017; Cuassolo
et al., 2010; Madrigal-de la Selva et al., 2019; Turano y Cambi, 2009).
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7%

33% 13%

20%

20%

Adulteracién con la misma especie
Especie incorrecta

Adulteracién con la misma especie
y presencia de insectos/hongos/gramineas/material inorganico

Presencia de insectos/hongos/gramineas/material inorganico
Adulteracién con otra especie
mmm Adulteracién con la misma especie y adulteracion con otra especie

FIGURA 2. Causas de muestras no aceptables.

Casos de adulteracién con otra especie
de caracteres morfoanatomicos similares

Anis e hinojo

Tanto para el hinojo (Foeniculum vulgare Mill., Apiaceae) como para el anis (Pimpinella
anisum L., Apiaceae), la droga vegetal corresponde a los frutos, los cuales son
esquizocarpos formados por dos mericarpos (Cafiigueral et al., 1998). Los esquizocarpos
del hinojo son de una longitud aproximada de 3,0 a 12 mm, con un color que va desde
verde amarillento hasta amarillo-parduzco. Carecen de pubescencia y presentan costillas
prominentes (Cafiigueral et al., 1998). En el caso del anis, los esquizocarpos miden
aproximadamente 2,5 a 3,0 mm de largo, tienen una forma piriforme invertida y un color
que varia de gris verdoso a pardo-grisaceo. Son finamente pubescentes, ligeramente
comprimidos lateralmente y presentan finas costillas (Cafligueral et al., 1998). Al comparar
ambas especies, los frutos enteros pueden diferenciarse macroscépicamente por su
forma, tamafio y color.

Para la identificacién botanica de los frutos fragmentados de hinojo y anis, se
observaron diferencias en la anatomia del epicarpo y del mesocarpo, particularmente
en la disposicién y el tamafio de las vitas y costillas. En las secciones transversales
de los frutos de hinojo se observaron dos mericarpos, cada uno con un epicarpo
compuesto por una epidermis externa glabra, y un mesocarpo que presentaba cinco
costillas prominentes y seis vitas de gran tamafio (Figura 3A), en concordancia con
las descripciones de Bercu y Broasca (2012) y Kljuykov et al. (2021). En las secciones
transversales de los frutos de anis (Figuras 3By 3C), también se identificaron dos
mericarpos, con un epicarpo que presentaba una epidermis externa provista de
numerosas papilas y pelos no glandulares, cortos y unicelulares. El mesocarpo contenia
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multiples vitas y costillas de menor tamafio que el hinojo, tal como fue descrito por Bercu
y Broasca (2012) y Kljuykov et al. (2021).

A

FIGURA 3. A) Corte transversal de uno de los mericarpos del fruto de Foeniculum vulgare.
Se observan seis vitas grandes y elipticas entre las costillas. B) Corte transversal de uno
de los mericarpos del fruto de Pimpinella anisum. Se observan numerosas vitas en la
parte dorsal del mesocarpo. C) Detalle de los tricomas no glandulares en el epicarpo de
Pimpinella anisum; co: costilla, tr: tricomas de recubrimiento, v: vita.

Tilo

Se determiné que ninguna de las muestras de tilo analizadas correspondia con
las especies de Tilia reconocidas por las farmacopeas. El analisis de los caracteres
superficiales de las hojas de Tilia permite diferenciar entre las distintas especies
del género (Parodi et al., 1959; Ramirez-Diaz et al., 2024; Strelnikov y Girdal, 2024).
Las hojas nomdfilas no son parte de la droga vegetal, pero aportan informacion valiosa
en la determinacién de la especie. En una de las muestras la especie identificada fue
Tilia tomentosa, mientras que en los dos casos restantes se determiné que las muestras
eran una mezcla de Tilia tomentosa y Tilia x viridis notosubsp. moltkei. Ninguna de estas
especies es reconocida como medicinal por las monografias de referencia para especies
medicinales de Tilia (Agencia Europea de Medicamentos, 2012; Cafiigueral et al., 1998).
En particular, para Tilia tomentosa hay recomendaciones de no utilizar sus inflorescencias
en medicina humana (Parodi et al., 1959), y sin embargo es una especie muy usada de
forma popular como planta medicinal (Mitrovi¢ et al., 2023; Paniagua-Zambrana et al.,
2024; Strelnikov y Gurdal, 2024).

En el envés de las hojas nomdfilas de Tilia tomentosa se observaron tricomas
estrellados pluricelulares de varias ramas en una alta densidad, dispersos por toda
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la epidermis (Figura 4A). Para Tilia X viridis notosubsp. moltkei también se registraron
tricomas estrellados en el envés de las hojas noméfilas; sin embargo, su distribucién se
encontré restringida a las regiones de la epidermis que se ubican sobre las nervaduras
(Figura 4B y 4C). Las imagenes correspondientes a estas tres muestras fueron tomadas a
partir del material analizado en este estudio. En el caso de Tilia cordata, no se observaron
tricomas estrellados en el envés de las hojas noméfilas (Figura 4D); esta microfotografia
se obtuvo a partir de una muestra patron, previamente identificada y conservada como
material de referencia en el laboratorio.

FIGURA 4. Micrografias del envés de las hojas nomdfilas de: A) Tilia tomentosa,
B) y C) Para Tilia X viridis notosubsp. moltkei, D) Tilia cordata. te: tricoma estrellado.

Marcela y manzanilla

En muestras de marcela (Achyrocline saturejoides) se encontraron fragmentos de
inflorescencias correspondientes a manzanilla (Matricaria chamomilla), evidenciando una
adulteracion. Esta se determind mediante el andlisis comparativo de las caracteristicas
morfoanatdmicas de las estructuras florales de ambas especies. En la marcela se
observaron filarias (bracteas presentes en los capitulos florales) lanceoladas, de

entre 2,0 y 5,5 mm de longitud, dpice obtuso, margen entero, y base densamente
cubierta por numerosos tricomas de recubrimiento flageliformes, ademas de escasos
tricomas glandulares pluricelulares biseriados (Figura 5A y Figura 6), coincidiendo

con la descripcién de Gattuso et al. (2008) y de Giangualani (1976). En contraste, la
manzanilla presentd filarias oblongas, de entre 1,5y 3,0 mm de longitud, con la zona
central engrosada, apice obtuso, margen entero y la base desprovista de tricomas de
recubrimiento (Figura 5B), en concordancia con lo reportado por Amat (1982). Asimismo,
se detectaron en las muestras de marcela flores tubulosas hermafroditas, de color
amarillo y limbo campanulado, caracteristicas de M. chamomilla (Figura 7).
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FIGURA 7. Flor tubulosa de Matricaria chamomilla.
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CONCLUSIONES

Este estudio permitié recopilar y analizar informacién sobre las drogas vegetales
registradas en Uruguay ante el MSP. Los resultados revelan que un porcentaje
considerable de las muestras analizadas (31 %) no cumple con los criterios de calidad
boténica establecidos en las normas de referencia, lo que evidencia la necesidad de
revisar y actualizar la normativa vigente.

Se destaca la relevancia de evaluar la calidad de las drogas vegetales comercializadas
en el pais, dado que este tipo de andlisis es esencial no solo para asegurar el
cumplimiento regulatorio, sino también para proteger la salud publica, garantizar la
eficacia terapéutica de los productos y fomentar practicas sostenibles en la industria
farmacéutica. La presencia de adulteraciones compromete la calidad y la efectividad de
los tratamientos, y puede exponer a los consumidores a sustancias no identificadas o
potencialmente peligrosas.

En este contexto, se entiende que resulta necesario fortalecer los mecanismos de
control de calidad y regulacion, con el fin de asegurar la autenticidad, seguridad y eficacia
de las drogas vegetales disponibles en el mercado.
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RESUMEN

Este trabajo caracteriza los niveles de inventario, concentracién y distribucion vertical

de "¥Cs y '°Pb, en suelos de referencia en Uruguay para establecer una linea base que
soporte futuras investigaciones sobre erosion y vigilancia radiolégica. Se estudiaron siete
sitios distribuidos desde el sur (Colonia) hasta el norte (Rivera), cubriendo un gradiente
climético representativo. Los inventarios de ™Cs resultaron homogéneos espacialmente
(357,8 a 365,4 Bq.m™), mostrando una alta concordancia con registros histéricos de
deposicién atmosférica en Buenos Aires, lo que valida estos datos como referencia
regional. Por el contrario, los inventarios de #'°Pbe, (3973 a 8428 Bq.m™ en los primeros

15 cm) presentaron una fuerte correlacién positiva con la precipitacion media anual
(R?=0,92, p = 0,01). Se concluye que los inventarios de "*’Cs pueden considerarse estables
y adecuados como referencia general para estudios de erosién, mientras que para 2'°Pbe,
debido a su sensibilidad ambiental, es necesario determinar referencias locales especificas.
Estos resultados aportan una linea base fundamental para evaluar cambios futuros en la
contaminacion radioldgica regional derivada de eventos nucleares potenciales.

Palabras clave: vigilancia radioldgica, fallout, referencia ambiental, datacién sedimentaria,
radionucleidos atmosféricos.
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ABSTRACT

This study characterizes inventory levels, concentration, and vertical distribution of *’Cs
and #'°Pb., in reference soils across Uruguay, establishing a baseline for future erosion
and radiological monitoring studies. Seven sites were analyzed along a climatic gradient
from south (Colonia) to north (Rivera). The ™’Cs inventories were spatially homogeneous
(357.8 - 365.4 Bq.m™) and closely matched historical atmospheric deposition records
from Buenos Aires, validating these as regional references. Conversely, '°Pbey inventories
(3973 - 8428 Bq.m™ in the upper 15 cm) strongly correlated with mean annual precipitation
(R?=0.92, p = 0.01). Results indicate "Cs inventories are stable and suitable as a general
reference for erosion studies, whereas local-specific references are necessary for 2'°Pbex
due to its environmental sensitivity. These findings provide a crucial baseline for assessing
future radiological contamination from potential nuclear events in the region.

Keywords: radiological monitoring, fallout, atmospheric radionuclides, environmental
baseline, sediment dating.

RESUMO

Este estudo caracteriza niveis de inventario, concentracdo e distribuicdo vertical de '*’Cs
e 2'%Pbe, em solos de referéncia no Uruguai, estabelecendo uma linha de base para
estudos futuros sobre erosdo e monitoramento radiolégico. Foram analisados sete locais
distribuidos ao longo de um gradiente climatico desde o sul (Colonia) até o norte (Rivera).
Os inventarios de "™ Cs mostraram-se homogéneos espacialmente (357,8 - 365,4 Bq. m),
com alta concordancia com registros histdricos de deposi¢do atmosférica em Buenos
Aires, validando-os como referéncia regional. Por outro lado, os inventarios de 2'°Pbex
(3973 - 8428 Bg.m™ nos primeiros 15 cm) apresentaram forte correlagdo positiva com

a precipitagdo média anual (R? = 0,92, p = 0,01). Conclui-se que os inventarios de ™*’Cs

sdo estaveis e adequados como referéncia geral em estudos de erosdo, enquanto

para o '°Phe s30 necessarias referéncias locais especificas devido a sua sensibilidade
ambiental. Estes resultados fornecem uma linha de base essencial para avaliar futuras
contaminacdes radioldgicas decorrentes de eventos nucleares potenciais.
Palavras-chave: monitoramento radioldgico, fallout, radionuclideos atmosféricos, linha de
base ambiental, datacdo de sedimentos.

INTRODUCCION

Los radionucleidos de deposicién atmosférica incorporados al suelo principalmente
mediante procesos de precipitacién, como el cesio-137 (*’Cs, Ty, = 30 afios) y el plomo-210
(219Pb, T, = 22.3 afios), han sido ampliamente utilizados en estudios de procesos
geomorfoldgicos y ambientales, como la erosién del suelo y la datacién de sedimentos
(Cabrera et al., 2023; Chaboche et al., 2022). Su presencia en suelos y sedimentos responde
a diferentes fuentes y mecanismos de transporte. Mientras que el 2°Pb es un radionucleido
natural que ingresa de forma continua al suelo desde la atmdsfera, el 37Cs es un producto
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de fision liberado principalmente durante los ensayos nucleares atmosféricos realizados
entre 1945y 1980 a nivel global (Chaboche et al., 2022), asi como en accidentes nucleares
como los de Cherndbil (1986) y Fukushima (2011) (Imanaka et al., 2015).

Mas del 90% de la energia liberada por las pruebas nucleares atmosféricas (440
megatones) se concentro en el hemisferio norte, debido principalmente a los ensayos
realizados por Estados Unidos en las Islas Marshall hasta 1958, y por la ex Unién Soviética
entre 1961y 1962 en Novaya Zemlya y Semipalatinsk (UNSCEAR, 2008). La firma del
Tratado de Prohibicidn Parcial de Ensayos Nucleares, en 1963, redujo significativamente
las emisiones globales de radionucleidos artificiales al poner fin a las pruebas
atmosféricas de Estados Unidos, la URSS y el Reino Unido. Francia, por su parte, inicié
sus pruebas en el desierto del Sahara (1960-1966), trasladandolas posteriormente al
Centro de Experimentacién del Pacifico (C.E.P.) en la Polinesia Francesa, donde realizé 41
detonaciones atmosféricas entre 1966 y 1974. China también llev6 a cabo pruebas en Lop
Nor hasta 1980 (Chaboche et al., 2022).

La dispersién de los residuos radiactivos depende del tipo de prueba, su potencia,

y de la altitud y latitud de la detonacién. Las particulas depositadas en la troposfera
suelen tener tiempos de residencia de dias y se transportan a lo largo de las trayectorias
del viento dentro de su banda latitudinal (Bennett, 2002), mientras que la deposicién
estratosférica, principal responsable de la lluvia radioactiva global (fallout) de
radionucleidos de vida larga, puede tardar entre 3 y 24 meses en alcanzar la superficie
terrestre (UNSCEAR, 2000a, 2000b).

Ademas del 137Cs, se han empleado los isétopos de plutonio, como 239Pu
(T12 = 24110 afios) y 240Pu (T,,, = 6561 afios), para discriminar el origen de los residuos
radiactivos. Las proporciones isotdpicas de 24Pu/23%Pu varian segun la fuente: por ejemplo,
valores entre 0.19y 0.34 se asociaron a pruebas estadounidenses en el Pacifico, mientras
que proporciones de 0.16 a 0.19 reflejan la influencia de pruebas soviéticas (Koide et al.,
1985). Accidentes nucleares, como los de Cherndbil y Fukushima, suelen presentar
relaciones mayores a 0.33 (Igarashi et al., 2019). En contraste, las pruebas francesas
en Moruroa y Fangataufa muestran relaciones mucho mas bajas, entre 0.03y 0.07,
caracteristicas de dispositivos de bajo rendimiento (Hrnecek et al., 2005).

Dado que muchas de las pruebas en la Polinesia Francesa se realizaron durante el
invierno austral, cuando los vientos predominantes en latitudes medias circulan de oeste
a este (Cai et al., 2020), una proporcidn significativa del fallout troposférico se depositd
sobre Sudamérica en dias 0 semanas posteriores a las explosiones. Esta hipétesis se ve
respaldada por documentos y mapas desclasificados del Ministerio de Defensa francés
(Disclose et al., 2021), asi como por datos de la CNEA y la Autoridad Reguladora Nuclear de
Argentina sobre mediciones de fallout en aire y suelo en Buenos Aires entre 1959 y 1993
(Figura 1) (Argentina. Presidencia de la Nacion. Secretaria General. Autoridad Regulatoria
Nuclear, 1994; Beninson et al., 1972; Beninson et al., 1974).

En Uruguay, esta influencia quedo registrada en los sedimentos del embalse de
Rincdn del Bonete, donde la relacién promedio 240Pu/239Pu fue de 0.09, indicando que
aproximadamente un 60% del fallout radiactivo proviene de pruebas francesas en la
Polinesia (Chaboche et al., 2022).

El 210Pb, por otro lado, se origina a partir de la desintegracion del *2Rn en la atmésfera,
gas radiactivo que forma parte de la cadena de decaimiento del ®U presente en suelos y
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rocas. Su deposicién sobre la superficie terrestre esta condicionada por factores como la
geologia local, el régimen de precipitaciones y la ubicacién geografica (Zhang et al., 2021).
En suelos y sedimentos, el ?'°Pb se presenta en dos fracciones: una fraccién soportada,
en equilibrio con sus radiontclidos predecesores in situ, y una fraccién no soportada
0 en exceso (*'°Pbey), que proviene exclusivamente de la deposicién atmosférica. Este
ultimo disminuye exponencialmente con la profundidad, lo que permite su uso como
herramienta de dataciéon de sedimentos recientes y como trazador del suelo superficial.

En Uruguay, diversos estudios han documentado la datacion y dinamica de
sedimentacion en cuerpos de agua mediante 2°Pb,, y '¥Cs (Marrero et al., 2014;
Hordedaiiia, 2016; Azcune et al., 2020). Recientemente, Cardoso-Silva et al. (2024)
reconstruyeron 90 afios de impactos antrépicos en el embalse Ingeniero Maggiolo,
mientras que Foucher et al. (2023) y Chaboche et al. (2022) resaltaron el valor de los
isétopos de plutonio como nuevos marcadores temporales en Uruguay y la region.

En suelos, la presencia de 37Cs en Uruguay ha sido documentada por el Plan de
Vigilancia Radioldgica Ambiental del MIEM, por el Centro de Investigaciones Nucleares
de la Universidad de la Republica y por el Laboratorio GDMEA, CURE, Universidad de
la Republica (Odino et al., 2017; Cabrera et al., 2023; Noguera et al., 2022). Los niveles
reportados en suelos superficiales oscilaron entre 1y 4 Bg.kg™ calibrados al 2010. Se
ha observado que su distribucién esta influenciada por el uso del suelo y las tasas de
erosion: los suelos degradados presentan menores concentraciones debido a la pérdida
de particulas finas, mientras que los sitios de acumulacién muestran mayores contenidos
(Cabrera et al., 2023). En dreas con bajo disturbio antrépico y pendientes nulas, las
concentraciones de '3Cs en los primeros centimetros del suelo pueden utilizarse como
referencia para evaluar procesos erosivos, manteniéndose estables en el tiempo salvo por
la desintegracion radioactiva o nuevos ingresos atmosféricos.

Este estudio tiene como finalidad caracterizar los niveles de inventario, concentracion
y distribucion vertical de "*’Cs y ?'°Phe en suelos de referencia de Uruguay, con el objetivo
de establecer una linea base que sirva de soporte para futuras investigaciones sobre
procesos de erosidn del suelo y vigilancia radioldgica.
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FIGURA 1. Deposicién anual en base a documentos en Buenos Aires medidos a partir de
1959 para %8Sr, y a partir de 1964 para '¥’Cs, sin correccién por decaimiento.

MATERIALES Y METODOS

Sitios referencia y muestreo

Se relevaron siete sitios considerados como referencia a lo largo de un transecto que
se extiende desde el sur del pais (Colonia) hasta el norte (Rivera), con una distancia
promedio de 85 km entre sitios, abarcando un total de 425 km en linea recta. El muestreo

fue planificado estratégicamente para sequir el gradiente de precipitaciones medias
anuales (Tabla 1). Adicionalmente, se generaron curvas de nivel de precipitacién media
anual mediante interpolacién por kriging, utilizando datos del periodo 1980-2009
provenientes de 50 estaciones meteoroldgicas distribuidas en todo el territorio nacional

(Castafio et al., 2011) (Figura 4).
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TABLA 1. Identificacion, coordenadas, caracteristicas del suelo segun Soil Taxonomy (USA),

fecha de muestreo y precipitaciones medias anuales en cada sitio.

Fecha de Precipitacion  Estacion
Identificacién Latitud Longitud Unidad media meteorolégica
muestreo - " .
(mm.aio') (distancia kms)
Rivera | -31.01 | -55.59 Rivera Hapludalfs, |00 1125 1605 Rivera (12)
Hapludults
Tacuaremb62 | 316 | -55.85 | TresCerros | 2PMOAf | yie 1105 qagy | Tacuarembs
Hapludults (17)
Hapludolls,
Tacuarembd 1 | -32.28 | -56.24 Curtina Argiudolls, | 2018-11-25 1355 Achar (15)
Haper
. Argiudolls
Itapebi - T Paso de |
Baygorria -32.883 | -56.758 & bco M€S y 2019-06-10 | 1322 aso de 103
Arboles Toros (23)
Hapluderts
. Hapludolls,
San Gabriel -
ElPerdido -33.66 | -57.19 | on SO Argiudolls, | 2024-05-23 1232 Palmitas (40)
Guaycuru
Eutrudepts
) . Argiudolls
LaEstanzuela |-3434 5769 | CoidaPaullier-/ o 20200303 1119 | ‘afEstanzuela
Las Brujas Q)]
Hapluderts
) . Argiudolls
Nueva | 5, 33 | g7 | EcildaPaullier-) o 2019-06:03 | 1100
Helvecia Las Brujas
Hapluderts

Las precipitaciones anuales fueron obtenidas en base a la estacién meteoroldgica mas cercana.

Los sitios de referencia fueron seleccionados siguiendo los siguientes criterios para
asegurar condiciones representativas de minima perturbacion: (1) ausencia de pendiente;
(2) localizacién fuera de zonas potenciales de acumulacién de sedimentos; (3) ausencia
de arboles o construcciones en un radio minimo de 20 metros; (4) ausencia de laboreo
reciente u otras alteraciones visibles del suelo; y (5) verificacién de estabilidad histérica
mediante fotografias aéreas de baja altitud tomadas en 1966, correspondientes al vuelo
fotogramétrico nacional realizado entre 1966 y 1967, a una escala de 1:40.000 y altitud
de vuelo de 6000 metros (Uruguay. Presidencia de la Republica. Infraestructura de Datos
Espaciales, 2025).

Las muestras identificadas como “La Estanzuela” y “Baygorria” fueron recolectadas en
el marco de los proyectos ANII FMV_1_2019_1_156244 y Fondo Conjunto Uruguay-México
(AMEXCID/AUCI), respectivamente, cuyas publicaciones previas se encuentran disponibles
(Quincke et al., 2024; Cabrera et al., 2023). Las muestras restantes fueron recolectadas
especificamente para este estudio. En cada sitio de referencia, se extrajeron seis ntcleos
de suelo de hasta 40 cm de profundidad utilizando un muestreador Eijkelkamp de 5 cm
de didmetro, dentro de un area de 10 x 10 m. Cada nucleo fue seccionado en intervalos
de 5 cm, y las fracciones correspondientes a cada profundidad fueron posteriormente
homogeneizadas. En el caso del sitio ‘Nueva Helvecia’, la muestra consistié en una Unica
muestra compuesta que abarcé todo el perfil de 0 a 40 cm.
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Procesamiento y medicion

Las muestras, combinadas por incrementos de 5 cm o en el perfil completo segun
correspondiera a cada sitio de referencia, fueron secadas a 40 °C durante 48 horas,
tamizadas con una malla de 2 mm y posteriormente homogenizadas. Para la medicién
de radionucleidos, las muestras secas y tamizadas fueron envasadas en contenedores
tipo Marinelli de plastico (250 mL), selladas herméticamente y almacenadas durante al
menos 28 dias para permitir el establecimiento del equilibrio secular entre el 226Ra y sus
productos de decaimiento (222Rn, 214Pb, 24Bi).

Transcurrido este periodo, se procedio a la medicién espectrométrica de los siguientes
radionucleidos mediante sus energias caracteristicas de emisién gamma:

* 226R3 através de 214Pb (295.2 y 351.9 keV) y 214Bj (609.3 keV);
e 137Cs a través de 3’7mBa (661.7 keV);
e 210Ph a través de 46.5 keV.

Todas las mediciones fueron realizadas en el Laboratorio de Radioquimica del
Centro de Investigaciones Nucleares, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica
(Montevideo, Uruguay), utilizando detector HPGe (High Purity Germanium) Canberra, con
una eficiencia de 20% a 1332 keV. El detector esta instalado en el subsuelo y cuenta con
blindaje compuesto por 10 cm de plomo antiguo, con revestimientos internos de cadmio
(5 mm)y cobre (1 mm). El estandar utilizado fue IAEA 447. La autoabsorcion de fotépico de
20Ph fue corregida por el método Appleby et al. (1992).

La concentracién minima detectable (MDC) (International Atomic Energy Agency -
IAEA, 1989) fue de 0.04 Bg.kg™ para 37Cs y de 5 Bq.kg™" para 2°Pb. Con tiempos de conteo
de 48 horas por muestra, se alcanzé una precision analitica entre 5% y 10 % para '¥'Cs,

y entre 7% y 18 % para 2°Pb, con un nivel de confianza del 95 %. Todas las actividades
fueron corregidas por decaimiento hasta el 1 de enero de 2020. Para calcular el ?'°Ph,,, se
resta la actividad del *Ra a la actividad total del *'°Pb.

Documentos historicos

Para la recopilacién de datos histéricos de fallout radioactivo, se utilizé como referencia
la Ciudad de Buenos Aires, al ser el punto mas cercano con registros sistematicos de
deposicién de radionucleidos atmosféricos durante los afios de interés. Para ello, se
recurrié a informes de la Comisién Nacional de Energia Atémica (CNEA) y la Autoridad
Reguladora Nuclear (ARN) de Argentina (Beninson et al., 1965; Argentina. Presidencia de
la Nacion. Secretaria General. Autoridad Regulatoria Nuclear, 1994). Adicionalmente, se
consultaron documentos recientemente desclasificados por el gobierno francés sobre las
pruebas nucleares realizadas en la Polinesia Francesa.

Para estimar la cantidad de '37Cs acumulada por fallout anterior a 1964, se utilizaron
los valores acumulados de *°Sr reportados para 1963 en Buenos Aires, y se aplicé la
relacion 137Cs/*°Sr, derivada tanto de fuentes bibliograficas como de reportes técnicos de la
época, también se calcula en base a los datos de 1964 y 1965 tomados de ARN (Argentina.
Presidencia de la Nacién. Secretaria General. Autoridad Regulatoria Nuclear, 1994). Esta
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metodologia permite una aproximacion indirecta de la deposicién histérica de 37Cs en
ausencia de datos especificos medidos in situ previos a 1964.

Tratamiento de datos y estadistica

A partir de las concentraciones de actividad calibradas para cada radionucleido en Bqg.kg",
se calculé el inventario (Bg.m™) considerando la densidad aparente (de las muestras
secas y fraccionadas a <2 mm) y el espesor de cada incremento de profundidad. Los
inventarios por incremento fueron posteriormente sumados para obtener el inventario
total correspondiente a cada sitio de muestreo.

Para los analisis estadisticos y la visualizacion de los datos, se emplearon distintos
paquetes del entorno Spyder v.4.1.5 (Raybaut, 2009), un IDE orientado al andlisis cientifico
en Python v.3.8.5 (Python Software Foundation, 2022; Hunter, 2007; McKinney, 2010;
Harris et al., 2020; Virtanen et al., 2020). Asimismo, se utiliz6 un software de cédigo
abierto QGIS (QGIS Association, 2022) para el tratamiento de datos espaciales y la
generacién de mapas tematicos.

Los inventarios obtenidos fueron georreferenciados sobre un mapa base de Uruguay,
junto con las curvas de nivel de precipitaciones medias anuales generadas mediante
interpolacion por kriging. Esta interpolacion se realizé a partir de registros del periodo
1980-2009 correspondientes a 50 estaciones meteoroldgicas distribuidas a lo largo del
territorio nacional (Castafo et al., 2011).

RESULTADOS
Concentracion en profundidad

La Figura 2 muestra los perfiles de concentracién (Bq-kg™) en funcién de la profundidad
para los radionucleidos ™’Cs y ?"°Pb.y. En el caso del "Cs, se observa una mayor
concentracién en los primeros 10 cm del perfil del suelo, con valores maximos
generalmente localizados entre los 5y 10 cm de profundidad (rango: 1.0 a 4.5 Bq.kg™). A
partir de esa profundidad, las concentraciones disminuyen progresivamente hasta los
25-30 cm en la mayoria de los sitios, con excepcidn de ‘Tacuarembé 2'y ‘Rivera’, donde se
detecta actividad hasta los 35-40 cm.

Para el 2°Pb,,, se identifica un patrén tipico de disminucién exponencial con la
profundidad, con maximos concentrados en la capa superficial de 0-5cm, donde los
valores oscilan entre 50 y 160 Bg.kg™. En todos los casos analizados, la concentracién
disminuye notablemente hasta los 15 cm de profundidad.

La densidad aparente del suelo (fraccién <2 mm) presenta valores mas bajos en la
superficie, con un aumento progresivo hasta los 10 - 15 cm de profundidad, donde tiende
a estabilizarse. Este comportamiento se ve alterado en los sitios ‘Baygorria’ y ‘Tacuarembo6
1, donde la presencia de elementos gruesos (>2 mm), no considerados como suelo segin
los criterios pedolégicos estandar, disminuye la masa efectiva del suelo muestreado y, en
consecuencia, afecta los valores reportados de densidad aparente.
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FIGURA 2. Concentraciones de radioactividad en profundidad de 37Cs y 219Pb,, en conjunto
con la densidad aparente del suelo (fraccion <2 mm) en los sitios de estudio.

La Tabla 2 presenta los resultados de inventario (Bq.m™) para cada sitio de muestreo.
Para el calculo del promedio, el desvio estandar y el coeficiente de variacién, se excluy6
la muestra correspondiente a “Nueva Helvecia”, con el fin de evitar un sesgo geografico
hacia el sur del pais. En un segundo analisis, también se excluy? el sitio “Tacuaremb?

2", debido a evidencia de procesos de erosién del suelo, reflejados en un inventario de
137Cs significativamente inferior al promedio. Esta anomalia fue corroborada mediante la
prueba de Dixon (p>0.05, *).

En el caso de 2°Pb,,, se considerd Unicamente el inventario correspondiente a
los primeros 15 cm de profundidad, ya que este espesor representa, en promedio, el
limite inferior de la distribucion exponencial de este radionucleido en todos los perfiles
analizados (ver Figura 2) (International Atomic Energy Agency - IAEA, 2014).
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TABLA 2. Inventarios totales en cada punto de muestreo en conjunto con las
precipitaciones medias anuales y estadistica basica.

Precipitacién media

210Pp,, Bg.m2

Identificacion 137Cs Bq.m-2 (2020) Comentarios

(mm.afo") (15cm)
Rivera 1605 365.0 8427.8
Tacuarembé 2 1427 319.3* 5149.7 Erosion
Tacuarembd 1 1355 386.5 6586.6
Baygorria 1322 352.0 6671.5
El Perdido 1232 356.6 4413.0
La Estanzuela 1119 367.1 39733
Nueva Helvecia 1100 364.6 ND
Promedio 357.8 5870 Excluyendo
desvio estandar 22.3 1670 Nueva Helvecia
Coef. de variacién (%) 6.2 28
Promedio 365.4 6014 Excluyendo
desvio estandar 133 1824 Nueva Helvecia
Coef. de variacién (%) 3.6 30 y Tacuarembé 2

* test de Dixon p > 0.05.

Documentos histoéricos

Segun el Informe N.° 149 de la CNEA (Beninson et al., 1965), la actividad acumulada de %Sr
por fallout en Buenos Aires en 1963 fue de 11.5 mCi.km, equivalente a aproximadamente
425.5 Bq.m™. Para estimar la deposicidn asociada de 3’Cs, se utilizaron las relaciones
137Cs/9Sr correspondientes a los afios inmediatamente posteriores, 1964 y 1965, que no
presentan influencia de las pruebas nucleares francesas en la Polinesia (iniciadas en 1966,
ver Figura 1). Estas relaciones resultaron en 1.1y 1.2 respectivamente, obteniéndose un
valor promedio de 1.15. Aplicando este factor, y corrigiendo por decaimiento al afio 2020,
se estimo una deposicion de 37Cs de 132.3 Bq.m™ para 1963 (Tabla 3).

Complementariamente, se utilizé un segundo valor de referencia reportado por
UNSCEAR (UNSCEAR, 1964), el cual indica una acumulacién de 9Sr de 8.9 mCi.km
(equivalente a 329.3 Bq.m™) en Buenos Aires en 1963. Considerando una relacién 137Cs/2Sr
de 1.5, también proporcionada por UNSCEAR (2000a), se estimé una deposicion de 37Cs de
133.2 Bg.m™, corregida al afio 2020 (Tabla 3).

Asimismo, se tomé en cuenta el valor reportado por Beninson et al. (1964) para
Buenos Aires en el periodo 1959-1963, que indica una relacién de 1.8 £ 0.4 (Beninson et al.,
1964), también incluido en los calculos presentados en la Tabla 3.
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TABLA 3. Valores acumulados de %Sr en el afio 1963 segun distintas fuentes documentales.
Se incluye la relacién 137Cs/%Sr empleada para convertir dichos valores a inventarios de

137Cs, asi como el inventario total estimado de '37Cs (Bq.m™), corregido por decaimiento al
afio 2020. En negrita, se destacan los valores mas préximos al promedio obtenido con los
sitios de muestreo del presente estudio.

Acumulado de *Sr en 1963 137Cs/%0Sr Acumulado de 37Cs en Inventario ¥Cs
(Bq.m?) Antes de 1966 1963 (Bq.m2 corr. 2020) (Bq.m corr. 2020)
425.5 (Bfggr;s)on etal, 1.15(pr§>;r:3:c)ilo 1964, 1323 3614
1.5 (UNSCEAR 1964) 172.4 401.5
1.8 (Beninson 1964) 207.0 436.1
329.3 (UNSCEAR 1964) | 1.15 (promedio 1964, 1965) 102.3 3314
1.5 (UNSCEAR 1964) 133.5 362.6
1.8 (Beninson 1964) 160.2 389.3

De los seis valores de inventario de 137Cs estimados a partir de documentacién
histérica, los mas cercanos al valor promedio obtenido en el presente estudio para
Uruguay (365.4 Bq.m?; ver Tabla 2) fueron: 361.4 Bq.m™, calculado a partir del informe
ARN (Argentina. Presidencia de la Nacién. Secretaria General. Autoridad Regulatoria
Nuclear, 1994) y el Informe N.° 149 de la CNEA (Beninson et al., 1965) (ver Figura 3), y
363.6 Bq.m™, derivado del informe ARN (Argentina. Presidencia de la Nacidn. Secretaria
General. Autoridad Regulatoria Nuclear, 1994) y los datos de UNSCEAR (1964). Ambos
valores muestran una alta concordancia con el promedio observado en campo. Cabe
sefialar que los afios posteriores a 1993 no se consideran relevantes en términos de
aporte significativo de fallout radioactivo en esta regién del mundo, al momento de la
publicacién del presente trabajo.
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1963: Actividad acumulada obtenida de informe CNEA 149: 132.1 Bq.m?2

1964: Comienzo actividad anual acumulada, obtenida de cap. II, ARN Argentina 1994
1965: Mitad del acumulo total, 49.7% corresponde a fallout luego de 1965

1966: Comienzo de fallout proveniente de Polinesia Francesa

FIGURA 3. Acumulacién y fallout anual de 37Cs en base a documentos histéricos en
Buenos Aires, corregido por decaimiento al 2020.

Distribucion espacial y relacién con precipitaciones

Los inventarios de '3’Cs muestran una notable homogeneidad a nivel territorial, incluso
considerando el valor estimado para el sitio “CNEA Ezeiza” en Argentina (95 km en linea
recta al punto “La estanzuela”), calculado a partir de mediciones anuales y del inventario
acumulado de %Sr en 1963 (ver Tabla 3 y Figura 3). No se observa una relacién clara entre
las precipitaciones medias anuales y los inventarios de '37Cs.

En contraste, los inventarios de 21°Pb,, presentan una tendencia creciente hacia
el norte del pais, en concordancia con el gradiente espacial de precipitaciones. Esta
tendencia se refleja en una fuerte correlacién lineal positiva entre precipitacion media
anual e inventario de 2°Pb,,, con un coeficiente de determinacion R2= 0.92, lo que sugiere
una fuerte relacién entre inventario de 2'°Pb,, y las condiciones climéticas locales (p = 0.01)
(ver Figuras 4y 5).
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FIGURA 4. Inventarios de 37Cs y 219Pb,, (Bq.m2) corregido al afio 2020, en conjunto con el
gradiente de precipitaciones promedio en Uruguay. El inventario “CNEA Ezeiza" para '3Cs,
corresponde al inventario calculado en base a documentos (Tabla 3).
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FIGURA 5. Gréfico de dispersidn entre 219Pb,, (Bq.m2) y precipitaciones medias anuales, en
conjunto con regresion lineal, ecuacion de la recta y R2. Se excluye el sitio “Tacuarembd 2"

por presentar signos de erosién segun 37Cs.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los inventarios de "’Cs determinados en suelos de referencia de Uruguay muestran
una estrecha concordancia con los valores histéricos reconstruidos para Buenos Aires a
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partir de registros de fallout atmosférico (Argentina. Presidencia de la Nacién. Secretaria
General. Autoridad Regulatoria Nuclear, 1994; Beninson et al., 1965; UNSCEAR, 1964).

El valor promedio observado en este estudio (365.4 Bq.m™, corregido a 2020) coincide
en gran medida con los estimados documentales obtenidos mediante la relacion
37Cs/%Sr, lo cual refuerza la validez de utilizar datos de Buenos Aires como proxy para en
Uruguay. Si bien la relacion 7Cs/?°Sr reportada puede ser tan variable como 1.8 para el
periodo 1959-1963 seguin Beninson et al. (1964), 1.5 segiin UNSCEAR, (1964), y 1.15 segin
este trabajo y datos de ARN (Argentina. Presidencia de la Nacién. Secretaria General.
Autoridad Regulatoria Nuclear, 1994); los valores 1.15 y 1.5 parecen ser los mas adecuados
al compararlos con el inventario medido en los sitios de muestreo, segun se tomen

los datos de acumulo de %Sr en 1963 de CNEA Informe N.° 149 (Beninson et al., 1965) o
(UNSCEAR, 1964) respectivamente.

Si bien el enfoque de utilizar datos histéricos medidos en Buenos Aires no es
novedoso (Ribeiro Guevara y Arribére, 2002), en dicho trabajo estos datos fueron
empleados de manera relativa para datar perfiles sedimentarios en lagos de la Patagonia
argentina, pero no se utilizaron con el objetivo de estimar el valor del inventario de 3Cs
en suelos.

La ausencia de incrementos entre 1986-1993 en los registros histéricos de Buenos
Aires, sumado a la inexistencia de aumentos de inventario detectables en muestras de
suelo en este trabajo, permite descartar una contribucion significativa de los eventos de
Chernébil, Fukushima o de otra clase. Este resultado es consistente con la bibliografia
que documenta una minima influencia del fallout de ambos accidentes en el hemisferio
sur (UNSCEAR, 2000a, 2000b; Muramatsu et al., 2000, Ribeiro Guevara y Arribére, 2002;
Dicen et al. 2025), asi como con las proporciones isotépicas caracteristicas de plutonio
observadas en sedimentos de la region (Chaboche et al., 2022).

Ademas del pico principal de ™*’Cs que abarca los afios 1964 a 1966 (centrado en
1965), siendo 1964 asociado al fallout estratosférico global posterior a los ensayos de
alta altitud de EE.UU. y la URSS, y 1966 asociado al fallout troposférico provenientes de
los ensayos atémicos a nivel de suelo en la polinesia francesa (Disclose et al., 2021), se
propone un segundo pico de menor intensidad y mds “ancho” centrado en 1971, el cual
esta vinculado a las pruebas termonucleares de alta altitud francesas en el Pacifico en el
periodo 1970-1974 (Beninson et al., 1974; Disclose et al., 2021). Este segundo pulso ha sido
identificado en perfiles sedimentarios de lagos del sur de Argentina (Ribeiro Guevaray
Arribére, 2002), por lo que futuras investigaciones de datacion de sedimentos en Uruguay
podrian confirmar su existencia y, por ende, utilizarlo como segundo pico de datacién.

La posibilidad de detectar este evento dependera de la tasa de acumulaciény de la
resolucion de muestreo del nucleo de sedimentos.

También, a partir de la acumulacion de '37Cs de la Figura 3 se pudo calcular el
porcentaje correspondiente al fallout a partir de 1966, el cual resulté en 49.7%. Este
porcentaje, corresponde dominantemente al fallout de las pruebas en la Polinesia
Francesa. Esta proporcion se ve respaldada por el andlisis de is6topos de plutonio, que
arrojé un valor de 51.3 + 5.1% en muestras de suelo de referencia recolectadas en 1970-1971
en Buenos Aires (Chaboche et al., 2022), y de 62.2 + 12.2% en sedimentos recolectados en
2020 en el embalse de Rincén del Bonete, Uruguay (Chaboche et al., 2022).
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El valor de inventario observado en “suelos de referencia” y su baja heterogeneidad
espacial en Uruguay pueden ser considerados como una linea base confiable para la
vigilancia radioldgica ante potenciales escenarios futuros que impliquen liberacién de
radionucleidos, tales como la reanudacion de ensayos nucleares atmosféricos, conflictos
bélicos o accidentes nucleares de escala nacional o regional. Aunque la probabilidad de
estos eventos es baja, su posibilidad no puede descartarse completamente.

Un caso particular que merece atencion es el de las centrales nucleares Atucha I
y II, ubicadas sobre la margen del rio Parana en territorio argentino. En la regién del
Rio de la Plata, los vientos predominantes provienen desde el noreste y el este; sin
embargo, eventos meteoroldgicos como la “sudestada” o el “pampero” pueden generar
vientos persistentes del sudeste. Bajo dichas condiciones, seria posible el transporte de
contaminantes atmosféricos hacia territorio uruguayo en caso de un accidente severo
en dichas instalaciones. De forma similar, la central nuclear de Angra dos Reis, ubicada
en el litoral atlantico de Brasil, también representa una fuente potencial de emisién cuya
influencia regional no puede descartarse bajo condiciones meteoroldgicas particulares.

A escala continental sudamericana, Chaboche et al. (2021) encontraron una alta
relacién entre latitud y precipitaciones, con los valores inventario de '3’Cs. En cuanto
a la distribucién espacial de "Cs en los sitios analizados en Uruguay, no se observé
correlacion con las precipitaciones medias anuales o con zonas especificas, lo cual es
coherente con la escala geografica analizada en el contexto de Sudamérica (Chaboche
et al., 2021). El valor promedio de inventario determinado en este estudio puede
emplearse como referencia en estudios de erosién donde no sea posible identificar sitios
imperturbados, dado el bajo coeficiente de variacion observado (3.6 %).

Por el contrario, los inventarios de 2'°Pb,, mostraron una correlacién positiva y
significativa (p = 0.01) con el gradiente de precipitaciones medias anuales (Rz2= 0.92),
en concordancia con su mecanismo de deposicidon predominantemente asociado a
eventos de precipitacion local (Zhang et al., 2021). La alta sensibilidad del inventario de
20ph,, frente a variables ambientales como la precipitacién impide establecer un valor
unico y representativo para todo el pais. En consecuencia, se recomienda determinar el
inventario de referencia a partir de muestras colectadas especificamente en la zona de
estudio, a fin de asegurar la validez y precision de las estimaciones en aplicaciones como
la cuantificacion de tasas de erosion.

A futuro, con un mayor nimero de sitios de referencia evaluados en Uruguay, seria
posible desarrollar modelos predictivos basados en precipitaciones u otras covariables
ambientales que permitan estimar inventarios de referencia de 2°Pb,, en cualquier punto
del pais. Esto resultaria particularmente valioso considerando la creciente dificultad
para identificar sitios imperturbados, condicién esencial para la aplicacion precisa de
trazadores radiactivos en estudios de erosion de suelos.

En conjunto, los resultados presentados consolidan una linea base representativa de
la deposicion histérica de radionucleidos de fallout en suelos no perturbados del Uruguay,
con implicancias relevantes para estudios de erosién, dinamica de particulas finas,
datacion de sedimentos y vigilancia radiolégica ambiental.
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RESUMEN

Se presenta la validacion de una metodologia para la estimacién del biovolumen a nivel
de organizacién celular y filamentoso del fitoplancton en el embalse de Salto Grande.

La relevancia de este trabajo radicé en su capacidad para generar datos confiables en

el ambito de la ecologia, que respaldan decisiones criticas en la gestién ambiental, a

la vez que se alinean con las normativas internacionales y locales sobre el monitoreo

de la calidad del agua. Se realiz6 un esfuerzo por integrar el aseguramiento de la

calidad metodoldgica y la investigacién ecoldgica y sanitaria, coincidiendo con criterios
establecidos en normativas como la European Commission (2000) y la Norma UNE
14996:2007 (Asociacién Espafiola de Normalizacion y Certificacion, 2007), las cuales
contribuyen a una adecuada gestidn de los recursos hidricos. El objetivo principal de este
estudio radicé en la valoracidn precisa de los riesgos ecoldgicos y sanitarios relacionados
con los organismos formadores de floraciones identificados en el embalse que impactan
en el uso de las areas recreativas. Los resultados indican que el método analitico validado
presenta un alto grado de reproducibilidad y precisién, ambos con valores menores al

10 %, caracteristicas esenciales para cualquier técnica que aspire a ser utilizada en el
monitoreo ambiental.

Palabras clave: monitoreo de rutina, normativa, indicador ecoldgico, cianobacterias.
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ABSTRACT

This work presents the validation of a methodology for estimating the biovolume at

the cellular and filamentous organization level of phytoplankton in the Salto Grande
reservoir. The relevance of this study lies in its ability to generate reliable data in the field
of ecology, supporting critical decisions in environmental management, while aligning
with international and local regulations on water quality monitoring. An effort was
made to integrate methodological quality assurance with ecological and health research,
coinciding with criteria established by regulations such as the European Commission
(2000) and the UNE 14996:2007 standard (Asociacion Espafiola de Normalizacion y
Certificacion, 2007), which contribute to the proper management of water resources.
The main objective of this study was to accurately assess the ecological and health risks
associated with bloom-forming organisms identified in the reservoir that impact the use
of recreational areas. The results indicate that the validated analytical method presents
a high degree of reproducibility and precision, both with values less than 10 %, essential
characteristics for any technique aspiring to be used in environmental monitoring.
Keywords: routine monitoring, regulations, ecological indicator, cyanobacteria.

RESUMO

Apresenta-se a validacdo da metodologia para a estimativa do biovolume a nivel de
organizagdo celular e filamentosa de fitoplancton no reservatério de Salto Grande. A
relevancia deste trabalho reside na sua capacidade de gerar dados confidveis no ambito
da ecologia, que apoiam decisdes criticas na gestdo ambiental, ao mesmo tempo em
que se alinham com as normativas internacionais e locais sobre o monitoramento da
qualidade da agua. Foi realizado um esforco para integrar a garantia da qualidade
metodoldgica e a pesquisa ecoldgica e sanitaria, coincidindo com critérios estabelecidos
por normativas como a European Commission (2000) e a Norma UNE 14996:2007
(Asociacion Espafiola de Normalizacién y Certificacién, 2007), as quais contribuem

para uma adequada gestdo dos recursos hidricos. O objetivo principal deste estudo

foi a avaliagdo precisa dos riscos ecolégicos e sanitarios relacionados aos organismos
formadores de florag¢ées identificados no reservatério, que impactam o uso das areas
recreativas. Os resultados indicam que o método analitico validado apresenta alto grau
de reprodutibilidade e precisdo, ambos com valores inferiores a 10 %, caracteristicas
essenciais para qualquer técnica que aspire a ser utilizada no monitoramento ambiental.
Palavras-chave: monitoramento de rotina, normativa, indicador ecoldgico, cianobactérias.

INTRODUCCION

La validacién de métodos analiticos es un proceso crucial para asegurar que un sistema
de medicién en un laboratorio cumpla con los requisitos establecidos para su uso previsto.
Segun la Norma ISO 17025:2017 (International Organization for Standarization, 2017a),
apartado 3, incisos 3.8 y 3.9, la validacién implica la “aportacién de evidencia objetiva de
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que un item dado satisface los requisitos especificados, cuando los requisitos especificados
son adecuados para su uso previsto”. Este proceso no se limita al método en si, sino que
abarca la capacidad del sistema analitico completo del laboratorio para reproducir un
proceso de medicién de manera consistente, siguiendo un protocolo de ensayo detallado.
Es, en esencia, la confirmacién de la aptitud de un método antes de autorizar su uso en

el laboratorio, como se menciona en las Directrices para la Acreditacién de Laboratorios
Ambientales (Red de Laboratorios Ambientales del Uruguay et al., 2009).

En el ambito de la ecologia, la importancia de contar con datos confiables y verificables
es cada vez mas reconocida, especialmente en el contexto de la actualizacién de criterios
guiay legislacién internacional, los cuales establecen niveles de alerta asociados a una
gestion del riesgo ante floraciones de cianobacterias, factores claves para una adecuada
vigilancia sanitaria en areas recreativas y en el monitoreo de la calidad del agua para
consumo (European Commission, 2000; Chorus y Welker, 2021; Argentina - Uruguay.
Comision Administradora del Rio Uruguay, 2019). Es por esta razén que los datos ecoldgicos
obtenidos a partir de programas de monitoreo de la calidad del agua en diversos cuerpos de
agua deben ser precisos y estar respaldados por metodologias validadas.

En este sentido, se realizé una busqueda de normas nacionales e internacionales
enfocadas en lineamientos sobre el aseguramiento de la calidad, especificamente de
las evaluaciones bioldgicas y ecoldgicas. Si bien existen en la regién normativas que
establecen criterios de calidad de agua, estas no especifican directrices para la validacion
de metodologias en la determinacién de la estimacion del biovolumen del fitoplancton.
Al respecto, los principios de aseguramiento de la calidad recogidos en la Norma UNE
14996:2007 (Asociacién Espafiola de Normalizacion y Certificacion, 2007) son aplicables
a todas las organizaciones que producen datos de tipo ecoldgicos y a todos los trabajos
de campo y de laboratorio. La norma proporciona directrices detalladas para el disefio
de estudios, muestreo, analisis, validacion de resultados, manejo de la incertidumbre y la
interpretacion de informes. Estas directrices aseguran que las evaluaciones sean precisas,
reproducibles y representativas del estado del medio ambiente acuatico. Por esta razén
la aplicacién de la Norma UNE-EN 14996:2007 (Asociacién Espafiola de Normalizacion y
Certificacion, 2007) en Argentina y Uruguay es novedosa, ya que introduce un enfoque
especifico y detallado, mejorando significativamente la precision y consistencia de los
monitoreos ambientales en la region, dado que proporciona una guia clara y estructurada
para llevar a cabo estas evaluaciones.

El fitoplancton es un indicador clave de la calidad del agua y es uno de los elementos
mas utilizados para evaluar el estado ecoldgico de las aguas superficiales (European
Commission, 2000). En la actualidad, las autoridades encargadas del monitoreo rutinario
de sistemas acudticos a nivel mundial emplean diversos parametros del fitoplancton,
como la composicién, abundancia, biomasa y recurrencia de floraciones, para evaluar la
calidad del agua (Ren et al., 2017). Sin embargo, las técnicas convencionales para estimar
la biomasa, como la medicién de la concentracion de clorofila a o el recuento de células
mediante el método Uthermdl (Edler y Elbrachter, 2010; Chorus y Welker, 2021), presentan
limitaciones significativas. Estas técnicas no capturan la diversidad de tamafios celulares
y niveles de organizacion presentes en las comunidades naturales de fitoplancton, lo que
puede llevar a estimaciones erréneas de la biomasa.
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La técnica de biovolumen ha emergido como una de las metodologias mas adecuadas
y ampliamente utilizadas en estudios de ecologia acuatica (Hillebrand et al., 2015;
Sacca, 2017; Aguilera et al., 2023; Bonilla y O'Farrell, 2023), especialmente para evaluar
riesgos asociados a algas y cianobacterias que pueden contener metabolitos nocivos
o tdxicos. Esta técnica, que sigue las directrices de la Organizacién Mundial de la Salud
y regulaciones como la UNE-EN 16695:2016 (Asociacién Espafiola de Normalizacién y
Certificacidn, 2016), consiste en medir el volumen individual de cada célula o colonia de
algas y convertirlo en biomasa mediante un factor especifico para cada especie. El uso
de formas geométricas estandarizadas y la aplicacién de férmulas adecuadas mejora la
comparabilidad de los datos de fitoplancton y representa un avance significativo hacia la

implementacion de medidas de aseguramiento de la calidad en el analisis del fitoplancton.

En este trabajo se evalué un método analitico validado para estimar el biovolumen
de fitoplancton, a fin de de valorar con precisidn los riesgos ecoldgicos en el embalse
de Salto Grande, con el objetivo especifico de disponer de una mejor variable para
identificar el riesgo asociado a la proliferacién de cianobacterias de reconocida toxicidad
e incorporar su uso en los monitoreos de rutina de la regién. Segun la Organizacién
Mundial de la Salud (World Health Organization, 2020), las normativas para aguas
recreativas establecen tres niveles de alerta basados en la concentracién de clorofila g, el
biovolumen de cianobacterias y los niveles de cianotoxinas. Comprender estos factores
es clave para una adecuada gestion de los recursos acuaticos y para realizar analisis
de riesgo, especialmente en situaciones donde se desarrollan grandes floraciones o
acumulaciones de cianobacterias. Esto permite tomar decisiones informadas en el estudio
de la biomasa del fitoplancton en el embalse de Salto Grande y contribuye a la gestion
sostenible de estos ecosistemas.

MATERIALES Y METODOS
Area de Estudio

El presente trabajo se realiz6 en el embalse de Salto Grande, cuerpo de agua ubicado

en el cauce principal del bajo rio Uruguay (29°43" a 31°12’S; 57°06” a 57°55'W; Figura 1)

en areas préximas a la represa binacional de Salto Grande, a pocos kilémetros al norte

de las ciudades de Concordia (Argentina) y Salto (Uruguay). Es un gran embalse tipo rio
subtropical, que se caracteriza por su forma alargada y su conexién directa con el cauce
fluvial del rio Uruguay, lo que influye en su dindmica hidrica y ecosistemas acuaticos
asociados. Tiene una superficie de 750 kmz, con su eje mayor en direccién NS de 144 km
de longitud, una profundidad media de 6,4 my profundidad maxima de 35 m, y un tiempo
medio de retencién de 11,3 dias (Chalar, 2006; O’Farrell et al., 2012; Bordet et al., 2017).

Los aportes del rio Uruguay en este tramo presentan un periodo de aguas altas de
abril a noviembre y una fase de aguas bajas en el verano, entre diciembre y marzo. El
embalse es polimictico, con estratificacién en condiciones de descarga baja del rio. Es
considerado un sistema calido tropical por su temperatura media anual mayor a 15 °Cy
su temperatura minima superior a 10 °C (Salas y Martino, 1990) y vientos predominantes
del NE y SO con promedios anuales de 7 y 14 kmh-' respectivamente. La descarga media
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anual de agua es de unos 5.000 m3 s -, con registros minimos y maximos de 434 y 29730
m3 s ' respectivamente (Bordet et al., 2017). Se presenta como un ambiente dendritico
con multiples brazos, con dos subunidades diferenciadas. Una zona central que abarca

el 70 % de la superficie total y cinco brazos laterales con caracteristicas distintas. Es

un cuerpo de agua eutréfico (O'Farrell et al., 2012; Bordet et al., 2017) y en cuanto al
fitoplancton, las cianobacterias de identificada toxicidad dominan principalmente en los
sitios brazos (arroyos laterales del embalse), representados por especies de Microcystis sp.
y Dolichospermum sp. En el cauce principal, con un aporte significativo en la abundancia,
se encuentran presentes especies de las clases diatomeas, algas verdes, dinoflagelados
(Quirds y Luchini, 1983; De Le6n y Charlar, 2003; Bordet et al., 2017). Este sistema tiene
multiples propésitos: produccién de energia, agua potable y actividades recreativas, estas
ultimas afectadas recurrentemente por floraciones de cianobacterias.
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FIGURA 1. Mapa del Embalse Salto Grande y ubicacién de los sitios de muestreo en el rio
Uruguay, aguas debajo de la presa.
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Disefio de muestreo

Las muestras analizadas se obtuvieron del programa de monitoreo sobre la calidad
ambiental del embalse que la Comisidn Técnica Mixta de Salto Grande desarrolla desde
el 2007 dentro de su Plan de Sustentabilidad Ambiental. Dicho programa tiene un enfoque
ecoldgico y sanitario vinculado con las floraciones algales, con énfasis en cianobacterias
en el embalse de Salto Grande.

Se procesaron 104 muestras de agua de superficie de acuerdo con las directrices
de la Norma UNE 15204:2006 (Asociacion Espafiola de Normalizacién y Certificacién, 2006)
en su apartado 6; distribuidas en 17 sitios, comprendidos en sitios tipo litoral (playa)
y canal (cauce principal y tributarios), en el eje NSy EO, desde la cabecera del embalse
préximo a las ciudades de Monte Caseros (Argentina) y Bella Unidn (Uruguay) y a unos
2000 m aguas abajo de la represa, en el rio Uruguay (ver Figura 1). Las muestras se
tomaron con una frecuencia semanal en época calida (estival) y mensual en época fria
(invernal), durante el periodo 2021-2023.

Para el registro de las condiciones en las que se realizé el estudio, se determinaron
in situ variables fisicoquimicas mediante sonda multiparamétrica YSI DSPro en los
sitios de muestreo, con su correspondiente geolocalizacion. Los datos hidrolégicos
y meteorolégicos fueron proporcionados por el Area de Hidrologia de la Comisién Técnica
Mixta de Salto Grande.

Equipos

Para el andlisis de rutina del fitoplancton y las mediciones del volumen celular

y filamentoso se empleé un microscopio éptico invertido Nikon Eclipse TS100.

Los aumentos utilizados en la validacién fueron: 40x,100x, 400x, 600x; una camara
LANE optical technologies y el software Pixit Pro.A'y Micrometric SE Premium 4, el
cual se calibré mediante portaobjetos micrémetro de calibracién y micrémetro ocular
(Cabrera et al., 2008). Se emplearon camaras de sedimentacién de Uterméhl segin

la Norma 15204:2006 (Asociacién Espafiola de Normalizacién y Certificacidn, 2006) en
su apartado 5y, material in vivo fijado con Lugol, de los diferentes sitios del embalse.

Taxonomia, identificaciéon y mediciones

Por el interés de vigilancia sanitaria ante la produccién de cianotoxinas en el embalse

de Salto Grande, la identificacién para cianobacterias se realiz6 a nivel de especies,
considerando la presencia, forma y tamafio de atributos morfoldgicos siguiendo

a Komarek y Anagnostidis (1999; 2005) y Komarek (2013). La identificacién taxonémica

de C. furcoides, especie formadora de floraciones en el embalse, se llevé a cabo seguin

las descripciones de Calado y Larsen (1997) y Popovsky y Pfiester (1990). Para el resto

de los individuos observados se llegé a nivel de género siguiendo el criterio de Bourrelly
(1966, 1968, 1970); Parra y Bicudo (1995). Una submuestra de especimenes de las muestras
y registro fotografico fueron conservados y permanecen en el laboratorio de Quimica

Ambiental (QA), para referencia de los analistas y como archivos para estudios posteriores.
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Las estimaciones del biovolumen se realizaron a nivel celular, filamentoso y colonial,
y para dichos calculos se trabaj6 con 9 formas geométricas descritas por la Norma UNE-
EN 16695:2016 (Asociacién Espafiola de Normalizacién y Certificacién, 2016) en su Anexo
A, de acuerdo con cada taxodn (esfera, esferoide, cilindro, cilindro eliptico, prisma rémbico,
esferoide alargado, huso, elipsoide y didmetro de la cintura para Ceratium) (Ver Tabla 1).
Cuando una figura geométrica asignada no se ajust6 al volumen efectivo, el resultado
se multiplicé por un “factor de correcciéon” de la forma geométrica para estimar de
modo preciso el volumen, en base a un listado de taxones establecidos con las formas
geomeétricas, factor de correccién y factor de dimensién oculta (Napidrkowska-Krzebietke
y Kobos, 2016; Asociacion Espafiola de Normalizacién y Certificacion, 2016).

TABLA 1. Asignacion segun la taxa del nivel de organizacion, la forma geométrica
y su féormula correspondiente para el calculo de medidas lineales requeridas y célculo
del volumen.

Taxon de fitoplancton Nivel de organizacion Forma geométrica I TE]

1- Cyanobacteria

Microcystis aeruginosa Célula Esfera V=m/6-d3
Microcystis wesenbergii Célula Esfera V=1/6-d3
Dolichospermum spiroides Célula Esfera V=1/6-d3
Dolichospermum circinale Célula Esfera V=1/6-d3
Dolichospermum planctonicum Célula Esferoide V=m/6-d2-h
Aphanocapsa sp. Célula Esfera V=1/6-d3
Merismopedia sp. Célula Esfera V=1/6-d3
Pseudanabaena sp. Célula Cilindro V=m/4-d2-h
Oscillatorialles, no definida Filamento Cilindro V=m/4-d2-h
Raphidiopsis sp. Filamento Cilindro V=m/4-d2-h

2- Bacillariophyceae

Aulacoseira granulata Célula Cilindro V=m/4-d2-h

Aulacoseira granulata var.

angustissima Célula Cilindro V=m/4-d2-h

Melosira sp. Célula Cilindro V=m/4-d2-h
Surirella sp. Célula Cilindro eliptico o1 V=m/4-d,-d,-h
Synedra sp. Célula Cilindro eliptico o2 V=m/4-d;-d,-h
Gyrosigma sp. Célula Cilindro eliptico Fo3 V=m/4-di-d,-h
Nitzschia sp. (varias) Célula Prisma rombico Fc. Fo4 V=1/2-d,-d, h
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Taxon de fitoplancton

3- Chlorophyceae

Nivel de organizacién

Forma geométrica

Férmula

Chlamydomonas sp. Célula Esfera V=m/6-d3
Pandoria sp. Célula Esferoide alargado V=m/6-d2-h
Eudorina sp. Célula Esfera V=m/6-d3

Cosmarium sp. Célula Elipsoide Fo4 V=m/6-d;-d2-h
Closterium sp. Célula Huso V=2/15-mt-d2-h
Scenedesmus sp. Célula Esferoide V=m/6-d2-h
Actinastrum sp. Célula Huso V=2/15-mt-d2-h
Desmodesmus sp. Célula Esferoide V=m/6-d2-h
Spirogyra sp. Célula Cilindro V=m/4-d2-h
4- Dinophyceae
Ceratium sp. Célula Dia’r:itre]ttruor:e la V=x-dv
Peridinium sp. Célula Esfera V=1/6-d3
5- Euglenophyceae
Euglena sp. Célula Elipsoide Fos V=m/6-d,-d;-h
6- Cryptophyceae
Cryptomonas sp. Célula Elipsoide Fos V=m/6-d,-d;-h

7- Chrysophyceae

Dinobryon sp. Célula Esferoide V=m/6-d2-h

Fc: factor de correccién de forma geométrica (por 1,15).

Fo; factor de dimension oculta . h=0,89 x d2; 2 h=1,00 x d2; 3: h=0,50 x d2; 4. d2 = 0,60 x d1; 5:

d2=0,80xd1.

Las dimensiones (didmetro y altura) requeridas de las formas geométricas
relevantes se midieron para cada taxén identificado, en base a las medianas de las
medidas. En aquellos organismos que se determiné esfera como forma geométrica,
no se realizaron mediciones en estado de division celular. En base a la variabilidad de

las muestras analizadas, en los organismos formadores de colonias se midieron varias

células de una misma colonia y de varias colonias de diferentes muestras, siendo un
promedio de 13 células por taxén en aquellos muestreos donde estuvieron presentes.
En las filamentosas (Raphidiopsis spp. y Oscillatoriales spp.) se midi6é un promedio

de 10 fragmentos de filamentos de una longitud fija (100pm) en cada muestreo.

En Dolichospermum spp., se midieron en promedio 15 células por filamento y de varios
filamentos de diferentes muestras segtin la Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociacién
Espafiola de Normalizacién y Certificacidn, 2016), en su apartado 6.4y 6.3.
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Caracteristicas de funcionamiento del método

Se seleccionaron para la validacion del método los siguientes parametros de
funcionamiento: Iimite de deteccién cuantitativo y 6ptico, repetibilidad (error estandar
e intervalos de confianza), reproducibilidad e incertidumbre estandar de la medicion.

En relacion con el limite de deteccién cuantitativo y el limite de deteccién 6ptico,
fueron calculados mediante los criterios establecidos en la Norma UNE-EN 15204:2006
(Asociacion Espafiola de Normalizacidn y Certificacién, 2006) en su apartado 7.3.2.3.

El limite de deteccién se determiné mediante estadisticas de Poisson, calculandolo

a partir del nimero de determinaciones con probabilidad de P = 0,95 (-In 0,05) para
cada volumen de camara de sedimentacion. Siendo el valor mas restrictivo alcanzado
para la cdmara de 25 ml, en donde se obtiene la minima unidad de medida cuantificable
igual a 1 cel-individuo/ml. A partir de este valor de 1 cel-individuo/ml y en funcién

de cada forma geomeétrica se realizé el calculo del biovolumen para las diferentes

taxas estudiadas, ningun valor de biovolumen calculado por la minima medida de
cuantificacion superd 1 mm3/L. A su vez se corrobora el valor de 1 mm3/L como menor
valor de referencia establecido en la Organizacién Mundial de la Salud (Chorus y Welker,
2021), para los niveles de vigilancia sanitaria, por lo que el valor obtenido del 1 mm3/L
como limite de cuantificacién es apto para el uso normativo.

Para el estudio de repetibilidad se realiz6 el calculo de error estandar y limites de
confianza (con un intervalo de confianza de un 95 %) para cada taxa identificada, basados
en la definicion del grado de cercania entre los resultados obtenidos en sus sucesivas
mediciones realizadas en las mismas condiciones de medidas como lo establece la
Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociacidn Espafiola de Normalizacién y Certificacidn, 2016)
en su apartado 6.3.

La reproducibilidad se obtuvo mediante la precisién intermedia, concepto que refiere
a la variabilidad observada en un conjunto de mediciones realizadas dentro de un mismo
laboratorio, pero bajo condiciones ligeramente diferentes, como pueden ser distintos
dias, diferentes operadores, diferentes equipos o variaciones ambientales.

Desde una perspectiva metroldgica y estadistica, la precisién intermedia integra dos
componentes clave: |a repetibilidad (o repetitividad) y la reproducibilidad. La repetibilidad
(Sr) se refiere a la variabilidad entre mediciones obtenidas por el mismo operador bajo
condiciones constantes, mientras que la reproducibilidad (SRw) refleja la variabilidad
entre mediciones realizadas por diferentes operadores o en diferentes condiciones.

La precision intermedia se calcul6 a través de la siguiente ecuacion:

Si=+/(Sr2+ SRw?)

Donde:

Si es la precision intermedia.

Sres la desviacién estandar de la repetibilidad, calculada a partir de la variabilidad
de las mediciones realizadas repetidamente por un solo operador en condiciones
controladas.
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SRw es la desviacion estandar de la reproducibilidad, calculada a partir de la
variabilidad de las mediciones realizadas por diferentes operadores o en condiciones
variadas de equipos o tiempos.

Este parametro es crucial para evaluar la confiabilidad de un método de medicién
en situaciones reales, ya que proporciona una estimacion de la variabilidad que
puede esperarse cuando se utiliza el mismo procedimiento en condiciones que no son
completamente constantes. En este estudio, la precisién intermedia se evalu6 a través
de la realizacion de mediciones con dos analistas en distintas condiciones de medida,
tales como diferentes tiempos, localizaciones, instrumentos y software, con un total de
36 mediciones por analista. La variabilidad observada en estos estudios permite inferir
la robustez y confiabilidad del método de medicion en condiciones reales y variadas
(Magnusson et al., 2017).

El criterio de aceptacion no se encuentra establecido en la Norma UNE-EN 16695:2016
(Asociacion Espafiola de Normalizacidn y Certificacién, 2016), no establece el criterio de
aceptacion para la reproducibilidad, por lo que en este trabajo nos basamos en Lund et al.
(1958), que establece para un nivel de significancia del 95 % un valor inferior al 20 %.

La estimacion de la incertidumbre estandar técnica de la medida en pm (micrémetro),
se analizé utilizando la componente del limite de la reproducibilidad intralaboratorio
segun la definicién expresada en la Norma ISO 3534-2:2006 (International Organization
for Standarization, 2006) apartado 3.3.10 y 3.3.11, para dos taxa dominantes y de
interés en el monitoreo de vigilancia sanitaria del embalse por su identificada toxicidad
(Microcystis aeruginosa y Dolichospermum sp.). Por un lado, se realizé la prueba de
analisis de varianza (ANOVA) para conocer el comportamiento de distribucion de los
datos obtenidos, como el de homocedasticidad, estableciendo como fuentes de variacién
los siguientes factores: analistas, periodo de tiempo, equipos, abundancia y sitios de
estudios, como lo establece la Norma ISO 5725-3:2023 (International Organization for
Standarization, 2023) en su apartado 6.2.2.

El limite de reproducibilidad intralaboratorio fue calculado de acuerdo a lo definido
en la Norma 5725-6:1994 (International Organization for Standarization, 1994), apartado
4; de la siguiente forma: R =t * V2 * oR, en donde t es el valor de Student de dos colas
con v (grados de libertad) igual a 30 para los datos obtenidos para Microcystis aeruginosa
y, v =52 para Dolichospermum sp.; con un nivel de confianza del 95 % y la desviacion
estandar relativa medida bajo las condiciones de reproducibilidad (oR) para Microcystis
aeruginosa y Dolichospermum sp. Por otro lado, la incertidumbre expandida U fue
calculada como el multiplo de la reproducibilidad por un factor de cobertura K = 2, con
un nivel del 95 % de confianza de acuerdo a lo establecido en la Norma ISO 21748:2017
(International Organization for Standarization, 2017b), en su apartado 6.1y 6.2.

RESULTADOS
Composicién taxonémica

Una vez establecida la metodologia, se presentan los resultados sobre los taxones de
fitoplancton. Se determinaron 31 taxa de organismos fitoplancténicos, identificados en
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muestras del embalse de Salto Grande; de los cuales 10 pertenecen a Cyanobacteria,
7 a Bacillariophyceae, 9 a Chlorophyceae, 2 a Dinophyceae, 1 a Euglenophyceae, 1a
Cryptophyceae y 1 a Chrysophyceae.

FIGURA 2. Imagenes de algunos organismos del fitoplancton formadores de floraciones en
el embalse de Salto Grande. Microcysistis wesenbergii (10x), Dolichospermum circinale (10x);
Aulacoseira granulata (10x) y Ceratium furcoides (10x).

Parametros de desempeiio

Con respecto a los parametros de desempefio, el limite de deteccién cuantitativo
calculado fue de 1 mm3/L para todas las taxa y el limite éptico, de 2 pm.

El error estandar calculado para los 31 taxones medidos estuvo por debajo del valor
del 10 %, en un 87 % (n: 27) y un 13 % (n: 4) igual o mayor a un error estandar de 15 %,
con un maximo de 16,1 %. Estos resultados se encuentran asociados a la medicién de la
cantidad células/individuos, su variabilidad de tamafio, y su frecuencia en el ambiente. A
su vez se calcularon los respectivos intervalos de confianza para los 31 taxones, con un
nivel de probabilidad del 95 %, (p: 0,05) (Tabla 2).

ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2025, N.° 29 (e676)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

86


https://orcid.org/0000-0003-3650-8642
https://orcid.org/0000-0001-5563-0665
https://orcid.org/0000-0003-4180-5449
https://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/article/view/676

VIDAL, BORDET, ANDRADE

VALIDACION DE UNA METODOLOGIA PARA ESTIMAR EL BIOVOLUMEN DE FITOPLANCTON...

DOI: 10.26461/29.01

TABLA 2. Resultados promedio de la estimacion de la biomasa, expresados en unidades
de volumen celular (um3) obtenidos para cada taxén, error estandar porcentual segun la
Norma (<10 %), cantidad de células/individuos medidos (n) e intervalo de confianza.

Taxon

de fitoplancton

1- Cyanobacteria

Volumen
promedio (pm3)

orel

(%)

ZZ;%ZZ 54 93,0 56 1200 829 1032
'x;io:ﬁ';” 6,0 115,38 56 120 | 1031 1286
Z;’ilr'zz;’;perm”m 7,9 264,6 33 1030 247,7 281,5
ng;’;‘;:perm”m 9,4 494,5 54 1090 442,1 547,0
,ff;f,i’lﬁf,’ffjﬂ”m 81 11 387,3 34 1310 3615 4131
Aphanocapsa sp. 3,0 14,26 9,6 | 13,0 11,58 16,9
Merismopedia sp. 3,1 16,06 1,9 | 20,0 15,5 16,7
Sesfcizlgfﬁ"”es’ no 6,0 100,0 319‘:]f12ff|10° 10,2 400 25548 | 38345
Pseudanabaena sp. 1,7 2,4 5,50 54 | 30,0 4,9 6,1
Raphidiopsis sp. 3,0 100,0 1759,71/100 ym fil| 9,1 | 30,0  624,0 895,4
2- Bacillariophyceae
Aulacoseira granulata 9.1 35,9 2503,1 54 | 61,0 2492,5 2766,8
CZ;”;Z;‘ZST Zgg";"’"m 53 305 666,7 52 250 6565 735,0
Melosira sp. 19,6 207 6515,7 54 530 65050 & 72069
Surirella sp. d1: 116,46 d2: 45,93 40,9 1862644 | 154 10,0 | 1862342 | 2425469
Synedra sp. d1:2736d2:84 | 84 173833 10,0 260 | 176377 = 219932
Gyrosigma sp. d1:1025d2: 143 | 14,3 16476,4 648 90 1646373 185704
Nitzschia'sp. (varias) | d1:132,5d2:8,4 | 4.2 2683,6 80 | 29 | 266790 31054
3- Chlorophyceae
Chlamydomonas sp. 9,2 450,51 16,1 17,0 307,9 592,9
Pandoria sp. 12,7 14,0 1263,86 78 240 10718 | 14559
Eudorina sp. 55 153,92 100 160 | 1098 198,1
Cosmarium sp. d1:50,0d2:300 | 569 = 47437,06 80 | 17,0 | 400186 548556
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Taxén Volumen orel
de fitoplancton promedio (pm3) (%)
Closterium sp. 2,5 61,5 176,67 156 | 11,0 | 122,78 230,6
Scenedesmus sp. 6,2 26,5 609,58 10,2 | 28,0 460,7 758,5
Actinastrum sp. 2,91 379 133,09 68 | 12,0 115,5 150,7
Desmodesmus sp. 6,0 16,3 362,65 10,0 | 28,0 262,5 462,8
Spirogyra sp. 16,6 264,0 52810,82 15,0 | 3,0 | 3272441 68377,6

4- Dinophyceae

Ceratium sp. 48,3 37289,47 6,3 | 36,0 | 326824 41896,6

Peridinium sp. 21,5 5175,84 82 | 60 4345,2 6006,5

5- Euglenophyceae

Euglena sp. d1:10,4d2:83 | 46,8 2151,2 73 | 13,0 | 18436 2458,9

6- Cryptophyceae

Cryptomonas sp. d1:12,93d2: 10,35 | 27,2 2183,94 10,5| 27,0 | 17291 2638,8

7- Chrysophyceae

Dinobryon sp. 56 11,7 202,64 9,8 | 24,0 163,6 241,7

d: mediana de los diametros medidos en los “n”, respectivos de cada taxdn.
h: mediana de las alturas medidas en los “n”, respectivo de cada taxon.
orel (%): error estandar porcentual.

n: numero de cel/individuos medidas correspondientes al taxén.

x;: limite inferior del intervalo de confianza al 95 %.

X: limite superior del intervalo de confianza al 95 %.

El calculo del parametro reproducibilidad experimental del método fue del 10 % con
una cantidad de 72 medidas, en condiciones diferentes de andlisis.

El valor calculado de la estimacion de incertidumbre intralaboratorio para el rango
de las medidas en pm del diametro celular para Microcystis aeruginosa fue de 12 % y para
Dolichospermum sp., del 8 % (Tabla 3).
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TABLA 3. Resumen de los resultados de la estimacion de la incertidumbre a partir del
limite de la reproducibilidad intralabortatorio.

Desviacion
Cantidad de Grados tde estandar
Tax6n de determinaciones de libertad Students relativa

Limite de Incertidumbre
Reproducibilidad Expandida
* (%) ** (%)

Cianobacterias (%)

‘ Dolichospermum sp 53 52 2,0066 1,47 4,16 8
Microcystis 31 30 2,0423 | 211 6,09 12
aeruginosa

(*) El limite de reproducibilidad intralaboratorio fue calculado de la siguiente forma:

R = t*V 2*GR, en donde t es el valor de Student de dos colas con v (grados de
libertad) igual a 30 para los datos obtenidos para Microcystis aeruginosa y v = 52 para
Dolichospermum sp., con un nivel de confianza del 95 %; y oR es la desviacién estandar
relativa medida bajo las condiciones de reproducibilidad para Microcystis aeruginosa 'y
Dolichospermum sp.

(**) Incertidumbre expandida U: intervalo de incertidumbre se encuentra
representado por un factor de cobertura K = 2, con un nivel del 95 % de confianza.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron validar y establecer los pardmetros
de desempefio del método de estimacién de biovolumen de fitoplancton desarrollado
en el laboratorio, contribuyendo al control y precision del proceso metodoldgico,
incorporando el aseguramiento de la calidad en la estimacién de la variable biovolumen.
Se trata de la primera vez que se utiliza una norma como la UNE 14996:2007
(Asociacion Espafiola de Normalizacion y Certificacién, 2007) para verificar la calidad de
los datos ecolégicos obtenidos del medio ambiente acuatico en la gestién ambiental
del embalse, la cual esta disefiada para completar aquellas que indican directrices
generales sobre el aseguramiento de la calidad como la Norma ISO 17025:2017
(International Organization for Standarization, 2017a). Con este método validado se
logra disponer de la mejor variable para lograr de forma estandarizada y 4gil un método
que ha mostrado ser éptimo para el analisis cuantitativo del fitoplancton en el embalse,
siendo Util en diferentes dmbitos: monitoreo de la calidad del agua (Hoehn et al., 1998),
estudios ecoldgicos funcionales (Reynolds et al., 2002) y clasificacién y modelizacién
de ecosistemas como lo menciona la Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociacion Espafiola
de Normalizacién y Certificacién, 2016) en su apartado 0 (Introduccién). Ademds, su
aplicacion en la identificacion de floraciones de cianobacterias y su toxicidad resulta clave
para la vigilancia sanitaria (Bonilla y O'Farrell, 2023), porque es la variable que mejor
refleja la contribucion de las cianobacterias a la biomasa del fitoplacnton, considerando
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especialmente que estas son la clase dominante del fitoplancton en el embalse durante
épocas calidas con reconocida toxicidad (Chalar et al., 2002; Bordet et al., 2017).

La incorporacion de biovolumen como indicador ecoldgico, estimado mediante
metodologia basada en las especificaciones de la Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociacion
Espafiola de Normalizacién y Certificacién, 2016), facilita una evaluacién precisa y
reproducible del estado ecoldgico del sistema acuatico y, es una mejora significativa
frente a mediciones tradicionales en monitoreos de rutina de empresas potabilizadoras
y organismos de control de la calidad del agua para uso recreativo (clorofila a, o
densidad de organismos o células), que podrian subestimar la diversidad y biomasa del
fitoplancton. Este enfoque refuerza la importancia del esfuerzo en integrar el uso de
estimaciones de biovolumen propias (a distintos niveles de organizacion y objetivos),
evitando la extrapolacién de datos de otros ecosistemas que podria introducir sesgos en
la evaluacién de la biomasa (Olenina et al., 2006); influyendo en la alerta temprana sobre
los riesgos sanitarios asociados.

Por esta razén, la incorporacién de la medida de la incertidumbre, segun lo propuesto
por la Norma UNE 14996:2007 (Asociacién Espafiola de Normalizacién y Certificacion,
2007) en su apartado 10, asegura que los resultados sean consistentes y comparables
internacionalmente respecto a valores guias de la calidad del agua.

La estimacion de la incertidumbre intralaboratorio desarrollada en este trabajo
persiguié conocer la validez de las mediciones realizadas y la estimacién de incertidumbre
segun la significacion estadistica de los resultados. Si bien fue calculada a partir del limite
de la reproducibilidad, factor que nos brinda informacion sobre la precisién intermedia
de la metodologia de medida; es de gran aporte para garantizar la calidad de los datos
generados, sobre todo cuando se carece de ensayos de interlaboratorios accesibles y
desarrollados en la region.

La estrategia de trabajar integrando las medidas a nivel de especies y géneros fue
adoptada en funcién de los recursos disponibles (habilidades técnicas avanzadas, costos y
tiempo del andlisis), y el contexto ecoldgico del embalse (recurrentes floraciones estivales
de cianobacterias, y multiples usos). Dentro de este enfoque balanceado, combinando
ambos niveles de identificacion, se obtuvieron detalles especificos como una comprensién
general de las comunidades de fitoplancton en la gestion.

El analisis basado en biovolumen identificé tres grupos algales principales:
Cyanophyta, Chlorophyta y Bacillariophyceae, que representaron aproximadamente el
100 % de la biomasa en la mayoria de las muestras. Esto es consistente con registros
histéricos del embalse tanto en el cauce principal, los brazos, como en distintas
estaciones (estival e invernal) y profundidades (Chalar et al., 1993; De Le6n y Chalar, 2003;
Bordet, 2004; O'Farrell et al., 2012; Izaguirre et al., 2018; Bordet et al., 2017) y comparable
con estudios de otros lagos donde el biovolumen es un indicador clave para la gestion
ambiental (Canfield et al., 2019).

Para los taxones de cianobacterias de importancia sanitaria por su produccién de
toxinas, como Microcystis aeruginosa y Dolichospermum spp., los volimenes celulares
obtenidos se alinean con valores reportados previamente (Bonillay O'Farrell, 2023;
Chorus y Welker, 2021), con ligeras variaciones que reflejan las condiciones especificas
del embalse. De manera similar, en Bacillariophyceae, Aulacoseira granulata mostré
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volumenes celulares con alta precision (5,3 %) y resultados superiores a los reportados
en otros estudios (Olenina et al., 2006; Reyes Motavita et al., 2023).

Ademads, se registré una presencia de Dinophyceae en las estaciones de muestreo
del embalse. El caso de Ceratium furcoides, especie registrada con alto biovolumen
(Bordet et al., 2017), mostré un volumen similar al de otros estudios con un error estandar
menor al 10 %; lo que refleja una precisién mejorada para la estimacién de su biomasa
(Napiorkowska-Krzebietke y Kobos, 2016). No obstante, se reconoce la necesidad de
establecer lineas futuras de trabajo que integren el analisis a nivel de especies en lugar
de género, lo cual brindaria estimaciones mas precisas del biovolumen y podria influir
significativamente en las evaluaciones de biomasa.

En conclusién, el método validado ofrece una herramienta confiable para la
estimacion del biovolumen de fitoplancton en el embalse con caracteristicas subtropicales,
cumpliendo con las normativas internacionales de calidad. Su aplicacién tiene un impacto
positivo en la gestién ambiental, pudiendo ser incluido en un protocolo operativo
estandar para facilitar su adopcién en la vigilancia sanitaria, posicionandolo como una
metodologia replicable y valiosa para el estudio y la gestion de ecosistemas acuaticos.
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RESUMEN

La creciente urbanizacién desordenada de la faja costera y la falta de tratamiento o
saneamiento adecuados de las aguas residuales han producido un incremento de

la carga de contaminantes fecales en las aguas que derivan a las playas recreativas,
poniendo en riesgo la salud de los/las usuarios/as. Los monitoreos de calidad de agua
evaltian la abundancia de microorganismos de origen intestinal y las normativas que
establecen los indicadores, los valores maximos permitidos (VMP) y la forma de muestreo
varian entre paises y regiones. El objetivo de este trabajo es brindar insumos para la
revision de las normativas actuales de Uruguay y recomendaciones para la gestion de
esta contaminacion. Para ello, se realizé una revisién bibliografica de las normativas
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nacionales (histdrica), regionales (11 paises) e internacionales sobre contaminacién fecal
en playas recreativas (dulces y marinas). A nivel internacional, se utiliza una diversidad de
indicadores para evaluar la calidad de playas, siendo la abundancia de enterococos y de
Escherichia coli los mas utilizados en el hemisferio norte, y los coliformes fecales, a nivel
regional y nacional. La normativa uruguaya no ha sido actualizada desde hace mas de 45
afios, es la mas antigua de las relevadas en el continente y una de las mas permisivas con
la contaminacion fecal. En este sentido, se sugiere una actualizacién, manteniendo los
indicadores actuales y sumando otros como la E. coli y los enterococos, y disminuyendo
sus VMP para preservar la salud ecosistémica y proteger la salud de la poblacién.
Palabras clave: indicadores bacteriol6gicos, reglamentos, calidad de agua en playas.

ABSTRACT

The increasing urbanization of the coastal strip and the lack of adequate wastewater
treatment or sanitation have led to an increase in the load of fecal contaminants in the
waters flowing into recreational beaches, putting the health of beachgoers at risk. Water
quality monitoring assesses the abundance of microorganisms of intestinal origin, and
the regulations establishing indicators, maximum allowable values (MPVs), and sampling
methods vary among countries and regions. The objective of this paper is to provide
input for the review of current regulations and recommendations for the management
of this contamination in Uruguay. To this end, a bibliographic review of national (historic
revision), regional (11 countries), and international (OMS, EPA) regulations regarding
fecal contamination in recreational beaches (freshwater and marine) was conducted.
Internationally, a variety of indicators are used to assess beach quality, with enterococci
and Escherichia coli abundance being the most commonly used in the northern
hemisphere, and fecal coliforms at regional and national level. Uruguayan regulations
have not been updated for more than 45 years. They are the oldest regulations on the
continent and one of the most permissive regarding fecal contamination. Therefore, we
suggest updating Uruguay’s regulations, maintaining the current indicators, adding
others such as E. coli and enterococci and decreasing their MPVs in order to preserve
ecosystem health and protect the health of the population.

Keywords: bacteriological indicators, regulations, water quality on beaches.

RESUMO

A crescente urbanizacdo da faixa costeira e a falta de tratamento ou saneamento
adequado de aguas residuais tém levado ao aumento da carga de contaminantes

fecais nas aguas que desaguam nas praias recreativas, colocando em risco a saude dos
frequentadores das praias. O monitoramento da qualidade da dgua avalia a abundancia
de microrganismos de origem intestinal, e as requlamentac¢des que estabelecem
indicadores, valores maximos permitidos (VMPs) e métodos de amostragem variam
entre paises e regides. O objetivo deste trabalho é fornecer subsidios para a revisdo das
regulamentacdes para Uruguai e recomendacdes atuais para o gerenciamento desta
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contaminacdo. Para tanto, foi realizada uma revisdo bibliografica das requlamentagdes
nacionais (histdrica), regionais (11 paises) e internacionais referentes a contaminacao
fecal em praias recreativas (de dgua doce e marinhas). Internacionalmente, diversos
indicadores sdo utilizados para avaliar a qualidade das praias, sendo a abundancia de
enterococos e Escherichia coli os mais utilizados no Hemisfério Norte, e a de coliformes
fecais, em nivel regional e nacional. A regulamentacdo uruguaia ndo é atualizada ha
mais de 45 anos; é a mais antiga do continente e uma das mais permissivas em relacdo a
contaminacdo fecal. Nesse sentido, sugere-se uma atualiza¢do, mantendo os indicadores
atuais e adicionando outros, como E. coli e enterococos, e reduzindo seus MPVs para
preservar a saude do ecossistema e proteger a satde da populagdo.

Palavras-chave: indicadores bacterioldgicos, regulamentacdes, qualidade da agua nas praias.

INTRODUCCION

El aumento de la poblacién en zonas costeras, asociado a un ordenamiento territorial no
planificado en los balnearios turisticos, genera presiones en las playas cuando los residuos
y las aguas servidas no son tratadas adecuadamente (Nelson Rangel-Buitrago et al., 2024).
La contaminacién puntual suele surgir de las descargas fluviales o del transporte maritimo;
sin embargo, las principales fuentes de contaminacién difusa en las zonas costeras son

el vertimiento de aguas residuales (OMS, 2003) y el saneamiento deficiente o inexistente
(Bartram y Rees, 2000; Sardifias et al., 2006; Campos-Pinilla et al., 2008).

Los problemas de salud mas frecuentes, generados por contaminacion fecal, estan
asociados a infecciones digestivas como la gastroenteritis (OMS, 2003); enfermedades
respiratorias genéricas o febriles (Pruss, 1998); enfermedades respiratorias del tracto
superior (dolor de garganta, tos, secrecion nasal, frio o fiebre); erupciones e infecciones
oculares y de oidos (Pruss, 1998; Fleisher et al., 1998; Haile et al., 1999; McBride et al., 1998;
Wade et al., 2008). La posibilidad de contraer estas enfermedades depende del grado
de la contaminacién del agua (Pike et al., 1990), de la frecuencia y forma de exposicién
(directa: deportes acudticos, o indirecta: caminata, pesca) y de la sensibilidad de los/las
usuarios/as (menores, inmunocomprometidos y adultos mayores) (OMS, 2003, Cabelli
et al., 1979; Sanborn y Takaro, 2013).

Para evaluar la calidad bacteriolégica del agua se utiliza la abundancia de bacterias
indicadoras de contaminacidn fecal (FIB por su sigla en inglés) (Bentancor et al., 2023).

En general, las FIB no son los agentes causantes de enfermedades, salvo excepciones
(algunas cepas de Escherichia coli), pero se asume que se comportan de manera similar a
los patégenos derivados de las fecas (Shigella spp., Salmonella spp., Campylobacter spp.,
E. coli, (Hendricks y Pool, 2012)) y, por lo tanto, son indicadoras de estas. Las abundancias
de coliformes totales (CT), coliformes fecales (CF), E. coli y enterococos son los indicadores
de calidad microbiolégica mas utilizados (Figura 1).
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BACTERIAS INDICADORAS DE CONTAMINACION FECAL

Escherichia
Klebsiella

Citrobacter
Enterobacter

Streptococcus spp.

FIGURA 1. Principales grupos de bacterias indicadoras de contaminacién fecal (FIB) en
aguas recreativas dulces y marinas utilizados a nivel global. Los circulos de colores
representan los grupos principales de bacterias. En azul: CT (coliformes totales), los cuales
incluyen a los CF (coliformes fecales) y a cuatro géneros de la familia Enterobacteriaceae
(Escherichia, Klebsiella, Citrobacter y Enterobacter). En verde: Enteroccocus faecium y
Enteroccocus faecalis, y Streptococcus spp. Fuente: elaboracion propia.

El marco normativo sobre calidad de agua respecto a contaminacién fecal es un
conjunto de normas y estandares que determinan los valores maximos permitidos (VMP)
de determinados indicadores en relacién con los usos de los sistemas acuaticos, con el
fin de garantizar la salud ecosistémica y humana. En Uruguay, la normativa respecto a
la calidad del agua se mantiene sin actualizaciones desde hace varias décadas, mientras
que la calidad del agua en playas disminuye notoriamente (Bonilla et al., 2015; Kruk et al.,
2018; Kruk et al., 2023). El objetivo de este trabajo es brindar insumos para la revision
de las normativas actuales en Uruguay y recomendaciones para la gestion de esta
contaminacién con el fin dltimo de contribuir a la disminucién de los riesgos sanitarios
asociados a la contaminacion fecal.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé una revisién y un andlisis de las principales normativas nacionales, regionales e
internacionales referentes a contaminacion fecal en playas recreativas (dulces y marinas)
con el objetivo de proponer recomendaciones para la gestién de esta problematica. La
revision de normativas implicé la busqueda en paginas web oficiales de instituciones

de gobierno y organizaciones internacionales. I) A nivel internacional se sistematizaron
las recomendaciones propuestas por los organismos referentes, como la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), la Unién Europea (UE) y las agencias encargadas de la
protecciéon ambiental en Estados Unidos (US EPA), Canada (Health Canada) y Australia. II)
A nivel regional fueron incluidas normativas de 11 paises de América Latina y el Caribe
(Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Cuba, Ecuador, México, Peru, Republica
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Dominicana y Venezuela). III) Finalmente, a nivel nacional fue revisada la evolucién
histérica del marco legal mediante el analisis de planes, convenios, leyes, decretos y
resoluciones contenidos en el sitio web oficial del Ministerio de Ambiente (Ex Ministerio
de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente: MVOTMA).

RESULTADOS
Guias de organismos internacionales y normativas regionales

Existe variabilidad en el tipo de indicador utilizado y en los niveles maximos de FIB
permitidos en aguas destinadas a usos recreativos (Tabla 1). Las FIB mas utilizadas son

los CT, CF, estreptococos fecales, enterococos y E. coli. A nivel internacional (OMS, UE, US
EPA, Australia y Canada), los indicadores de contaminacién fecal mas recomendados son

la abundancia de E. coli y enterococos. La literatura que se utiliza para justificar que los
enterococos, ahora separados en dos géneros (Streptococcus y Enterococcus), son mejores
indicadores que los CF en agua marina se remite al afio 1967. Esta no se basa en que

los enterococos sobreviven mas en agua marina, sino que los CF se multiplican en agua
marina y los enterococos no, manteniendo nimeros estables, y mueren luego de 2 a 3 dias
(Sinton et al., 1993; Hanes y Fragala, 1967; Hanes et al., 1964). En los paises de la regién
latinoamericana (Costa Rica, Chile, Colombia, Ecuador, Venezuela, Republica Dominicana

y Uruguay) se utilizan exclusivamente CT y CF; mientras que en Argentina se utilizan los
enterococos y E. coli; y en México Unicamente los enterococos. Cuba, Pert y Brasil incluyen
en sus normativas el uso simultaneo de varios indicadores (CF y enterococos).

En general, los analisis se realizan mediante el método tradicional de ensayo en tubos
multiples, que se expresa como el nimero mas probable por cada 100 ml (NMP/100 ml)

o la técnica de filtracién por membrana, expresada en unidades formadoras de colonias
cada 100 ml (UFC/100 ml) (Miner, 2006).

Los cuerpos de agua se clasifican en diferentes categorias de calidad bacterioldgica.
Los organismos internacionales como la OMS o la US EPA definen los VMP en funcién
de estudios epidemioldgicos, que relacionan la frecuencia de enfermedad con la
concentracion de las bacterias indicadoras (Dufour, 1984; Ferley et al., 1989; Pruss, 1998;
Kay et al., 1994; Fleisher et al., 1998; Kay et al., 2001; Kay et al., 2004; Wiedenmann et al.,
2006; Wade et al., 2010). Las aguas recreativas suelen clasificarse segin su aptitud como
excelente, buena, suficiente y mala (OMS, 2018).

Los criterios de evaluacién generalmente emplean el valor de concentracién de FIB en
una muestra de agua puntual y/o mediante la media geométrica, por lo general de cinco
muestras consecutivas en un periodo menor a 45 dias (MG). Otro criterio empleado es
la evaluacién de niveles de cumplimiento porcentuales, por ejemplo, que el 95 % de las
muestras de una playa estén por debajo de un valor especifico, cominmente utilizado a
nivel internacional (OMS, 2018).

Respecto a los VMP puntuales para aguas recreativas, en general la concentracién
de CF de las normativas indica un VMP entre 200 y 2000 UFC/100 ml. La abundancia de
E. coli debe ser menor a 800 UFC/100 ml (de acuerdo con la MG) para ser considerada
satisfactoria; estar entre 0 - 400 UFC/100 ml si la muestra es simple; o ser menor a 900
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UFC/100 ml si se evalta de acuerdo con el percentil 90. Mientras que la abundancia de
enterococos en general debe ser menor a 35 de acuerdo con la MG; menor a 70 0 200
para VMP puntuales; menor a 500 UFC/100 ml (percentil 95), o menor a 330 (percentil 90).

TABLA 1. Principales criterios de evaluacién de contaminacién fecal en agua recreativa
por contacto primario a nivel nacional, regional e internacional. CT (coliformes totales),
CF (coliformes fecales), MG (media geométrica de minimo 5 muestras), UFC (unidades
formadoras de colonias), NMP (nimero mas probable). Las consideraciones indican el

marco de referencia estadistico para interpretar los valores.

ismo/ p :
Orgam’smo Indicador Categoria Consideraciones  Unidad Tipo Referencia
Pais VAL de agua
Organizacién Muy Buena: <40
Mundial de la Buena: 41 - 200 . Dulcey OMS, 2003;
Salud Enterococos Regular: 201 - 500 Percentil 95 UFC/100 ml marina OMS, 2021
(OMS) Mala >500
Excelente: 200 Percentil 95
Buena: 400
Dulce
Suficiente: 330 Percentil 90
Enterococos
Excelente: 100 Percentil 95
Buena: 200 .
Marina
» Suficiente: 185 Percentil 90 L
Unién Europea (Unién Europea,
UFC/100 ml
(Ug) 2006)
Excelente: 500 .
Percentil 95
Buena: 1000
Dulce
Suficiente: 900 Percentil 90
E. coli
Excelente: 250 percentil 95
Buena: 500 .
Marina
Suficiente: 500 Percentil 90
Tasa de enfermedad
Agencia de Enterococos (36/1000): 35 Dulge y
L Tasa de enfermedad marina .
Proteccion (United States
Ambiental de (32/1000): 30 Environmental
MG UFC/100 ml )
los Estados Protection
. Tasa de enfermedad
Unidos Agency, 2012)
(US EPA) E. coli (3671000): 126 Dulce
’ Tasa de enfermedad
(32/1000): 100
<35 MG
Ent Mari
nterococos . arina (Health Canada,
<70 Muestra simple 2012:
Canada UFC/100 ml !
Health Canada
<200 MG 2023)
E. coli Dulce
<400 Muestra simple
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Orgam'smo/ Indicador Categoria Consideraciones  Unidad Tipo LG E N EE]
Pais y valor de agua
(Australia.
Muy Buena: <40 National Health
) Buena: 41 - 200 . Dulcey and Medical
Australia Enterococos Regular: 201 - 500 Percentil 95 | UFC/100 ml marina | Research Council
Mala >500 of Australia,
2008)
33 Marina
Enterococos (Argentina.
Argentina 35 MG UFC/100 ml | Dulce Ministerio de
Salud, 2016)
E. coli 126 Dulce
>
Excelente: <25 |§2 r_n?,loeu/:tgaes
Muy Buena: <50 las 5 semanas
Enterococos Satisfactoria: <100 )
anteriores
No apta: >400 Ultima muestra
>
Excelente: <200 |§2 rﬁ(:/:tfjs
. Muy Buena: <400 las 5 semanas Dulcey )
Brasil E coli Satisfactoria: <800 ! UFC/100 ml marina (Brasil, 2000)
anteriores
No apta: >2000 Ultima muestra
>
Excelente: <250 IEZ r;i(:-_\u/:tg:s
Muy Buena: <500 las 5 semanas
CF Satisfactoria: <1000 )
anteriores
No apta:> 2500 Ultima muestra
(Instituto
Chile cF <1000 Muestra simple | UFC/100 mi | DUICeY | Nacional de
marina | Normalizacién,
1987)
CF 200
’ ) Dulcey .
Colombia Muestra simple | NMP/100 ml marina (Colombia, 1984)
cT 1000
Costa Rica CF 20 - 1000 Muestra simple | NMP/100 ml Dulgey (Costa Rica,
marina 2007)
CF <200 (Oficina
Cuba Muestra simple | NMP/100 ml Dulsey NaC|or?aI de
Estreptococos <100 marina | Normalizacién,
fecales 1999)
CF 200 (Ecuador.
. Dulcey . X
Ecuador Muestra simple | NMP/100 ml marina Presidencia de la
Republica, 2014)
cT 2000
(México.
México Enterococos 100 Percentil 95 | NMP/100 ml | Marina Secretaria de
Economia, 2016)
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Orgam’smol Indicador Categoria Consideraciones  Unidad Referencia
Pais VAL
Enterococos 200
E. coli 0 Dulce
Peru Muestra simple | NMP/100 ml marinZ (Peru, 2017)
CF 200
cT 1000
400 Dulce
CF (Republica
Repblica 400-2000 Marina Dominicana.
Don:)inicana Muestra simple | NMP/100 ml Ministerio de
1000 Dulce |Medio Ambiente,
cT 2012,2012)
1000-10000 Marina
<1000 MG Dulce
Uruguay CF UFC/100 ml . y (Uruguay, 1979)
) marina
<2000 Muestra simple
90% de una
200 serie de
muestras
CF .
consecutivas
400 10% restante Dulce (Venezuela
Venezuela NMP/100 ml marina)ll 1995) !
90% de una
1000 serie de
muestras
cT .
consecutivas
5000 10% restante

Marco legal en Uruguay

De los paises estudiados, Uruguay tiene la normativa de calidad de agua mas antigua

de Latinoamérica, con 46 afios de vigencia creada a través del Decreto 253/79 y decretos
modificativos 232/88, 579/89 y 195/91 (Uruguay, 1979, 1988, 1989 y 1991). Este decreto
determina que el limite de CF en aguas para uso recreativo (clase 2b) no debe superar los
1000 UFC/100 ml en una muestra individual, ni los 500 UFC/100 ml en la MG.

En 1999, la Resolucién s/n (Uruguay, 2005) determiné que todos los cursos y cuerpos
de agua cuya cuenca tributaria sea mayor a 10 km2 se clasifican como clase 3: «aguas
destinadas a la preservacién de los peces en general y de otros integrantes de la flora
y fauna hidrica, o también aguas destinadas al riego de cultivos cuyo producto no se
consume en forma natural o en aquellos casos que siendo consumidos en forma natural
se apliquen sistemas de riego que no provocan el mojado del producto» (Uruguay, 2005).
Por consecuencia, todas las aguas recreativas fueron automaticamente clasificadas
en clase 3 en lugar de 2b, y por ende se ampli6 el VMP de CF a 2000 UFC/100 ml para
muestras simples y a 1000 UFC/100 ml en términos de MG, siendo mas permisivo a la
contaminacion fecal.

En 2008 se constituyd el Grupo de Estandarizacién para Agua (Gesta-Agua, 2008),
coordinado por la ex Direccién Nacional de Medio Ambiente (DINAMA) que inicié una
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Propuesta de modificacion del Decreto 253/79 y modificativos 232/88, 579/89 y 195/91
(Uruguay, 1979, 1988, 1989 y 1991). En un primer borrador, se recomendo el uso de la
abundancia de E. coli y los enterococos (Gesta-Agua, 2008), donde ademas se propuso
una evaluacién anual para clasificar las playas recreativas a partir del promedio de
todas las MG calculadas en la temporada estival. La calidad bacterioldgica del agua
seria entonces clasificada en cuatro categorias: excelente, si el promedio de la MG de la
temporada estival era menor a 250 UFC/100 ml; muy buena entre 250 y 500 UFC/100 ml;
satisfactoria, entre 500 y 1000 UFC/100 ml; y no apta, si el promedio era mayor a 1000
UFC/100 ml. Sin embargo, la propuesta final del afio 2014 del Gesta-Agua (Gesta-Agua,
2014) propuso tanto para la clase 2b como la clase 3 que las concentraciones de CF sean
menores a 1000 UFC/100 ml en términos del valor de la MG de 5 muestras consecutivas
tomadas en un periodo de 45 dias, eliminando el criterio de utilizar los maximos de
muestras individuales.

En 2021, la nueva Guia de Aptitud y Categorizacién de Playas (Uruguay. Ministerio de

Ambiente, 2021), propuso ademas que para que una playa sea categorizada excelente debe

cumplir con el 100 % de dias monitoreados aptos, con ausencia total de cianobacterias,
datos puntuales de coliformes termotolerantes <2000 UFC/100 ml, y ausencia de bandera
sanitaria debido a otros eventos ambientales (Uruguay. Ministerio de Ambiente, 2021),
reflejando aln la categorizacién de las playas recreativas como clase 3.

Las actividades de monitoreo y andlisis se realizan en el marco de la Red de Monitoreo
de Playas, en sus inicios llamada Red de Monitoreo Costero. Fue creada en 2013 mediante

un Convenio de Cooperacion Técnica entre el Ministerio de Ambiente (ex MVOTMA) y
las intendencias de Colonia, San José, Montevideo, Canelones, Maldonado y Rocha. A
esta red se han incorporado progresivamente otros departamentos como Soriano en
2016; Lavalleja, Salto, Paysandu y Florida en 2019; Cerro Largo en 2020; y Treintay Tres y
Rio Negro en 2021. En este marco, los muestreos deben realizarse semanalmente en la
temporada de verano en las zonas de mayor concurrencia de bafiistas (entre las 08:00
y las 17:00 h) y fuera de la temporada estival con una frecuencia mensual (Uruguay.
Ministerio de Ambiente, 2024a). En algunos departamentos como Rocha, el muestreo
en el periodo de octubre - marzo se realiza de forma quincenal (Uruguay. Ministerio de
Ambiente, 2024a). Las muestras de agua son colectadas sub-superficialmente a una

profundidad de 1 my transportadas en frio al laboratorio para realizar el correspondiente

analisis bacterioldgico de CF, siguiendo el método de membrana filtrante segun los
procedimientos estandarizados de operacién del Laboratorio Ambiental de la DINAMA
(5053 UY) (Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente,
2009), para luego ingresar los resultados al Sistema de Informacién Ambiental de la
DINAMA (SIA) (Uruguay. Ministerio de Ambiente, 2024a).

Desde el 2019, se procede a la utilizacion de un Protocolo Nacional de Actuacion
Frente a Eventos Ambientales en Playas, que tiene como objetivo proporcionar una guia
que oriente las acciones institucionales en caso de incumplimiento de la normativa por
ocurrencias como floraciones de cianobacterias y exceso de CF (Uruguay. Ministerio de
Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, 2019). En base a los resultados
de laboratorio, se evalta si la MG o los VMP puntuales de CF exceden lo establecido
en la clase 3. Las medidas implican desde aumentar la frecuencia de monitoreo (24 h),
desplegar la bandera sanitaria, hasta el aviso a las autoridades y la comunicacién a la
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poblacién en medios publicos (Uruguay. Ministerio de Ambiente, 2022). La nueva version
del protocolo cambia la accién de colocacién de bandera sanitaria ante un segundo valor
puntual alto de CF por su colocacién solo frente a medias geométricas elevadas (Uruguay.
Ministerio de Ambiente, 2022).

El Plan Nacional de Aguas (PNA) aprobado por el Decreto N° 205/017 (Uruguay,
2017) determina los lineamientos generales para la gestion integrada y sustentable del
agua en todo el territorio. Respecto a cuerpos de agua transfronterizos, como el Rio
Uruguay, el Digesto sobre el Uso y Aprovechamiento del Rio Uruguay de la Comision
Administradora del Rio Uruguay (CARU), en la que participan Uruguay y Argentina,
determina que las zonas destinadas a actividades de recreacion, deportivas, culturalesy
turisticas con contacto directo no deberan superar en la MG una concentracion de E. coli
con un maximo de 200 UFC/100 mly de enterococos con un maximo de 35 UFC/100 ml
(Uruguay, 2019). Mientras que en el caso del Rio Cuareim, cuenca transfronteriza entre
Uruguay y Brasil, la Direccién Nacional de Calidad y Evaluacion Ambiental (DINACEA, ex
DINAMA) es quien lleva a cabo el monitoreo de calidad de agua. Para esta cuenca, el Plan
de monitoreo del rio Cuareim plantea que al evaluar el indicador de CF no se tome como
referencia el estandar del Decreto 253/79 y modificativos respecto a la MG de 5 muestras
consecutivas dado que el tiempo transcurrido entre monitoreos es demasiado extenso (3
meses aproximadamente). Sin embargo, fija un estandar de 1000 UFC/100 mly especifica
que se tenga en cuenta el VMP de valores puntuales de 2000 UFC/100 ml (de acuerdo a la
Clase 3 del Decreto 253/79 y modificativos) (Uruguay. Ministerio de Ambiente, 2024b).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Comparacion y limitaciones del uso de indicadores
de contaminacién fecal en playas recreativas

La revisién de la normativa evidencia que no existe un unico criterio aplicado al
monitoreo de calidad de agua mediado por FIB. El grupo indicador ideal deberia reflejar
adecuadamente el grado de contaminacion; tener relacion directa con las enfermedades;
no multiplicarse en ambientes naturales; poseer una tasa de mortalidad bacteriana
similar o menor a los patégenos; ser facil de aislar, identificar y enumerar en laboratorio
y mantener estas caracteristicas en diferentes ambientes (Bartram y Rees, 2000; United
States Environmental Protection Agency, 2012; Health Canada, 2012; OMS, 2018).

Los organismos internacionales han basado sus recomendaciones en estudios
epidemioldgicos que centran el andlisis de las tasas de enfermedades de adultos tras
la exposicion al contacto con el agua recreativa especificamente en climas templados
(United States Environmental Protection Agency, 2012; OMS, 2021). Pueden no aplicar
en aguas tropicales, o a nifios/as, adultos/as mayores o personas inmunodeprimidas,
quienes podrian requerir un mayor grado de proteccién (OMS, 2021). A nivel internacional
la abundancia de enterococos en agua dulce y marina, y E. coli en agua dulce son los
indicadores mas recomendados para evaluar la calidad del agua recreativa (OMS, 2018).
En Latinoamérica, en general se utiliza el indicador de CF, pero puede presentar algunas
limitaciones en agua marina como se menciond anteriormente (Solic y Krstulovic, 1992;

ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2025, N.° 29 (e679)
BY NG REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY 105


https://orcid.org/0009-0002-2199-9506
https://orcid.org/0000-0003-3045-0582
https://orcid.org/0000-0003-0760-1186
https://orcid.org/0000-0002-2762-1953
https://orcid.org/0000-0003-4180-5449
https://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/article/view/679

DE LEON, SEGURA, KRUK, PICCINI
CONTAMINACION FECAL EN PLAYAS RECREATIVAS: REVISION DE NORMATIVAS A NIVEL NACIONAL... DOI: 10.26461/29.04

Dufour, 1984); sin embargo, la existencia de informacién de larga data, la practica

que tienen técnicos/as en el pais para su aplicacién, ademas del conocimiento de su
significado, son también ventajas que deben ser tenidas en cuenta al seleccionar un
indicador. De los paises analizados, Unicamente Australia aplica estrictamente la guia de
la OMS en su normativa, mientras que Argentina es el Gnico que basa su legislacion en
recomendaciones de la US EPA.

Se observé una gran variabilidad en la clasificacion de la calidad de agua segun los
valores de abundancia de FIB. Algunas guias y normativas (OMS, UE y Brasil) diferencian
la aptitud de playas segulin sean de agua dulce o marina. Esta clasificacién puede ser util
para el registro histérico de la calidad de agua en cada playa, pero no asi en términos
sanitarios, dado que la clasificacién es a posteriori, es decir, luego de que ocurrié la
contaminacion.

Las formas de expresar los resultados también difieren, en general se recomienda
la interpretacion del valor del percentil 90 0 95 o el calculo de las medias geométricas
de cinco muestras consecutivas. En el primer caso, el criterio refleja gran parte de la
variabilidad superior en la distribucion de datos de calidad de agua y es mas sencillo de
comprender. Sin embargo, se ve afectado por una mayor incertidumbre estadistica y, por
lo tanto, es una medida menos confiable (OMS, 2018). En el segundo caso, si bien la MG
es estadisticamente una medida mas estable, no permite evidenciar los valores extremos
superiores (OMS, 2003), con el consecuente riesgo por exposicion puntual elevada.

Las técnicas utilizadas para el recuento de CF, en particular la técnica de NMP,
demanda entre 18 y 24 horas para la obtencion de resultados, lo que podria aumentar los
riesgos a la salud humana causados por el retraso en la notificacion (Francy, et al., 2009).
Actualmente, organismos como la US EPA buscan actualizar los métodos microbianos
existentes o afiadir métodos con un tiempo de respuesta mas rapido aplicables a
E. coliy enterococos, incluyendo métodos qPCR y métodos PCR digitales (dPCR) (United
States Environmental Protection Agency, 2023) que ya se estan aplicando en Uruguay
(Soumastre et al., 2022; Cabot et al., 2024). También se sugiere desde los organismos
internacionales (OMS, 2018; OMS 2021; United States Environmental Protection Agency,
2023) combinar estas aproximaciones con estrategias de modelizacién predictiva para
apoyar la gestién de playas (Dada y Hamilton, 2016; Segura et al., 2021; Bourel et al.,
2021; Vidal et al., 2024). Estos esfuerzos podrian ayudar a reducir el nimero de personas
expuestas a la contaminacién fecal en playas recreativas (United States Environmental
Protection Agency, 2023).

Respecto a la vigencia de las normativas citadas anteriormente en este articulo,

Pert cuenta con la normativa mas reciente (actualizada en 2017), junto con Argentina y
México (afio 2016), seguidos de Ecuador (afio 2014) y Republica Dominicana (afio 2012).
Mientras que a nivel nacional la normativa vigente respecto a la calidad bacterioldgica del
agua es la mas antigua de la regién, con una vigencia mayor a 45 afios (Uruguay, 1979)

y también la mds permisiva. Tras la Resolucion Ministerial s/n (Uruguay, 2005), los VMP
de CF se flexibilizaron de 1000 a 2000 UFC/ 100 ml en muestras individuales, siendo mas
permisivos a la contaminacién. Mientras que, en otros paises del continente, el maximo
valor permitido de este indicador para uso recreativo del agua por contacto directo

es considerablemente menor, tal es el caso de Colombia (200 UFC/100 ml) o Cuba (500
UFC/100ml). En el primer Protocolo Nacional de Actuacién Frente Eventos Ambientales de
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Uruguay (Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente,
2019) el uso de la bandera sanitaria esta indicado si existen al menos dos muestras
puntuales que superan la normativa, o cuando la MG de cinco eventos excede los 1000
UFC/100 ml. En la nueva version del protocolo 2021 se indica que la bandera sanitaria se
desplegara solo frente a medias geométricas elevadas (Uruguay. Ministerio de Ambiente,
2021), sin considerar los efectos de los valores de contaminacién elevados para la salud,
aumentando aiin més los riesgos a la salud por exposicion recreativa.

Insumos para la gestion

A partir de los resultados del presente trabajo, se proponen sugerencias para actualizar
la normativa vigente de Uruguay. En cuanto al valor del indicador de CF, se recomienda
ajustar los VMP para los sitios cuyo uso predominante es la recreacién a un valor maximo
de 200 UFC/100 ml para muestras puntuales en comparacion a las normativas regionales.
El despliegue de la bandera sanitaria deberia tener en cuenta los valores puntuales de
exceso de CF, dado que el cdlculo de la MG es adecuado para caracterizar un ecosistemay
evaluar su evolucién interanual, pero no considera eventos de contaminacién puntual que
pueden poner en riesgo la salud humana.

Mientras se avanza en el estudio de las FIB, se recomienda sumar otros indicadores
a los ya utilizados como E. coli en agua dulce y enterococos en agua dulce y marina
(especificamente Enterococcus faecium en ambientes de agua dulce y Enterococcus faecalis
en ambientes de agua salada) (OMS, 2003; OMS, 2018; OMS, 2021). Asimismo, surge
como necesidad la integracién de los pluviales que llegan a las playas y los sedimentos
ya que en estos lugares se ha identificado la presencia de contaminacién fecal, siendo
donde mas se exponen los/las nifios/as en Uruguay (Kruk et al., 2019; Cabot et al., 2024).
También se recomienda desarrollar estudios epidemioldgicos en playas recreativas a nivel
local que evaluen las infecciones relacionadas con la contaminacién fecal, considerando
los diferentes riesgos que se producen por contacto directo e indirecto con el agua, asi
como en la arena (OMS, 2021; Health Canada, 2023), y de acuerdo con la susceptibilidad
diferencial de los usuarios para generar equivalencias de proteccion.

Por ultimo, esta revision recomienda desarrollar modelos predictivos utilizando
la extensa base de datos disponible del esfuerzo de los muestreos que realizan las
autoridades y los técnicos para aplicar medidas de gestién preventivas con el fin de
minimizar los riesgos a la salud humana en las playas recreativas de nuestro pais.
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