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Deteccion y cuantificacion de la norfloxacina en carne de pollos comercializadas
en supermercados del Gran Asuncion

Detection and quantification of norfloxacin in chicken meat marketed
in supermarkets of Grand Asuncion

Julio César Benitez-Villalba'*@, Ratl Alejandro Silva Pefia'®, Oscar Daniel Cristaldo-Lopez!®,

Arturo Ivan Bogado-Fernandez® & Liliana Antonia Arrua-Martinez"

"Universidad Nacional de Asuncion, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Campus Universitario, San Lorenzo, Paraguay.
*Autor correspondiente: juliobenitez@facen.una.py.

Resumen: Este articulo cientifico se centra en investigar la presencia de la Norfloxacina, un antibidtico de am-
plio espectro, en productos de carne de pollo comercializados en la Gran Asuncion. El uso de este antibidtico
en medicina humana y veterinaria puede llegar a la cadena alimentaria, lo que representa un riesgo para la salud
publica. Por lo tanto, es importante determinar y cuantificar los niveles de este compuesto en los alimentos. Para
llevar a cabo el estudio, se emple6 la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La técnica
de extraccion solido-liquido para aislar la Norfloxacina de las muestras. Se demostré que el método utilizado
es altamente sensible, con un limite de deteccion (LD) de 0,9526 pg/mL y un limite de cuantificacion (LC)
de 2,8867 pg/mL. Esto significa que el método puede detectar y cuantificar Norfloxacina en concentraciones
extremadamente bajas en las muestras de carne de pollo. Ademas, se establecio la linealidad del método con un
coeficiente de correlacion (R?) del 99,4%. Los resultados revelaron concentraciones de Norfloxacina en la carne
de pollo que oscilaron entre 888,0512 y 7809,442 pg/Kg. Estos hallazgos son relevantes para la comunidad
cientifica y pueden contribuir a la generacion de politicas y medidas para garantizar la seguridad alimentaria en
relacion con el uso de antibioticos en la cria de aves de corral.

Palabras clave: Norfloxacina, Pollos, Cromatografia de liquido de alta resolucion HPLC.

Abstract: This scientific article focuses on investigating the presence of Norfloxacin, a broad-spectrum anti-
biotic, in chicken meat products marketed in Gran Asuncion. The use of this antibiotic in human and veterinary
medicine can reach the food chain, posing a risk to public health. Therefore, it is important to determine and
quantify the levels of this compound in food. To carry out the study, high-performance liquid chromatography
(HPLC) was employed as the technique. The solid-liquid extraction technique was used to isolate Norfloxacin
from the samples. It was demonstrated that the method used is highly sensitive, with a limit of detection (LOD)
0f 0.9526 pg/mL and a limit of quantification (LOQ) of 2.8867 pug/mL. This means that the method can detect
and quantify Norfloxacin at extremely low concentrations in chicken meat samples. Additionally, the linearity
of the method was established with a correlation coefficient (R2) of 99.4%. The results revealed concentrations
of Norfloxacin in chicken meat ranging from 888.0512 to 7809.442 ng/Kg. These findings are relevant to the
scientific community and can contribute to the generation of policies and measures to ensure food safety regar-
ding the use of antibiotics in poultry farming.

Keywords: Norfloxacin, Chickens, High-performance liquid chromatography (HPLC).
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La resistencia bacteriana representa una preocupa-
cion significativa para nuestra salud. Su origen se
atribuye tanto a nuestro uso de antimicrobianos en
medicina humana como en medicina veterinaria y
agricultura (Martinez, 2008; O'Neill ef al., 2016).
En particular, el uso indiscriminado de antibioticos
en la cria intensiva de aves ha llevado al aumento de
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bacterias resistentes, lo que plantea un riesgo para
nosotros como consumidores a través de alimentos
contaminados y el contacto directo (Van Boeckel et
al., 2015; Marshall & Levy, 2011). Estas bacterias
resistentes pueden limitar nuestras opciones de
tratamiento para enfermedades, ya que presentan
resistencia a una amplia gama de antibidticos
(Ventola, 2015).
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Figura 1. Estructura quimica de la Norfloxacina.

La industria farmacéutica ofrece una variedad
de medicamentos para tratar enfermedades infec-
ciosas en animales destinados a nuestro consumo
(Heuer et al., 2009; Hermans et al., 2011). El uso
de antibioticos, ya sea en combinacidn o de manera
individual, desempefia un papel en la seleccion
y propagacion de resistencia en las poblaciones
bacterianas presentes en estos animales (Zhang et
al., 2013; Zhu et al., 2017; Johnson et al., 2019).
Entre los numerosos antibioticos utilizados, la
Norfloxacina (Fig. 1), perteneciente a la clase de las
fluoroquinolonas, es ampliamente empleada en los
seres humanos para tratar infecciones bacterianas
en el tracto urinario, asi como infecciones gastroin-
testinales y de las vias respiratorias. Es un polvo
cristalino de color blanco a amarillo claro con un
peso molecular de 319,331 g/mol, soluble en agua
y ligeramente soluble en solventes organicos como
etanol y cloroformo. Se mantiene estable en condi-
ciones de almacenamiento, pero debe protegerse de
la luz debido a su fotosensibilidad y de la humedad
para mantener su efectividad.

En este contexto, nuestro estudio se enfoca en
investigar el contenido de Norfloxacina en la carne
de pollo comercializada en los supermercados de
la Gran Asuncion. Se ha utilizado las técnicas de
cromatografia de liquido de alta resolucion (HPLC)
y extraccion solido-liquido para extraer el analito
de la matriz. Al abordar este tema, esperamos
contribuir al conocimiento sobre la presencia de
Norfloxacina en este alimento que consumimos y
evaluar posibles implicaciones para nuestra salud
publica.

Mediante el analisis de la Norfloxacina en
muestras de carne de pollo, obtenemos informa-

cion relevante sobre el uso de antibidticos en la
produccion avicola en nuestro pais y su potencial
impacto en la resistencia bacteriana. Estos resul-
tados proporcionan fundamentos cientificos para
adoptar medidas reguladoras y politicas que garan-
ticen nuestra seguridad alimentaria y la eficacia de
los tratamientos médicos en el contexto de nuestra
salud (Varela et al., 2019).

Nuestro estudio tiene como objetivo investigar
la presencia de este antibiotico en las carnes de pollo
comercializadas en los supermercados de la Gran
Asuncion. Mediante el uso de técnicas analiticas
avanzadas, ofrecemos informacion valiosa que
contribuya a la comprension de esta problematica
y permita tomar decisiones informadas por parte
de las autoridades de salud publica. De esta ma-
nera, se podra mitigar los riesgos asociados a la
resistencia bacteriana en la cadena alimentaria y
en nuestra salud.

Materiales y métodos
Productos quimicos y reactivos

Para nuestro estudio de investigacion, hemos uti-
lizados reactivos de grado analitico. El patron de
Norfloxacina fue suministrado por Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO). Se ha preparado una solucioén
madre del analito una sola vez, a una concentracion
de 1000 pg/mL, y fue almacenado a 4 °C en frascos
de vidrio oscuro. Utilizamos acetonitrilo de grado
cromatografico (Merck, Darmstadt, Alemania) y
acido fosforico para la preparacion de la fase movil.
El agua destilada se obtuvo en un equipo (QUIMIS,
Brasil) y posteriormente purificada en un equipo
Barnstead ™ MicroPure ™.

Instrumentacion y Software

Para la extraccion de la Norfloxacina de la matriz
estudiada, se empled la técnica de extraccion solido-
liquido utilizando una variedad de materiales de
vidrieria como vasos de precipitados, embudos y
varilla de vidrio, entre otros. Ademas, se utilizaron
equipos especializados como un vortex marca LW
Scientific, un bafio de ultrasonido de la marca So-
norex Suoer RK 106 S y una centrifuga de mesa
de la marca Presvac DCS-16 RV. Para la deteccion
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y cuantificacion del analito, se utilizé un croma-
tografo liquido de alta resolucion HPLC-FDL.
La deteccion se realizd a una longitud de onda de
275 nm, y la separacion cromatografica se logro
mediante el uso de una columna Zorbax Eclipse
XDB-C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 pm).

El instrumento utilizado fue controlado median-
te el software LCsolution.exe (version 1.0) asi como
la deteccion e integracion de los picos. El peso
de los estandares, reactivos y muestras se realizo
utilizando una balanza analitica Radwag (modelo
310.R2) fabricada en Polonia (UE). Para el analisis
estadistico de los datos, se utilizo el software Stat-
graphics Plus version 5.0 (Manugistics, Rockville,
MD, EE. UU., 2000). Ademas, para la elaboracion
y organizacion de los resultados, se utilizaron los
paquetes de Microsoft® Office: Word®, Excel® y
PowerPoint® 2010. El uso de estos materiales y
equipos garantiz6 la precision y reproducibilidad en
la extraccion, deteccion y cuantificacion de la Nor-
floxacina en la matriz de estudio, lo cual es crucial
para obtener resultados confiables y significativos
en este contexto cientifico.

Optimizacion de las condiciones cromatograficas
HPLC

Inicialmente, se procedi6 a la optimizacion de las
condiciones cromatograficas del sistema HPLC.
Para lograr esto, se utiliz6 una solucién acuosa
que contenia Norfloxacina a una concentracion de
75 nug/mL como muestra de estudio. Dado que el
analito presenta caracteristicas especificas, se deci-
di6 emplear la cromatografia en fase reversa, en la
cual la fase estacionaria es menos polar que la fase
movil. En base en las propiedades fisicoquimicas
de la Norfloxacina, se selecciond una columna
con relleno de tipo C18 Zorbax Eclipse XDB de
dimensiones 250 mm x 4.6 mm y un tamafo de
particula de 5 um.

Se realizaron investigaciones exhaustivas sobre
las principales variables que afectan la separacion
cromatografica y la intensidad de la sefial. Se eva-
luaron diversas combinaciones de fases moviles
en funcion de la naturaleza del analito, tales como
diferentes proporciones de Acetonitrilo y Agua,

como (30:70), (20:80) y (15:85). Ademas, se agregod
1 mL de H,PO, al agua antes de la mezcla con el
acetonitrilo para mejorar las caracteristicas de la
fase movil. Adicionalmente, se estudio el impacto
del caudal, la temperatura de la columna y los vo-
limenes de inyeccion en el proceso de separacion
cromatografica. Se probaron velocidades de flujo
en el rango de 0,5 a 1,5 mL/min, temperaturas de
columna que variaron entre 30 °C y 50 °C, y vo-
limenes de inyeccion que oscilaron entre 5 y 30
uL. Mediante esta exhaustiva exploracion de las
condiciones cromatogréaficas, se logré optimizar el
método para la determinacion precisa de Norfloxa-
cina. Estas etapas de optimizacion son cruciales
para obtener resultados confiables y reproducibles
en el analisis cromatografico de este compuesto en
las muestras analizadas.

Toma de muestras

La técnica de muestreo utilizada fue el no proba-
bilistica y del tipo conveniencia. Las muestras de
pollos fueron obtenidas de supermercados ubicados
en el area metropolitana de Asuncion. Se seleccio-
naron tres marcas comerciales diferentes, asi como
dos muestras de origen casero: una adquirida en el
mercado 4 de Asuncion y otra criada en el interior
del pais. Durante la seleccion de las muestras, se
tuvieron en cuenta diversos factores, como la dis-
ponibilidad de los productos en los establecimientos
y la representatividad de las marcas en el mercado
local. Se verifico que las muestras de pollo estuvie-
ran en buen estado visual, sin signos evidentes de
deterioro o contaminacion. Una vez recolectadas
las muestras, estas fueron trasladadas al laborato-
rio de manera inmediata y se les asigno un codigo
unico para su identificacion. Posteriormente, se
almacenaron en refrigeracion a una temperatura
constante de -20°C, con el fin de mantener su inte-
gridad y prevenir la proliferaciéon microbiana hasta
el momento de su analisis. Es importante destacar
que se siguieron estrictas medidas de higiene y
bioseguridad durante todo el proceso de muestreo,
manipulacion y almacenamiento de las muestras, a
fin de evitar cualquier tipo de contaminacion cruza-
day asegurar la validez de los resultados obtenidos.

Norfloxacina en carne de pollos comercializadas en supermercados del Gran Asuncién
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Preparacion de las muestras patrones

Se prepar6 una disolucion patrén de Norfloxacina
mediante la disolucion de 100 mg de la sustancia
en un matraz de 100 mL utilizando una fase movil
compuesta por ACN (acetonitrilo), aguay 1 mL de
H,PO, en una proporcion de 15:85. La disolucion se
llevo a cabo en condiciones cuidadosamente con-
troladas de temperatura y agitacion para garantizar
la homogeneidad de la mezcla. Como resultado, se
obtuvo una concentracion final de 1000 pg/mL. A
partir de la mencionada disolucion patron, se prepa-
raron seis niveles adicionales de concentracion para
construir una curva de calibrado precisa y confiable.

Las concentraciones seleccionadas fueron de
5,15, 25,50, 75 y 100 ug/mL. Para cada nivel de
concentracion, se tomaron volimenes adecuados
de la disolucion patron y se diluyeron cuidado-
samente con la correspondiente fase movil para
obtener las concentraciones deseadas. Cabe des-
tacar que se siguieron estrictos procedimientos de
manipulacion y mezcla para asegurar la precision
y la reproducibilidad en la preparacion de las so-
luciones de concentracién conocida. Ademas, se
realizaron duplicados de cada dilucion para evaluar
la consistencia del método. La preparacion de estas
soluciones de concentracion conocida es de vital
importancia para la construccion de una curva de
calibrado confiable, que posteriormente sera utiliza-
da para la cuantificacion precisa de la Norfloxacina
en las muestras analizadas.

Tratamiento de las muestras

Se pesaron 5 gramos de muestra de las diferentes
marcas de pollos, incluyendo los pollos caseros
obtenidos del Mercado 4 y del interior del pais. Las
muestras se colocaron en vasos de precipitado y se
les afiadid una disolucion de 5 mL de la fase movil
utilizada en el método cromatografico, compuesta
por ACN (acetonitrilo), agua y 1 mL de H,PO, en
una proporcion de (15:85). A continuacion, se llevo
a cabo la extraccion de las muestras en un bafio de
ultrasonido durante 30 minutos, con el objetivo de
obtener los componentes deseados. Una vez fina-
lizada la extraccion, los extractos se centrifugaron
durante 15 minutos a una velocidad de 3220 g. El

sobrenadante resultante se filtré utilizando filtros
minisart de 0,45 pm y se transfirio a viales de vidrio
de HPLC para su posterior analisis cromatografico.
Este procedimiento permitio obtener los extractos
de las muestras listos para ser sometidos a la lectura
cromatografica, con el fin de cuantificar y analizar la
presencia de Norfloxacina en las muestras de pollo.

Validacion del método analitico

En este trabajo de investigacion, se realizo la vali-
dacion del método analitico propuesto siguiendo las
directrices establecidas en la "Guia de validacion
para métodos bioanaliticos" proporcionada por
la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA, por sus siglas en inglés). Se evaluaron di-
versos parametros de validacion utilizando la curva
de calibracion, incluyendo la linealidad (Analytical
Methods Committee, 1994), los limites de detec-
cion y cuantificacion, el rango dinamico lineal, la
sensibilidad analitica y la exactitud del método
expresada en términos de precision y veracidad
(USP 29, 2005).

Los requisitos para la validacion del método
analitico se establecieron de la siguiente manera: a)
Linealidad: se defini6 que el coeficiente de deter-
minacion (R?) debia ser igual o superior a 0,999, y
la desviacion residual maxima debia ser inferior al
25%. b) Precision: se determino la precision como
la desviacion estandar relativa DER (precision
entre dias), la cual debia ser <30%. ¢) Veracidad:
se establecid que la veracidad, expresada como
recuperacion media, debia estar en el rango del
70% al 120%. d) Limite de cuantificacion (LC):
se establecio que el LC debia cumplir con los
requisitos de precision y veracidad mencionados
anteriormente. Estos requisitos se alinean con la
Decision 2002/657/CE de la Comision de la Co-
munidad Europea (Benitez-Villalba ef al., 2013).

Para evaluar la calidad y confiabilidad del
método analitico, se determinaron los parametros
fundamentales que garantizan la precision y exac-
titud en la determinacion del analito en la matriz
estudiada. Estos parametros son: linealidad, limite
de deteccion (LD), limite de cuantificacion (LC),
rango dinamico lineal (RDL), sensibilidad analitica,

Julio César Benitez-Villalba et al.
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exactitud y precision del analito

La calidad, fiabilidad y consistencia de un
método analitico validado se evaliian mediante
diferentes parametros, como la sensibilidad,
linealidad, limite de deteccidon (LD), limite de
cuantificacion (LC), exactitud y precision del
analito en estudio (Gonzalez et al., 1996). Para
lograrlo, se prepararon 6 disoluciones estandar a
partir de una solucion madre con una concentra-
cion de 1000 pg/mL, obteniendo asi disoluciones
con concentraciones de 5, 15,25, 50,75y 100 pg/
mL, utilizando la fase movil como disolvente, y
se detallo su preparacion en el apartado de Prepa-
racion de las muestras patrones.

Cada uno de estos parametros de validacion
se define de la siguiente manera: la linealidad
se refiere a la capacidad de un método analitico
para obtener resultados proporcionales a la con-
centracion del analito o analitos en una muestra
dentro de un rango especifico; el limite de detec-
cion (LD) corresponde a la cantidad mas baja del
analito en una muestra que puede ser detectada
mediante una unica medicion, con un nivel de
confianza determinado, aunque no necesariamen-
te cuantificada con un valor exacto; el limite de
cuantificacion (LC) es la cantidad mas baja de un
analito en una muestra que puede ser determinada
cuantitativamente con una precision aceptable; el
Rango Dindmico Lineal (RDL) se define como
el intervalo de concentraciones que abarca desde
el limite de cuantificacion del método hasta el
limite superior del rango de concentraciones al
que se ha aplicado el método analitico (IUPAC,
1978); la sensibilidad analitica de un método
mide la relacion entre la sefial instrumental y la
concentracion del analito y se expresa mediante
la pendiente de la curva de calibracion (Gonzalez
et al., 1996); la exactitud se refiere a la proxi-
midad del acuerdo entre el valor aceptado como
verdadero o de referencia y el valor obtenido; y la
precision se refiere a la proximidad del acuerdo
entre una serie de mediciones obtenidas de mul-
tiples muestras de una muestra homogénea bajo
las condiciones establecidas.

Los parametros de validacion se determinaron

de la siguiente manera:

Linealidad: se realiz6 un analisis utilizando
seis concentraciones estandar en el rango de 5-100
ug/mL. Se construyoé una curva de calibracion tra-
zando la sefal generada por el analito en funcion
de su concentracion. La regresion lineal se calculo
utilizando el método de los minimos cuadrados.
Se obtuvieron el coeficiente de correlacion y el
intercepto para la Norfloxacina.

Limite de deteccion (LD): se determino
mediante la formula LD = 3,3 x So, donde "So"
representa la desviacion estandar de la regresion,
"n" es el nimero de puntos de calibracion, y "b" es
la pendiente de la curva.

Limite de cuantificacion (LC): se calculo
utilizando la formula LC = 10 x So, donde "So" se

. _Syx [n2 .,
determina como SO_T H(Sy/x = desviacion

estandar de la regresion, b = pendiente, n = puntos
de calibracion (Benitez-Villalba et al., 2018).

Rango Dinamico Lineal (RDL): se establecio
como el intervalo de concentraciones que abarca
desde el limite de cuantificacion del método hasta
el limite superior del rango de concentraciones en
el cual se aplico el método.

Sensibilidad analitica (S, .. ): se evalud la
relacion entre la sefal instrumental y la concentra-
cion del analito, expresada mediante la pendiente
de la recta de calibracion (Gonzalez et al., 1996).

Exactitud del Método, Precision y Veracidad:
Para evaluar la exactitud del método en términos
de veracidad, se realiz6 un estudio de recuperacion
utilizando tres niveles de concentracion (15, 50,
75 pg/mL). Las muestras se analizaron siguien-
do el procedimiento descrito en el articulo, y la
concentracion del analito se determind mediante
interpolacion en la curva de calibracion dentro del
rango dinamico lineal.

Larecuperacion se calcul6 utilizando la férmula:
recuperacion (%) =S1/(S2 + S3) x 100, donde S1
es la cantidad encontrada (pg/mL) en la muestra en-
riquecida, S2 es la cantidad presente originalmente
en la muestra no enriquecida, y S3 es la cantidad
(ng/mL) de analito agregado a la muestra.

Para evaluar la exactitud del método en térmi-

Norfloxacina en carne de pollos comercializadas en supermercados del Gran Asuncién
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nos de precision, se investigo la repetibilidad (pre-
cision "intra-dia") y la reproducibilidad (precision
"inter-dia"). Se realizaron multiples réplicas de los
analisis llevados a cabo en el estudio de veracidad,
tanto en un mismo dia como durante tres dias con-
secutivos. Cada muestra dopada o enriquecida se
extrajo y analiz6 por triplicado en el mismo dia para

evaluar la variabilidad "intra-dia".

Resultados y discusion
Condiciones cromatograficas HPLC

Se realizaron optimizaciones de las condiciones
cromatograficas utilizando un cromatografo de
liquidos de alta resolucion HPLC. La fase mo-
vil seleccionada fue una proporcion de (15:85)
Acetonitrilo:agua que mostro6 resultados promete-
dores. Se afiadi6 1 mL de H,PO, al agua antes de su
mezcla con el acetonitrilo, lo cual mejoro notable-
mente las caracteristicas de la fase movil y resulto
en una sefal analitica de alta calidad. La velocidad
de flujo 6ptima se determin6 en 2 mL/min, lo cual
tuvo un impacto significativo en la resolucion y
la forma del pico cromatografico, asi como en la
intensidad de respuesta y el tiempo de retencion.
Se encontré que una temperatura de columna de 40
°C proporciono6 una excelente forma del pico. En
cuanto al volumen de inyeccion, se determind que
el valor optimo era de 10 pL. La deteccion se llevo

Tabla 1. Valores optimos de las condiciones cromatograficas

X X Zorbax (C18) 250 mm x 4.5 mm
Fase estacionaria
X 5 pm
ACN (acetonitrilo), agua 'y 1 mL
Fase mévil de H,PO, en una proporcién de
(15:85)
Modalidad Isocratica
Flujo 2 mL/min
Volumen de
. o 10 pL
inyeccion
Temperatura de
40 °C
la columna
Deteccién 275 nm

a cabo a una longitud de onda de 275 nm.

Los resultados obtenidos de estas condiciones
optimas se resumen en la Tabla 1, la cual muestra
los valores relevantes. Ademas, se adjunta en la
Fig. 2 el cromatograma obtenido a partir de estas
condiciones Optimas, ilustrando de manera visual
los resultados obtenidos. Estas optimizaciones
permitieron obtener resultados satisfactorios en el
analisis cromatografico, asegurando una separacion
adecuada de los componentes de interés y una
deteccion precisa. Los valores 6ptimos obtenidos

75 ppm C:{isers\DELL DeskinpLeciuras_Equipes\IULIONorfiox\75 ppm.icd

maLl
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Figura 2. Cromatograma de la Norfloxacina con las condiciones optimas estandar 75 mg/mL.
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en este estudio proporcionan una base sélida para
futuras investigaciones y aplicaciones practicas en
el ambito cientifico y analitico.

Validacion del método analitico

En este estudio, se llevaron a cabo la validacion
y cuantificacion de Norfloxacina en muestras
de carne de pollo obtenidas de supermercados
ubicados en la Gran Asuncion. La extraccion del
analito se realiz6 utilizando la técnica de extrac-
cion solido-liquido mediante el uso de un bafio de
ultrasonido. Posteriormente, se procedio a validar
el método analitico y a detectar y cuantificar la
presencia de Norfloxacina utilizando la técnica
de cromatografia de liquido de alta resolucion
(HPLC). En la Tabla 2 se presentan los resultados
obtenidos para los parametros de calibracion de
la técnica analitica utilizada en este estudio. Estos
parametros incluyen el coeficiente de correlacion
(% R?), que indica la calidad de ajuste de la curva
de calibracion, el nimero de puntos de calibracion
(n), la pendiente de la curva de calibracion (b) y su
desviacion estandar (Sb), el intercepto de la curva
de calibracion (a) y su desviacion estandar (Sa), la
desviacion estandar de la regresion (Sy/x), el valor
P de prueba de falta de ajuste (% plof), el limite de
deteccion (LD), el limite de cuantificacion (LC)

Tabla 2. Parametros de calibracion en la técnicas analitica
cromatografico HPLC.

Linealidad
Ecuacion de la recta Y=110363*X + 545230
(%) R? 99,4
n 15
b(ng/mL) 110363
Sb 4274,02
A 545230
Sa 239091
Sy/x 1705,55
%oplof 0,5722
LD(ug/mL) 0,9526
LC(ng/mL) 2,8867
Sensibilidad 0,0421
RDL(png/mL) 2,88-100

y el rango dinamico lineal (RDL). La validacion
del método analitico se realiz6 siguiendo las reco-
mendaciones propuestas por (Benitez Villalba et
al.,2013; Mandel ef al., 1954). Estos parametros
de calibracion son fundamentales para asegurar
la precision y la exactitud del método analitico
utilizado en la determinacion de Norfloxacina en
las muestras de carne de pollo.

Linealidad: En esta validacion del método
analitico, se evaluaron dos aspectos fundamentales,
el Limite de Detecciéon (LD) y el Limite de Cuan-
tificacion (LC). Los resultados obtenidos fueron
0,9526 pg/mL y 2,8867 ug/mL respectivamente.
Estos valores demuestran que el método propuesto
es altamente sensible y puede utilizarse para la de-
teccion y cuantificacion precisa del analito en esta
matriz especifica. Ademas, se determiné el Rango
Dinamico Lineal (RDL) del analito en la curva
de calibracion, el cual abarco desde 2,88 pg/mL
hasta 100 pg/mL. Esto indica que el método tiene
una amplia capacidad para medir concentraciones
en este rango, asegurando una adecuada cobertura
analitica.

El Coeficiente de Correlacion (% R?) obteni-
do para la curva de calibracion fue de 99,4, lo que
demuestra una excelente linealidad dentro de los
intervalos estudiados. Asimismo, se evaluo la sen-
sibilidad del método analitico, medida mediante
la relacion entre la sefial instrumental y la concen-
tracion del analito en el rango lineal. La pendiente
de la recta de calibracion fue de 0,0421 pg/mL, lo
que indica una alta sensibilidad del método para
la deteccion y cuantificacion precisa de la Nor-

Curva de calibrado de la Norfloxacina
14000

12000 y = 110363x + 545230
R2=0.994

Areas

0 20 a0 60 80 100 120
Concentracién pg/mL

Figura 3. Curva de calibrado de la Norfloxacina por HPLC
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Tabla 3. Ensayos de recuperacion para la determinacion de la exactitud en términos de veracidad del método utilizando la
técnica de extraccion solido-liquido.

25 2422
Norfloxacina 50 4931
75 74,15

0,0704 96,88 0,2471
0,0458 98,62 0,1574
0,0175 98,73 0,0457

floxacina. La Fig. 3 muestra el grafico de la curva
de calibracion de la Norfloxacina, visualizando de
manera clara la relacion entre las concentraciones
de la sustancia y las respuestas instrumentales.

Exactitud del Método Analitico: En el pre-
sente estudio, se llevd a cabo una evaluacion
exhaustiva de la exactitud del método analitico
mediante el analisis de recuperacion utilizando la
técnica de extraccion solido-liquido utilizando un
bafo de ultrasonido. Se realizaron fortificaciones
de muestras de pollo casero, previamente verifi-
cadas como libres de Norfloxacina, mediante la
adicion de una disolucién patron en tres niveles
de concentracion diferentes: 25 pg/mL, 50 pg/mL
y 75 pg/mL (por triplicado). Todos los calculos
y analisis se realizaron siguiendo rigurosamente
la metodologia descrita en la seccion de vali-
dacion del método analitico. En las Tablas 3 y
4 se presentan los resultados detallados de los
ensayos de recuperacion, los cuales permiten
evaluar la exactitud en términos de veracidad
del método empleando la técnica de extraccion
solido-liquido.

Los resultados obtenidos revelaron una exce-

lente precision y exactitud del método propuesto
utilizando la técnica de extraccion solido-liquido.
La recuperacion de Norfloxacina en esta matriz se
situd en un rango comprendido entre el 96,88%
y el 98,98%, tanto en los ensayos intra-dia como
en los ensayos inter-dia. Estos valores indican
que el procedimiento de extraccion empleado
es altamente eficiente y que el método analiti-
co es altamente veraz y confiable. Ademas, la
desviacion estandar relativa (DER) obtenida en
esta técnica analitica fue menor al 2%, lo cual
cumple con los limites aceptables establecidos
en la guia de validacion utilizada. Segun las
recomendaciones de Cuadros Rodriguez et al.
(1993), se considera aceptable cualquier valor
de DER igual o inferior al 15% en general y al
20% en la zona proxima al limite de deteccion
del método. En consecuencia, se puede concluir
que el método propuesto, basado en la técnica de
extraccion solido-liquido, cumple con los requi-
sitos de precision establecidos y se caracteriza
por su alta veracidad, precision y exactitud en la
determinacion y cuantificacion de Norfloxacina
en muestras de carne de pollo.

Tabla 4. Ensayos de recuperacion para la determinacion de la exactitud en términos de precision del método utilizando la técnica

de extraccion solido-liquido.

25 24,55
Norfloxacina 50 49,49
75 73,82

1,279 98,21 2,037 3
1,811 98,98 1,344 3
1,093 98,43 1,192 3

Julio César Benitez-Villalba ef al.
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Tabla 5. Concentracion de Norfloxacina en muestras de pollo
(ng/Kg). ND: no detectado (valor inferior al LD).

Marcas Concentracién pg/Kg
Casero del Interior del pais ND
Casero del Mercado 4 1962,426
Marca 1 2555,728
Marca 2 888,0512
Marca 3 7809,442

Aplicacion del método analitico

Una vez completado el desarrollo y la validacion
del método analitico, se procedi6 a la aplicacion del
mismo para determinar y cuantificar el contenido de
Norfloxacina en las muestras de pollo. Las mues-
tras fueron preparadas siguiendo el procedimiento
descrito en la metodologia, y la cuantificacion se
realiz6 utilizando la curva de calibrado establecida.
Los resultados obtenidos de la extraccion de este
analito en las muestras de pollo se presentan en la
Tabla 5.

Se observa la deteccion y cuantificacion de
Norfloxacina en tres marcas comerciales de pollo,
con concentraciones que variaron entre 888,0512
y 7809,442 ng/Kg, asi como en la muestra de pollo
casero del Mercado 4 que contiene una concentra-
cion de 1962,426 ng/Kg. Sin embargo, no se detectd

la presencia de Norfloxacina en la muestra de pollo
casero del interior del pais. Es importante destacar
que el valor "ND" indica no detectado dentro del
limite de deteccion (LD), mientras que las concen-
traciones detectadas y cuantificadas se encuentran
dentro del rango entre el limite de deteccion y el
limite de cuantificacion (LC). Estos resultados
muestran una variabilidad en la presencia de Nor-
floxacina en las muestras de pollo comercializadas
(Fig. 4) en los supermercados de la Gran Asuncion,
con concentraciones detectables en todas las marcas
y ausencia solo en el pollo casero del interior del
pais. Esta variacion puede estar relacionada con
diversos factores, como el uso de este farmaco en
la cria de pollos para prevenir enfermedades, asi
como aspectos relacionados con la alimentacion y
el manejo de los animales. Estos hallazgos coinci-
den con estudios similares realizados en Colombia,
donde también se ha encontrado un alto contenido
de Norfloxacina en carnes de pollo (Acevedo et
al., 2015).

Esta problematica generalizada en la presencia
de este compuesto en aves de corral destinadas al
consumo humano destaca la importancia de abor-
dar el uso responsable de antibioticos en la cria
de aves y de implementar medidas efectivas para
garantizar la seguridad alimentaria. La aplicacion
del método analitico desarrollado permitio detectar
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Figura 4. Cromatograma de la Norfloxacina en una muestra de pollo comercial.
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y cuantificar Norfloxacina en muestras de pollo,
evidenciando su presencia en marcas comerciales.
Estos resultados resaltan la necesidad de realizar un
monitoreo continuo de los niveles de residuos de
antibidticos en los alimentos, con el fin de garanti-
zar la seguridad alimentaria y promover practicas
responsables en la industria avicola, tanto en la Gran
Asuncion como en otras regiones, tal como se ha
demostrado en investigaciones previas realizadas
en Colombia (Acevedo et al., 2015).

Conclusion

En este estudio, se desarrolld y validé un método
analitico altamente sensible, preciso y exacto uti-
lizando la técnica de extraccion sélido-liquido y
cromatografia de liquido de alta resolucion (HPLC)
para la determinacion y cuantificacion de Norfloxa-
cina en muestras de carne de pollo comercializadas
en supermercados de la Gran Asuncioén. Los resulta-
dos obtenidos demostraron que el método propuesto
es altamente sensible, con un limite de deteccidon
(LD)de 0,9526 ug/mLy un limite de cuantificacion
(LC) de 2,8867 pg/mL. Esto indica que el método
puede detectar y cuantificar Norfloxacina en con-
centraciones extremadamente bajas en la muestra de
carne de pollo. Ademas, se establecio6 la linealidad
del método mediante la construccion de una curva
de calibrado utilizando diferentes concentraciones
conocidas de Norfloxacina. El coeficiente de corre-
lacion (R?) de la curva de calibrado fue de 99,4%, lo
que indica una relacion lineal entre la concentracion
de Norfloxacina y la sefial instrumental obtenida.
Asimismo, se determino un rango dinamico lineal
(RDL) del analito de 2,88-100 pg/mL, lo que
permite una amplia cobertura de concentraciones
en las muestras analizadas. La aplicabilidad del
método se confirmé mediante la determinacion de
Norfloxacina en muestras de pollo comercial.

Se observé que la presencia de Norfloxacina fue
detectada y cuantificada en algunas marcas comer-
ciales de pollo, con concentraciones que variaron
entre 888,0512 y 7809,442 pg/Kg. Estas cifras
superan significativamente las cantidades maximas
de Norfloxacina permitidas para la carne de pollo
(100 pg/Kg) segun la normativa establecida por

el Codex Alimentarius en su Comision de Limites
Maximos de Residuos para Medicamentos Veteri-
narios. Es importante resaltar que en la muestra de
pollo casero del interior del pais no se detecto la pre-
sencia de Norfloxacina. Estos resultados sugieren la
necesidad de un monitoreo continuo de los niveles
de residuos de antibioticos, como la Norfloxacina,
en las muestras de carne de pollo comercial. Se
observo una diferencia significativa entre los pollos
criados de forma casera en el interior del pais, los
cuales no presentaban este antibidtico, y aquellos
comercializados en el Mercado 4 de Asuncion
bajo la denominacion de "pollo casero", los cuales
mostraron altas concentraciones de Norfloxacina.
Ademas, es fundamental implementar medidas de
control y regulacion para garantizar la seguridad
alimentaria y promover practicas responsables en la
industria avicola. Se requiere una investigacion ex-
haustiva para identificar las fuentes de contamina-
cion con Norfloxacina en las cadenas de produccion
avicola y tomar medidas correctivas en las marcas
comerciales que exceden los limites establecidos.
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Resumen: La naturaleza presenta innumerables fendmenos envueltos de incertidumbre. El modelado de estos
fendmenos constituye uno de los pilares de la estadistica matematica en la formulacion de estrategias de estima-
cion. Los modelos ocultos de Markov forman una clase muy variada de modelos que han sido muy estudiados
y aplicados en muy diversas ramas de las ciencias, desde la Ingenieria en telecomunicaciones hasta la Biologia.
Desde el punto de vista de la Biologia, los perfiles basados en las cadenas de Markov ocultas son extensiones
no triviales de los modelos de perfil usuales. Este reporte cientifico estudia herramientas matematicas necesarias
para la solucion de los problemas que presentan los modelos ocultos de Markov al ser ajustados en los experi-
mentos mendelianos. Los resultados demuestran la validez de la base teérica matematica de estos modelos como
estrategias de estimacion de fendmenos biologicos.
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Abstract: Nature provides innumerable phenomena where uncertainty is involved. The modeling of these phe-
nomena is the goal of statistics as a research field. Hidden Markov models form a very wide class of models that
have been widely studied and applied in many different branches of science, from engineering to biology. From
the viewpoint of biology, profiles based on hidden Markov chains are nontrivial extensions of the usual profile
models. In this scientific report, we study some of the mathematical tools needed to solve problems posed when
fitting hidden Markov models for subsequent application in mendelian experiments. Our results reinforce the
validity of the theoretical basis of these models as mathematical estimation strategies for biological phenomena.
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Introduccion

Esta investigacion se ha basado en los trabajos de
resefia de Forney (1973), Juang and Rabiner (1986)
y (1990) y Cappé et al. (2007). Los experimentos
mendelianos fueron desarrollados siguiendo los
trabajos de Bilmes (1997), Thorvaldsen (2005) y
Krogh el al. (1994). Las teorias necesarias para los
calculos de las probabilidades fueron tomadas de
Bilmes (1997).

El comportamiento de la mayoria de los feno-
menos fisicos o dinamicos estan gobernadas por
la incertidumbre debido a la inestabilidad de las
variables dentro de los procesos en el transcurso
de su evolucion. Esto obliga a los investigadores
a desarrollar metodologias de estimacion acerca
del comportamiento de estos fenémenos, que les
permiten conocer o al menos reducir la incerti-
dumbre acerca de los mismos. Estas metodologias
de estimacion pueden consistir en la estructuracion
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de modelos estadisticos matematicos que permitan
la descripcion y comprension del comportamiento
interno de las propiedades de las variables involu-
cradas.

Las caracteristicas fundamentales en la for-
macion de modelos estadisticos son las variables
aleatorias intervinientes en el proceso estocastico
en estudio y sus distribuciones de probabilidades
asociadas, lo que hace necesario el conocimiento del
espacio probabilistico del cual proviene. La teoria
de la probabilidad es una de las teorias que ayuda
a los investigadores en su afan de comprension de
la incertidumbre.

Las cadenas de Markov forman parte de los
procesos estocasticos dependientes. Uno de los
modelos estadisticos markovianos mas utilizados en
los ultimos tiempos en diversas ramas de la ciencia,
como ser en la Biologia, constituyen las Cadenas
de Markov Ocultas o sus siglas en inglés HMM

Recibido: 21/11/2023 Aceptado: 26/12/2023

*Universidad Nacional de Asuncion, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Direccion de Investigacion, San Lorenzo, Paraguay.

2078-399X/2024 Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad Nacional de Asuncion, San Lorenzo, Paraguay.
BY Este es un articulo de acceso abierto bajo la licencia CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es).



https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es
http://doi.org/10.18004/rcfacen.2024.15.1.015
https://orcid.org/0000-0003-0881-2751
http://orcid.org/0009-0000-5163-6955
mailto:ceamarilla%40gmail.com?subject=

16 Reportes cientificos de la FACEN, Enero - Junio 2024, 15(1):15-32

(Hiddens Markov Models). Las caracteristicas ge-
nerales de estos modelos constituyen sus elementos
y cada uno de los tres problemas fundamentales
relacionados con ellos (evaluacion, descodificacion
y aprendizaje). Cada uno de los tres problemas en
uno modelo de Markov oculto puede ser estudiado
mediante la utilizacion de ciertos algoritmos.

Materiales y métodos
Cadenas de Markov

En la realidad existen sistemas dinamicos que van
evolucionando en el transcurso del tiempo y estan
gobernados por ciertas condiciones que pueden
estar estructuradas sobre una base deterministica.
Por ello, las propiedades de los procesos fisicos no
cambian con el paso del tiempo, o sobre una base
aleatoria, en cuyo caso los procesos se rigen por
leyes probabilisticas. En general, un proceso esto-
castico es un modelo matematico que describe el
comportamiento de un sistema dinamico sometido
a un fendmeno de naturaleza aleatoria que hace
que el sistema evolucione segiin un pardmetro que
normalmente es el tiempo, dado por la secuencia
n=1,2,..1t, ..,y que va cambiando probabilisti-
camente de un estado a otro.

Un tipo especial de proceso estocdstico cons-
tituyen las cadenas de Markov, que fueron descu-
biertas por el matematico ruso Andrei Andreyevich
Markov (1956 - 1922) alrededor de 1905, y que
pueden aplicarse a una amplia gama de fenomenos
cientificos y sociales, y se cuenta con una teoria
matematica extensa al respecto.

Espacio de estados y probabilidades de transicion

Una cadena de Markov es un proceso esto-
castico a tiempo discreto dado por el conjunto

{X, :n=0,1, ...

n

}, con un espacio de estados dis-

creto §={S,,5,,...}, y que satisface la propiedad
de Markov. Esto es, para cualquier entero n > 0,

y para cualesquiera estados X,...,X, ,X,
cumple que:
P(X, | Xgsesx,)=p(x, [ X,) (1)

Si el tiempo n + 1 se considera como un tiempo
futuro, el tiempo 0, 1, ... n— 1 como el presente y los
tiempos 0, 1, ... n — 1 como el pasado, entonces la
condicion dada por las cadenas de Markov establece
que la distribucion de probabilidad del estado del
proceso al tiempo futuro z + 1 depende inicamente
del estado del proceso al tiempo 7, y no depende
de los estados en los tiempos pasados 0, 1, ...n— 1.

La probabilidad p(X,., =j|X,=i) se denota

por p;(n+1,n), y representa la probabilidad de
transicidon del estado j al estado j en el tiempo
n + 1. Son conocidas como las probabilidades de
transicion en un paso. Cuando los nimeros #n no
dependen de n se dice que la cadena es estacionaria
u homogénea en el tiempo. Por simplicidad se asu-
me tal situacion de modo que las probabilidades de
transicidon en un paso se escriben como P,.Deesta

manera, dada una cadena de Markov { X, :n=0,1,...}

con espacio de estados S, la funcion PU coni,jeSs
es llamada funcion de transicion de la cadena y
esta dada por:

bj =P(X, =j|X,=0) (2)

La funcién de transicion de la cadena cumple

con las siguientes propiedades: p; =0,V {i,j} € S

, esto es por definicion de probabilidad y Zp
para cada i. J

Matriz de transicion de probabilidades
Cuando el espacio de estados es finito, esto decir

S§'={0,1,..., N }, la funcién de probabilidad P,
de dicha cadena puede ser expresada medlante la
matricial cuadrada P de la siguiente manera.

Po L Doy
P=| M O M
Pvo L D

Esta matriz captura la esencia del proceso y
determina el comportamiento de la cadena en
cualquier tiempo futuro. La entrada (i, /) es la pro-

César Daniel Amarilla
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babilidad de transicion P, es decir la probabilidad
de pasar del estado i al estado j en una unidad de

tiempo. El indice i se refiere al renglon de la matriz
y el indice j a la columna. Esta matriz cumple las

N
siguientes condiciones: p; 20 y Zpy =1. Si
j=1
N
ademas satisface la condicion Zpy =1 dice que
i=1

es una matriz doblemente estocastica.

Distribucion de probabilidad inicial

En general puede considerarse que una cadena de
Markov inicia su evolucion partiendo de un estado
i cualquiera, 0 mas generalmente considerando una
distribucion de probabilidad inicial sobre el espacio
de estados.

Una distribucion inicial para una cadena de

Markov con espacio de estados dado por §= { 0,1, }
es simplemente una distribucién de probabilidad
sobre este conjunto, es decir una funcién 7, que
corresponde a la probabilidad de que la cadena
inicie en el estado 7, tal que:

7, =P(X,=i), VieS (3)

Si el espacio de estados es finito, es decir
S:{O,I,Z,...,N}, entonces la distribucion
inicial podria verse como una n-tupla aleatoria
H=(7Z'O,...,7Z'N).

Caracterizacion de la propiedad markoviana en
un proceso estocdstico

En todo proceso estocastico que cumpla con la pro-

piedad de Markov es posible calcular la distribucion
conjunta de cualquier secuencia finita de variables

aleatorias en el proceso. Esto es, si X, X|,..., X,
constituye una secuencia de variables aleatorias se
tiene que:

p(xo xl""’xn):”OHp(xi | X)) (4)

i=1

Digrafos de transicion

Un digrafo o grafo dirigido es una tripleta (S, E, I),
donde S es un conjunto cuyos elementos son lla-
mados vértices, £ otro conjunto cuyos elementos
son las aristas y finalmente / es una funcion que

le asocia a cada arista ¢ € £ un par ordenado de
vértices llamados extremo de e. El primer vértice
es llamado la cola y el segundo la cabeza de e.
Generalmente un digrafo es dibujado en forma tal
que cada vértice queda representado por un punto
en el plano, y cada arista por una curva que une
los representantes de sus extremos. Para distinguir
cabeza de cola, dibujamos una flecha en la cabeza
de la arista (Fig. 1).

Las cadenas de Markov pueden ser represen-
tadas mediante graficos denominados digrafos de
transicion o grafos dirigidos, tal como lo muestra
la Fig. 2. Estas cadenas suelen ser analizadas me-

@ < e
S Sz ‘_)

Figura 1: Digrafo totalmente dirigido.

diante la utilizacion de grafos dirigidos con pesos,

que estan constituidos por una terna (S, E, I), donde
los elementos de S (conjunto de nodos) son los es-
tados de la cadena de Markov. Los elementos del
conjunto £ (conjunto de aristas) constituyen arcos,

simbolizados e = (z' ,J ) , alos cuales son asignadas

probabilidades no nulas de transicion, p;, > 0. Las

12

Figura 2: Digrafo de transicion.

Cadenas de Markov ocultas discretas y los experimentos mendelianos
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aristas pueden también presentarse como bucles o
lazos, situaciones en las cuales los arcos empiezan
y terminan en un mismo nodo.

Evolucion de las cadenas de Markov
Una cadena de Markov con espacio de estados

finito S={0,1,...,N} y distribucién inicial

H=(7Z'O,...,7ZN) puede dividirse en sectores

sobre el espacio de estados de acuerdo a un cri-
terio facilmente observable; pero esta division
en subconjuntos no es estable ya que va evolu-
cionando en el tiempo y el proceso queda esta-
blecido en N sectores o estados del proceso y en
un instante dado la condicion de la situacion es

Ve =(v(0),, (1) vy (N)), VE€{0,1,...},
donde cada v, (i), Vie{O,l,...,N}, indica el

tamafo del sector i-ésimo en el instante &, ya sea
en magnitud absoluta, en porcentaje del total, o en
porcidn de unidad.

Al utilizar porciones de la unidad para repre-
sentar las componentes V, (i) de V,, se tendra que
cada V, es una distribucion de probabilidad, sus
componentes son no negativas y suman 1. Como la
observacion no se realiza en todo momento, sino al
término de lapsos iguales de tiempos, se tendra que
V, depende del periodo en que se realiza la obser-
vacion durante el proceso, es decir es una funcion
de variable que va tomando valores en los nimeros
naturales 0,1,... y arroja una sucesion de distribu-
cionesIL V,V, ..., V,V,,, .. donde II indica
como es cada sector en el inicio del proceso y se
supone que la distribucion ¥, depende linealmente
de la distribucion anterior V,_, es decir existe una

k+1°
matriz de probabilidades de transicion P de orden

de (nxn) tal que:

v,=V, ,.P=11.PY (5)

Con todo lo expresado, se puede concluir que
cualquier secuencia observada en una cadena de
Markov queda totalmente especificada por la dis-
tribucion inicial y la matriz de probabilidades de

transicion.

Probabilidades de transicion en n pasos

En una cadena de Markov {Xn :n:O,l,...} , con
espacio de estados S'y funcion de transicion dada

por p; = P(X, =j| X, =0), P(X,,,, = ]| X, =)
corresponde a la probabilidad de pasar del estado i,
en el tiempo m, al estado j, en el tiempo m + n. Dado
el supuesto de la condicion de homogeneidad en el
tiempo, esta probabilidad no depende realmente del
tiempo m, por lo que coincide con la probabilidad

(1)
i
donde el nimero de pasos 7 se escribe entre parén-
tesis para distinguirlo de alglin posible exponente,
y se llama probabilidad de transicion en n pasos.

Si el espacio de estados es finito, las probabili-
dades de transicion pueden ser expresadas mediante
la matriz de transicion de probabilidades Py por lo
tanto, la funcion de transicion en z pasos es igual a
la potencia n-ésima de la matriz P.

P(X, =j| X,=i),ysedenotapor p, (n) op

Comunicacion

Para que dos estados en una cadena de Markov se
comuniquen necesariamente debe darse la propie-
dad de accesibilidad entre ellos. De esta forma,
un estado j es accesible desde un estado i cuando

se tenga un entero n > 0 tal que p[(j") >0. Por lo

tanto, los estados 7 y j se comunican si i es accesible
desde el estado j y j es accesible desde el estado
i. La comunicacion entre dos estados constituye
la posibilidad de pasar de un estado a otro en un
numero finito de transiciones e indica una particion
del espacio de estados de la cadena dada por los
subconjuntos de estados comunicantes. Esto es,
dos estados pertenecen al mismo elemento de la
particion siy solo si, tales estados se comunican.

De este modo el espacio de estados de una
cadena de Markov se subdivide en clases de co-
municacion.

Como la propiedad de accesibilidad constituye
una relacion de equivalencia, se cumple que: todo
estado i es accesible desde si mismo, si el estado i

César Daniel Amarilla
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es accesible desde el estado j se tiene que el estado
j es accesible desde el estado i y si el estado i es
accesible desde el estado j y el estado j es accesible
desde el estado k entonces el estado i es accesible
desde el estado £.

Estados absorbentes, recurrentes y transitorios

En una cadena de Markov, un estado i es absorbente
si P_= 1. Mientras que un estado i es recurrente
si la probabilidad de eventualmente regresar a i,
partiendo de 7, es uno, es decir si:

P(X,=iparaalgunan>1| X, =i)=1 (6)

Todo estado absorbente es un estado recurrente.
Un estado que no sea recurrente recibe el nombre
de transitorio, y en tal caso la probabilidad anterior
€s menor a uno.

Estados limites y de equilibrio

Dada una cadena de Markov cuya matriz de proba-
bilidades de transicion es P, sea J una distribucion
de probabilidad. Diremos que V es la distribucion
de equilibrio del proceso, si se verifica que
V=VP(7)

Si un proceso llegara a una distribucion de
equilibrio, se haria constante, es decir, todas las
distribuciones posteriores serian iguales.

Por otra parte, sea {X , n=0,1, } una cadena

de Markov con espacio de estado finito que tiene
una distribucion inicial IT y matriz de transicion
P. De acuerdo a la nocion de convergencia, cabe
preguntarse si existe:

v, =limV, = HlymP(") =T1P™ (8)

En caso de existir, se dice que V es la distribu-
cion limite o de equilibrio de la cadena de Markov.

Regularidad

Las cadenas de Markov regulares son cadenas
finitas que cumplen con la propiedad Markoviana
y que a partir de un cierto momento un vector de
estado pasa a otro cualquiera con probabilidades
estrictamente positivas en un paso. Esto es, una

cadena de Markov finita tiene matriz de transicion

regular si existe un entero no negativo, n>0, tal

que p; (n) >0, para cualesquiera estados i y i.
Entonces, una cadena de Markov sera regular si
alguna potencia de su matriz de probabilidades de
transicion tiene todas sus entradas estrictamente
positivas.

Cadenas de Markov ocultas

La idea general de un Modelo Oculto de Markov
(HMM) también llamada cadena de Markov ocul-
ta esta en el hecho de que, al medir o cuantificar
cierto fenomeno, la lectura que genera la secuencia
observable de simbolos no necesariamente es el
proceso real del fenémeno, ya que el instrumento
de medicidn podria estar introduciendo un ruido
en la verdadera senal. Por esta razon, este tipo de
modelamiento introduce dos procesos: uno observa-
ble y otro oculto. En este modelo el proceso oculto
es una cadena de Markov homogénea con espacio
de estados finito y no se requiere que el proceso
observado cumpla con la propiedad de Markov,
sino que sea simplemente un proceso estocastico.

Los modelos ocultos de Markov (HMM) fueron
introducidos a finales de los sesenta y principios de
los setenta por Leonard E. Baum en un articulo, el
cual propuso este modelo como un método estadis-
tico de estimacidn de las funciones probabilisticas
de las cadenas de Markov.

Desde finales de 1970 cuando los modelos
ocultos de Markov fueron aplicados a sistemas de
reconocimiento de voz, se desarrollaron técnicas
para estimar probabilidades sobre estos sistemas en
especifico. Estas técnicas permiten a estos modelos
llegar a ser eficientes, robustos y flexibles de manera
computacional.

Un modelo oculto de Markov constituye una
técnica de modelizacion de datos secuenciales apli-
cada inicialmente en el campo del reconocimiento
automatico del habla (Rabiner,1989), donde actual-
mente es una herramienta casi imprescindible. Este
modelo puede ser pensado como una maquina de
estados finito donde las transiciones entre los esta-
dos dependen de la ocurrencia de algun simbolo.

Cadenas de Markov ocultas discretas y los experimentos mendelianos
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En general, son muy utiles para el reconocimiento
de patrones y en particular son substancialmente
efectivos para modelar el comportamiento del
hombre o procesos en los que existe la intervencion
del hombre.

Formalmente, una cadena de Markov oculta
es un proceso binario (doblemente estocastico)
X, 7Y}, Vne{O, 1,2,...} , donde {X }es una
cadena de Markov homogénea con espacio de es-
tados finito y {¥ } es un proceso estocéstico cuya
distribucion condicional solo depende de {X }.

Se entiende entonces que los modelos ocultos
de Markov son modelos estadisticos que juntan de
acuerdo a leyes probabilisticas una coleccion de va-
riables aleatorias { Y|, Y ,..., ¥ ,, X, X ,.., X },con
T finito. Las variables Y, pueden ser observaciones
continuas o discretas y las variables X, son variables
ocultas y discretas. Los HMM pueden particula-
rizarse de acuerdo a las leyes probabilisticas que
gobiernan a las variables aleatorias que intervienen
en el modelo. En este tipo de modelos probabilis-
ticos se asumen dos condiciones de independencia
que son:

la #-ésima variable aleatoria: dada la (t—1)-ésima
variable aleatoria del proceso oculto, es indepen-
diente de variables previas, es decir que X depende
solamente de la X | con lo que:

PX X Y, .. X, Y)=PX|X )

la t-ésima observacion: dada la 7-ésima variable
oculta, es independiente de cualquier otra variable,
es decir que Y, depende solo de X, con lo que

(10)

PO X Y s X, Y X Y X,

Y, s X ¥)= PO X)

La Fig. 3 es un modelo probabilistico grafico
que muestra un conjunto de variables aleatorias

Figura 3: Red Bayesiana dindmica simple que refleja las
condiciones de independencia en los HMM.

y sus condiciones de dependencia. Esta grafica es
llamada Red Bayesiana dinamica simple y refleja
las dos condiciones de independencia impuestas a
las variables aleatorias intervinientes en los HMM.
Los circulos en azul representan a las variables
aleatorias del proceso oculto y los rectangulos
en rojo a las del proceso visible. Estas variables
aleatorias pueden tomar ciertos valores en cada
instante 7, ademas cada simbolo X representa una
variable aleatoria del proceso markoviano discreto
oculto en el instante ¢, mientras que los simbolos
X constituyen las variables aleatorias del proceso
observable en cada instante 7. Las flechas indican
las formas de dependencias condicionales entre las
variables aleatorias.

Elementos de los HMM discreto

Si se tiene que las observaciones Y, son discretas
con N posibles valores, entonces estamos ante una
cadena de Markov oculta discreta. En los HMM
discretos intervienen los siguientes elementos:

. S = {1,2,...,N} es el conjunto finito de
estados del proceso oculto, en donde N es
la cantidad total de estados en el modelo.

* V' es el conjunto de valores o simbolos
diferentes que se pueden observar en cada
uno de los estados, puede considerarse
también un alfabeto finito. Cada uno de
los simbolos que un estado puede emitir
se denota como {vl,vz,...,vM}, donde M

M es el nimero de simbolos del alfabeto

y cada v, serefiere a un simbolo diferente.

H=(7[1,7Z'2,...,7ZN) es la distribu-

cion de probabilidad inicial de los
estados del proceso oculto, con

T, :P(Xlzi),Vie{l,Z,...,N} y

N
Zﬂ'l. =1. Cada 7, representa la proba-

I=1
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bilidad de que el proceso esté en el estado
i en el instante en que se inicia.

A= { pij} constituye la matriz de pro-
babilidades de las transiciones entre los
estados del proceso estocastico oculto,
es decir: p,=P(X,, =j|X, =),
v{i,j}e{l,2,..,N} y Vne{l,2,..}.
Por lo cual, cada p,; constituye la proba-
bilidad de que el sistema se encuentre en

el estado j en el tiempo n+1 dado que

se encuentra en el estado i en el tiempo # .

Bz{bi(k)} constituye la matriz de

probabilidad de emision de un esta-
do dado. Constituye la distribucion
de probabilidad de los estados en el
proceso observable, en donde cada

b(k)=PY,=v,|X,=0),Vie{l,2,..,N},
‘v’ne{l,2,...} y Vke{1,2,...,M} con

N
Zbl. (k) =1. Cada b, (k) constituye la
[

probabilidad de que el sistema, estando
en el instante n en el estado i, genere la

observacion v, .

Cualquier secuencia de observaciones ge-
neradas dentro del proceso se simboliza

por Y:(Y Y, Yk), donde cada Y eV,

Y,
Vie{1,2,...,k} , representa una observacion y k

es la cantidad de observaciones en la secuencia.
La Fig. 4 muestra el modelo grafico de un HMM
con cuatro estados ocultos y dos tipos de observa-
ciones. Las flechas continuas indican las transicio-
nes entre los estados del proceso markoviano oculto
(p; > 0), y las flechas punteadas constituyen las

probabilidades de emision de observacion en cada

pu pz P

o
/b)) o 7~ =) \ i

e N
i h

Figura 4: Grafica de un HMM con cuatro estados ocultos y
dos tipos de observaciones.

estado oculto ( b, (k) >0).

Experimentos mendelianos

En 1866, se publicaron los famosos experimen-
tos de Mdel en la hibridacion de las plantas,
el cual es considerado a menudo el trabajo de
rompimiento del hielo de la genética moderna.
Mendel no tenia ningn conocimiento anterior
de la naturaleza dual de los genes, pero a través
de una serie de experimentos en el jardin de su
convento, pudo detectar la presencia de gen
oculto y nombrarlo “Elemente”.

El mundo bioldgico es bastante complejo y
a menudo demasiado complicado para el mode-
lado matematico. En comparacion con la fisica,
solo recientemente han atacado problemas bio-
logicos mediante el uso de métodos matematicos
enfocados a lo computacional. La més nueva y
mas desafiante interaccion entre la biologia y
la matematica viene de la biologia molecular
moderna y de la bioinformatica.

La genética ha tenido una explosion en nu-
mero de descubrimientos y se ha desarrollado a
la par del avance computacional. Experimentos
como los de Gregor Mendel (1822-1884), titu-
lado “los experimentos en los hibridos de las
plantas (1866)”, pueden ser revisitados y las
leyes de la herencia redescubiertas usando las
técnicas y los datos de su publicacién original.
La genética mendeliana se refiere a la transmi-
sion de los rasgos bioldgicos discretos de una
generacion a otra y los modos de expresion de
los genes.

Cadenas de Markov ocultas discretas y los experimentos mendelianos
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Los inicios, las cuentas y los experimentos rea-
lizados por Mendel

Mendel fue miembro del monasterio de Santo
Tomas en Briinn, Republica Checa, a la edad de
21 afios y estudio teologia entre los afios 1844 y
1848. Fue profesor de ciencias, fisica y matematica.
Estudi6 en la Universidad de Viena entre 1851 y
1853. Su maestro mas influyente fue Andreas Von
Ettingshausen. Escribié un libro en combinatoria
("Die combinatorische Analisis", Viena, 1826), y
habia recogido claramente algunos de los métodos
utilizados alli, méas tarde en su serie de experimentos
con las plantas. Resulto ser un buen experimentador
en el jardin del monasterio, a pesar de que solo
tenia acceso a equipos bastantes simples. Hizo sus
clasicos experimentos en la cria de plantas entre los
afios 1856 y 1863, donde cultivo y experimentd con
al menos 28.000 plantas.

Los guisantes son la cuarta parte mas importante
en el cultivo de legumbres del mundo. Mendel eli-
gi6 un guisante comun del jardin que eran arvejas
de la especie Pisum sativum para sus primeros ex-
perimentos en la hibridacion por motivos practicos
(eran baratos, faciles de obtener y tienen un tiempo
de generacion relativamente corto) y por otras dos
razones que fueron cruciales para el éxito de sus
experimentos, ya que las semillas de las arvejas
presentaban variedades de formas y colores faciles
de identificar y analizar. Ademas, estas plantas, en
forma silvestre se autofecundan y pueden ser ma-
nipuladas por el experimentador de modo tal que se
puede dirigir la reproduccion entre dos individuos
(fecundacion cruzada).

Las arvejas son plantas que se autofecundan de
manera natural y exhiben caracteres que se pre-
sentan de manera simple y en distintas formas. Un
caracter es un cierto rasgo o caracteristica especi-
fica de un organismo y en general posee diferentes
variantes, formas en que puede presentarse. Para
lograr arvejas con ciertos caracteres, Mendel las
cultivd durante muchas generaciones obteniendo
lineas puras, es decir, subpoblaciones que producian
descendencia homogénea para cada caracter elegi-
do. Obtuvo siete parejas de lineas puras para siete
caracteres, diferenciando cada pareja s6lo respecto

Tabla 1: Caracteres versus variantes en las arvejas.

Caracter Variante
Color de la flor Rojo Blanco
Color de la semilla | Amarillo Verde
::;tillllrj dela Lisa Rugosa
Forma de la vaina Hinchada Hendida
Color de la vaina Verde Amarillo
Longitud del tallo Largo Corto
Tipo de floracion Terminal Axial

de un caracter. Los siete caracteres, junto con sus
respectivas variantes, estudiados por Mendel en las
arvejas se presentan en la Tabla 1.

Color de las flores de las plantas

El primer caracter estudiado por Mendel fue el color
de las flores de las plantas. Como primer paso fe-
cundo una planta de flores rojas con el polen de una
planta de flores blancas, estos ejemplares de lineas
puras constituyen la generacion parental (P). Este
cruzamiento origino la primera generacion filial
(F1), cuyos integrantes tenian todos flores rojas.
Luego tomo plantas de flores blancas y las fecundo
con polen de plantas de flores rojas y obtuvo los
mismos resultados.

En su segundo experimento, tomo los ejemplares
de la primera generacion filial (F1) y las autofecun-
do, obteniendo como resultado 929 semillas en la
segunda generacion filial (F2), que luego sembro
y cuando comenzaron a dar flores, se observo que
algunas plantas tenian flores blancas, con lo cual
habia reaparecido la otra variante. Con estos resulta-
dos, primero conto6 la cantidad de individuos de cada
variante hallada en F2 y calcul6 la proporcion entre
ellos, encontr6 que de un total de 929 plantas de F2,
705 tenian flores rojas y 224 tenian flores blancas.
Las proporciones eran de aproximadamente 3:1, de
cada 4 flores 3 eran de color rojo.

Mendel dedujo que F1 recibe la capacidad de
producir flores rojas o blancas. Sin embargo, una
de las variantes (flor blanca) no se expresa. Para
denominar este fendémeno, utilizé el término do-

César Daniel Amarilla
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minante para designar a la variante que se expresa
en F1 y el término recesivo, para la variante que
queda enmascarada y reaparece en F2.

Color de las semillas

Siguiendo con sus experimentos, Mendel estudio el
color de las semillas. La ventaja de usar este caracter
era que no tenia que esperar a que cada uno de los
individuos de cada generacion floreciera. Para este
caracter, dedujo que el color amarillo es dominante
y que el color verde era recesivo. Ademas, penso
que, si a partir de las plantas con semillas amarillas
de F1 surgieron, en F2, plantas con semillas verdes,
era posible que, a su vez, las plantas amarillas de F2
también “escondieran” el caracter verde.

Para analizar su idea, Mendel autofecundo 519
plantas con semillas amarillas de F2 y vio que 166
de ellas solo producian arvejas con semillas amari-
llas. Las llam¢6 “amarillas puras”. Por otra parte, 353
plantas producian arvejas con semillas amarillas y
verdes, nuevamente en una proporcion 3:1. De cada
cuatro semillas tres eran de color amarillo, llamadas
“amarillas impuras” (Fig. 5). Por lo tanto, de las
plantas con semillas amarillas en F2, alrededor de

los 1/3 eran como el parental amarillo de linea
puray los 2/3 eran como los amarillos de F1, es

¥ X

F1 Todas amarillas

= Q0 O l O O
| ] | |
1/4 2/4
puras impuras

3/4 amarillas 1/4 verdes

Figura 5: Proporciones observadas durante el proceso de
fecundacion de la semilla hibrida.

decir, producian semillas amarillas y verdes en una
proporcion 3:1.

Por otra parte, las plantas con semillas verdes
siempre daban arvejas con semillas verdes, por
lo que eran puras siempre. Con estos resultados,
Mendel se dio cuenta que era preciso distinguir la
constitucion genética de un individuo, su genotipo,
de la expresion visible del mismo, su fenotipo.

Entonces, en F1 se tiene al fenotipo amarillo y
en F2 a los fenotipos amarillo y verde. Las plantas
con fenotipos amarillos en F2 no son todas iguales.
Utilizando lanotacion A , para la variante dominan-
te (amarilla) y a para la variante recesiva (verde),
podemos representar a los genotipos de F2 de la

siguiente manera: el genotipo AA corresponde a
las plantas con semillas “amarillas puras”, el ge-

notipo aA corresponde a las plantas con semillas
“amarillas impuras” y el genotipo aa corresponde
a las plantas con semillas “verdes”.

Segun los resultados, en F2 se contemplan dos
tipos de fenotipos, amarillo y verde, pero tres tipos
de genotipos, denominadas homocigota dominante
(AA), heterocigota ( Aa ) y homocigota recesiva (
aa ). En su documento, Mendel inform6 que realizo
sus experimentos para cuatro a seis generaciones,
sin dar mas cifras, indicando solamente los resul-
tados generales y formulas matematicas.

Textura y color de las semillas

A fin de responder a la pregunta: ;como serian
las proporciones cuando se consideran dos carac-
teres simultaneamente? Mendel considerd en su
siguiente experimento los caracteres “textura de la

semilla”, cuyas categorias son lisa ( B ) y rugosa (b
),y “color de las semillas” con categorias amarillo (
A)yverde (a), utilisando dos lineas puras: plantas
con semillas lisas y verdes cuyos genotipos son de
la forma aaBB y plantas con semillas rugosas y
amarillas con genotipos AAbb .

En el cruzamiento de las dos lineas puras (
AAbbxaaBB), tal como lo muestra la Fig. 6,
se observo que en F1 todas las semillas eran lisas

y amarillas con genotipos AaBb, es decir que es

Cadenas de Markov ocultas discretas y los experimentos mendelianos
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AADD

B
l l

P aaBB p

aB Ab
F1 AaBb
Lisas y amarillas
gametas Ab ab AB aB

Figura 6: Resultados obtenidos en la primera generacion filial
(F1) al tomar los caracteres textura y color de las semillas
simultdneamente.

homogénea y su fenotipo es el correspondiente a
la forma dominante de cada caracter, en este caso
liso y amarillo. En F2, Mendel obtuvo las cuatro
combinaciones fenotipicas posibles (liso y amarillo,
liso y verde, rugoso y amarillo, y rugoso y verde) en
proporcidn 9:3:3:1, tal como lo muestra la Tabla 2.

Analizando primeramente el caracter textura
de la semilla, que esta compuesta de 423 semillas
lisas y 133 semillas rugosas, se puede aprecia que
guardan entre si una relacion 3:1. De la misma
manera analizando el caracter color de las semillas
se observa que 416 semillas son amarillas y 140
verdes, también guardan entre si una relacion 3:1.

Entonces, al considerarse los dos caracteres

Cantidades Proporciones
315 semillas lisas y amarillas 9
108 semillas lisas y verdes 3

101 semillas rugosas y amarillas | 3
32 semillas rugosas y verdes 1

556 semillas en total 16

Tabla 2: Resultados obtenidos en la segunda generacion
filial (F2) al tomar los caracteres textura y color de las semi-
llas simultaneamente.

simultaneamente, los diferentes fenotipos resul-
tantes deberian guardar entre si una combinacion
de las proporciones de cada caracter por separado.
Al considerar el caracter textura de la semilla, se
tiene que: lisa tiene una probabilidad 3/4 y rugosa
1/4. De la misma manera, en el caracter color de
las semillas, amarillo tiene una probabilidad de 3/4
y verde 1/4. Como los genes para distintos carac-
teres se heredan de forma independiente, se tiene:

31 3

P(lisa yverde)= P(liso) P(verde)=—.—=—
(isa yverde) = P{iso) P(verde) = 1 = 3
P(rugosa yamarillo) = P(rugosa)P(amarillo) = 13 = 3
4°4 16

33 9

P(rugosa yverde) = P(rugosa) P(verde) = 11° 16

Extendiendo este razonamiento a n caracteres
calculando las probabilidades combinadas de cada
caso (Tabla 3).

Tabla 3: Genotipos de la F2 de un cruzamiento

AaBbx AaBb .

Gametas AB Ab aB ab
AB AABB AABbD AaBB AaBb
Ab AABbD AAbb AaBb Aabb
aB AaBB AaBb aaBB aaBb
ab AaBb Aabb aaBb aabb

Leyes de Mendel

Las leyes de Mendel son un conjunto de reglas
basicas sobre la transmision por herencia de las
caracteristicas de los organismos de los padres
a sus hijos.

Primera ley de Mendel: Ley de la unifor-
midad de los hibridos de la primera genera-
cion filial (F1): Si se cruza una linea pura de
arvejas cuya semilla es de color amarilla con
otra cuya semilla es de color verde, los indi-
viduos de la primera generacion filial (F1) son
todos uniformes. En este caso se parece a uno
de los progenitores, el de la semilla con color
amarilla.

César Daniel Amarilla
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Segunda ley de Mendel: Ley de la segrega-
cion: Los dos factores (genes) para cada caracter
no se mezclan ni se fusionan de ninguna manera,
sino que se segregan (separan) en el momento
de la formacion de los gametos.

Tercera ley de Mendel: Ley de la transmi-
sion independiente: Los genes para distintos
caracteres se heredan de forma independiente

Resultados y discusion

Experimentos mendelianos como cadenas de
Markov

Los experimentos genéticos mendelianos sobre la
base de la libre fertilizacion, pueden representarse
mediante simples modelos de Markov.

Diploide con un solo par de genes

Mendel en sus primeros experimentos estudio el
color de las plantas y luego el color de las semillas
de las plantas. En ambos casos tomo un solo carac-
ter, las cuales tienen dos tipos de variantes (genes).

Considerando uno de los dos primeros experi-
mentos mendelianos, por ejemplo, el experimento
realizado sobre el caracter “color de las semillas”,
en la cual las variantes (genes) son “amarillo” al
que se le llam6 gen dominante (A4 ) y “verde” al
que denomino gen recesivo (a ). Recordando que
en cada generacion se pudo notar que era preciso
distinguir la constitucion genética de un individuo
de la expresion visible del mismo (aspecto), es

decir su genotipo (homocigota dominante ( A4 ),
heterocigota (a4 ) 6 homocigota recesivo (aa))

de su fenotipo (amarillo (A ) 6 verde (a)). En-
tonces, el genotipo de las semillas puede ser de
un nivel sobre el conjunto de estados posibles

S= {AA(estadol),aA(estad02),aa(estad03)}
enel tiempo £, con probabilidades de v, (1) , Y, (2)
y v, (3), donde v, (1)+vt (2)+vt (3) =1.

Si X, es la variable aleatoria que muestra

el estado en la que se encuentra el genotipo del

individuo en el tiempo ¢, la distribucion de proba-
bilidad de los estados del proceso cuando evolu-

cione en el tiempo sera :(vt (1) v (2) v (3))

>Vt Yt
, donde v, (i)=P(X,=i), Vie{l,2,3,.} y

= (0, 1, 0). Como al principio de su experimento

Mendel tomo6 semillas de colores amarillas y las
fecundo con semillas de colores verdes, comenzo
este proceso tomando una poblacion fundada en
las primeras plantas de heterocigotas y con ello, la
distribucion de probabilidad inicial viene dada por
= (O, 1,0).

Por otra parte, Mendel observo que si tomaba
una poblacion de plantas con semillas de colores
amarillas puras (homocigotas dominantes) y las
autofecundaba obtenia siempre plantas con semillas
de colores amarillas. De manera andloga, si tomaba
una poblacién de plantas con semillas verdes puras
obtenia siempre plantas con semillas de colores
verdes. Ahora bien, si tomaba una poblacion de
plantas heterocigotas la relacion de los genotipos
erade 1:2:1, con la cual las proporciones genotipi-

1 1
e (O3

Figura 7: Digrafo de transicion (Diploide con un solo par
de genes).

caserande 1/4,1/2 y 1/4 (Fig. 7).
Considerando que la segregacion cromosdmica
(distribucion de los cromosomas) es al azar y que el
tiempo de transicion es homogéneo, se puede definir
a la matriz de transicion de probabilidades de la
cadena de Markov para la autofertilizacion como:

1 0 0
bF=1/4 1/2 1/4
0 0 1

Las p;, Vi, je {1,2,3}, de la matriz de tran-
sicion de probabilidades de un paso corresponden
a la probabilidad de que cada célula realice la

transicion de un cierto estado / a un cierto estado

Cadenas de Markov ocultas discretas y los experimentos mendelianos
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J - Es decir, la probabilidad del paso de un cierto
genotipo a otro genotipo de un tiempo ¢ a otro

tiempo #+1 . En este proceso de Markov, el estado
2 es transitorio y los estados 1y 3 son absorbentes.
Tomando en cuenta la ecuacion (5), la distribucion

de probabilidad de la variable aleatoria X,,, (de
los estados) en el tiempo 7+1 es:

1 1 t+1 1 t 1 1 t+1
v,=mpP)=——=| ||[=|.=—|=
(2 (zj @ 2 (2) J(”)
Calculando el limite de V,,, cuando ¢ tiende al
infinito, se obtiene:

. 1 1
Voo :111_1)21/]{ _(E’O,Ej (12)

Resultado que muestra que el proceso sera ab-
sorbido rapidamente por alguno de los dos estados
absorbentes intervinientes en la cadena. Entonces,
con la autofertilizacion, una poblacion se divide en
una serie de lineas que rapidamente se vuelven muy
homocigética y que asintoticamente produce la au-
tofecundacion de dos genotipos puros, lo que hace
que todos los descendientes sean del mismo tipo.

Debido a que en la reproduccion incluye tanto
la reproduccion celular (de una célula madre se
obtienen dos células hijas) como la procreacion
(a partir de dos células de los individuos pro-
genitores, se produce un individuo hijo), se toma
un modelo con la fertilizacion al azar en una po-
blacion infinita diploide sin superposicion entre
las generaciones en lugar de la reproduccion de
individuos del mismo linaje (endogamia), es decir
que al mezclarse dos individuos de sexos opuestos
(progenitores) de la poblacion en cada paso dan
origen a un nuevo ser vivo (hijo) y este nuevo ser
vivo hereda un gen de manera aleatoria de cada
uno de sus progenitores. El genotipo del hijo es
nuevamente de un nivel sobre el espacio de estados

S={AA (estadol) ,aA(estado 2) ,aa (estado 3)}

Al concentrarse en uno de los progenitores,
por decir el padre, la distribucion de probabilidad

inicial esta dada por H1=(7Z'1,7Z'2,7Z'3), donde

7w, =P (X 0 =1 ) = g, indica la probabilidad de que
el individuo padre escoja una madre que tenga como
par de genes los correspondientes al estado 7, con
ie {1, 2, 3} . Por otra parte, la probabilidad de que
la madre tenga algiin gen dominante o recesivo en

elestado i esta dadapor g, 0 ¢, . En este modelo,
los elementos intervinientes en los calculos para la
obtencion de las probabilidades de transicion de un
paso tienen las siguientes interpretaciones:
a) Si el padre tiene ambos genes dominantes y es-
coge a una madre para cruzarse, la probabilidad
de que el hijo tenga:

» ambos genes dominantes ( A4 que se puede
simbolizar por D) es:

P(Dt+l|Dt): P =99p Pp T 990> Pp Y9393 Pp
1 /4
py=m 1-1+mx, E 1+7,-0 '1:7r1+72

* un gen dominante y otro recesivo (a4 que se
puede simbolizar por H ) es:

P(H,,\|D,)= P, =qp Pp + %495 Po + 93985 P>

1
pp=m 0 1+mx, By 1+l -1=%+7r3

* ambos genes recesivos (aa que se puede
simbolizar por R) es:

P(R,., | D)= p;=0

Como el individuo hereda un gen dominante del
padre con probabilidad 1, entonces es imposi-
ble que llegue a tener ambos genes recesivos.

b) Si el padre tiene un gen dominante y el otro
recesivo, y escoge a una madre para cruzarse,
la probabilidad de que el hijo tenga:

» ambos genes dominantes ( D) es:

P(Dm ‘Hz ) =DPu=99p Pp Yt 94902 Pp Y 93903 Pp

César Daniel Amarilla
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111 1

T
p2] — 72{-1 1_+ 7[2 —_— 7[3 0_: +_2

* un gen dominante‘y Gtro rece521V0 (2 H) e%:

P(HI+I|DI) =Py =990 Prt 4, (QszR + qupD)pD +459r;3 Pp

1

2

» ambos genes recesivos (R )

P(R\|H,)= Py = 0101 Pr+ D4rs Pr + 939 Pr

11 1 n, «
D =72'1'0'54'7[2'—'54'72'3'1'5:724‘73

¢) Si el padre tiene ambos genes recesivos, y es-
coge a una madre para cruzarse, la probabilidad
de que el hijo tenga

» ambos genes dominantes (D) es:
P(Dm |Rt) =py =0

Puesto que el individuo hereda un gen rece-
sivo del padre con probabilidad 1, entonces
es imposible que llega a tener ambos genes
dominantes.

* un gen dominante y otro recesivo ( /) es:

P(H,\R)= Ps, =1 9p1 Pr + 9> 9p2 Pr + %03 Pr
1 T,

Dy =711+ 7y =1+ 7, 0l=7 +—

» ambos genes recesivos (R )

P(Rm |Rt) = P33 =49k Pr T 929k Pr T 93985 Pr
1 T,

D3 =7, 01+ T, 51 + 7Ty 11= 7 +7Z'3

Con los resultados anteriores, la matriz de tran-
sicion de probabilidades es:

T T
7Z'1+72 724'71'3 0

plm,m L om m
2 4 2 4 2

y la distribucion de probabilidad de la variable

aleatoria X, (de los estados) en el tiempo ¢,

Vie{l,2,3,..}, es:

e (o3 ) 5 500 09

Esto nos dice que esta cadena de Markov alcanza

ya su condicion estable en el tiempo =1, es decir,
que con la primera generacion de descendientes ya
se alcanza el equilibrio entre los genotipos.

Diploide con dos pares de genes independientes

En sus anotaciones Mendel dejo constancia de
que también estudio en detalle el diploide con dos
y tres pares de genes. En estos estudios dedujo
que las elecciones de los gametos de cada caracter
en cada generacion eran independientes. El caso
del diploide con dos pares de genes consiste en
tomar los caracteres textura de las semillas cuyas

categorias son lisa (A ) y rugosa (a ), y color de
las semillas con categorias amarilla (B ) y verde (
b), simultaneamente. En el genotipo, las semillas

pueden estar segun la Tabla 3 en un nivel sobre el
siguiente conjunto de estados:

S= { AABB,aABB,aaBB, AAbB,aAbB,aabB, AAbb,aAbb, aabb}

Si X, es la variable aleatoria que representa
el estado sobre la cual se encuentra el genotipo
en el instante ¢, se tendra que la distribucion
de probabilidad de los estados de este pro-

ceso de autofecundacion en el tiempo ¢ sera
V,=(v,(1).,(2)...,%,(9)) .coni € {1,2,...,9},

te {1,2,...} y v, (l) =P(Xt =i). En este caso,
Mendel not6 que si tomaba semillas con lineas pu-
ras y las autofecundaba, en la proxima generacion
todas las semillas eran de la misma linea pura to-
mada. Ademas, si consideraba semillas que no eran
de lineas puras se daban las siguientes situaciones.

* Si las semillas consideradas tienen genotipos
aABB vy se autofecundan se tienen tres tipos

posibles de genotipos que son: aaBB , aABB
y AABB.

T T
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Tabla 4: Genotipos resultantes de un cruzamiento

aABBxaABB .

Gametas aB AB
aB aaBB aABB
AB aABB AABB

Tomando en consideracion la Tabla 4 se tiene:

P(AABB|adABB) = p,, :%,P(aABB|aABB) =Py

= l,P(aaBB |aABB) = p,, = 1
2 4

* Si las semillas consideradas tienen genotipos
AAbB y se autofecundan se tienen tres tipos

posibles de genotipos que son: AAbb, AAbB
y AABB (Tabla 5).

P(AABB|AAbB) = p,, =—,P(AAbB|AAbB) =

1
4

P(4A4bB|adbB) = p, =%,P(aAbB | adbB) = p.;

1 1
Dss :Z,P(aabB | aAbB) = Pss :g

P(AAbb|aAbB) =p,, = %,P(aAbb | adbB) =

1 1
Py = Plaabb| aAbB) = p,, =

16

Tabla 6: Genotipos resultantes de un cruzamiento

aAbB xaAbB .

Gametas ab aB Ab AB
ab aabb aabB aAbb aAbB
aB aabB aaBB aAbB aABB
Ab aAbb aAbB AAbb AAbB
AB aAbB aABB | AAbB AABB

1

1
= Py ZE,P(AAbb |aABB) = p,, :Z

Tabla 5: Genotipos resultantes de un cruzamiento

AAbB x AAbB .
Gametas Ab AB
Ab AAbb AAbB
AB AAbB AABB

» Si las semillas consideradas tienen ge-

notipos aAbB y se autofecundan se
tienen nueve tipos posibles de genoti-

pos que son: aabb,aabB,aAbb,aAbB,
aaBB,aABB, AAbb, AAbB y AABB (Tabla

6).

P(AABB| aAbB) = p,, =116 ,P(aABB|aAbB) = p;,

1 |
= pyy = ¢ P(aaBB|adbB) = py = -

* si las semillas consideradas tienen genotipos

aabB vy se autofecundan tendremos tres tipos

posibles de genotipos que son: aabb,aabB y
aaBB (Tabla 7).

P(aaBB|aabB) = p,, = %,P(aabB | aabB) =

1 1
p66 :E,P(aabb | aabB) :p69 :Z

Tabla 7: Genotipos resultantes de un cruzamiento

aabB x aabB .

Gametas ab aB

ab aabb
aB aabB

aabB
aaBB

* si las semillas consideradas tienen genotipos
aAbb y se autofecundan tendremos tres tipos
posibles de genotipos que son: aabb,aAbb y
AAbb (Tabla 8).

César Daniel Amarilla
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Tabla 8: Genotipos resultantes de un cruzamiento

aabB x aAbb .

Gametas ab Ab
ab aabb aAbb
Ab aAbb AAbb

P(AADb | adbb) = p,, :i’p(aAbmaAbb):
! 1
Pss ZE,P(aabb | aABB)= pq, :Z

Como al inicio del estudio del diploide con dos
pares de genes, se cruzo las lineas puras liso y verde

cuyos genotipos eran AAbb con lineas puras rugo-
so y amarillo con genotipos aaBB , obteniendo en

F1 semillas lisas y amarillas con genotipos aAbB ,
se tiene que la distribucion inicial del proceso esta

dada por IT* =(0,0,0,0,1,0,0,0,0).

Al igual que en el caso del diploide con un solo
par de genes, considerando que la distribucion de
los cromosomas es al azar, que las elecciones de los
genes de caracter a caracter son independientes y
que el tiempo de transicion es homogéneo, se obtie-
ne el digrafo de transicion mostrado en la Fig. 8 y
la matriz de probabilidades de transicion esta dada

por P,. En esta cadena de Markov los estados 1,
3,7y 9 son absorbentes, y los demas estados son
transitorios. Realizando un procedimiento analogo
al caso del diploide con un par de genes, y tenien-

do en cuenta el caso limite V= (%,0,%) y que

Qrz %‘
4
\ 4 /

\ 7/ /
\ 7 o,

Figura 8: Modelo grafico del Diploide con un solo par de
genes.

0= (0, 0,0) , se obtiene:

, (1 2—1 27211 2012721 1
= VR Y B T Y BT
2711 2'-127'-11 2'—1
L L 14
22[71 ’4 4t > 22[71 > 4 4t ] ( )

v —timr? =[ L 01 0,0,01,0,1 =l( V.0, 7,) (15)
e 474 474) 2

Segun el resultado obtenido, esta cadena marko-
viana sera absorbida por alguno de los estados ab-
sorbentes intervinientes y, la poblacion de semillas
sera rapidamente homogénea. Por lo tanto, la forma
de dicha poblacion correspondera a alguna de las
cuatro lineas puras tomadas.

Diploide con k pares de genes

Al analizar el diploide con k pares de genes todos
independientes, se tiene que los genotipos pueden

estar sobre un total de 3" estados. La matriz de
probabilidades de transicion de este proceso marko-

viano es de orden 3" x3* y estara dada por:

B, O O
1 1 1
E k-1 Z k-1

=

F, = Z [

0 0

siendo F,_, la matriz de probabilidades de tran-
sicion de orden 3" x3*" que se obtiene en el
caso del diploide con k—1 pares de genesy O es
la matriz nula de orden 3" x3*™' . La distribucion
inicial serd IT* = (O, ceos Lyeeny 0) endireccion del eje

k41
~—,con IT" ¢ R*.

2

Al realizar procedimientos andlogos a los ante-

riores para cada k € {3,4,5,6,7} se obtiene que

Cadenas de Markov ocultas discretas y los experimentos mendelianos
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la distribucion limite esta dada por:

0

vk =%( Ve, V;-l) (16)

donde Vof ' es la distribucién limite para el caso del

diploide con k —1 pares de genes independientes
uno del otro.

Experimentos mendelianos como cadenas de
Markov

Mendel, mediante experimentos, dedujo que era
preciso distinguir la constitucion genética (geno-
tipo) de un individuo de su caracteristica visible
(fenotipo). Este hecho muestra que en los experi-
mentos mendelianos interviene un proceso visible
consistente en los fenotipos observados en los
individuos en cada generacion y un proceso oculto
basado en los genotipos de los individuos en cada
generacion.

Modelo HMM para el diploide con un solo par
de genes

En la seccion anterior, se ha visto que el proceso ocul-
to es una cadena de Markov con espacio de estados

S = {AA (estado 1) ,aA (estado 2) ,aa (estado 3)},

matriz de transicion de probabilidades de un paso

1 0 0
A=1/4 1/2 1/4
0 0 1

y distribucion de probabilidad inicial 17, = ( 0,1,0 )
El proceso visible consiste en un proceso
estocastico con dos estados, los fenotipos “color

amarillo ( A )” y color “verde (a)”. Para determi-
nar la probabilidad de que se observe el fenotipo

k dado que el individuo se tiene genotipo del tipo
i,b (k), Yie {1, 2,3} y Vk e {a,A} se sigue el
siguiente procedimiento:

« Si el individuo se encuentra en el estado 1, su
genotipo es homocigota dominante ( A4 ), las

plantas con semillas de color amarilla siempre
dan semillas de color amarilla y por lo tanto,

b (A)=1y b, (a)=0.

* Si el individuo se encuentra en el estado 2, su
genotipo es heterocigota (aA ), entonces, las
semillas se veran de color amarilla debido a
que este color amarillo ( 4) es dominante y

por lo tanto, b, (A):l y b, (a)=0.

« Siel individuo se encuentra en el estado 3, su
genotipo es homocigota recesivo (aa), las
plantas con semillas de color verde siempre
dan semillas de color verde y por lo tanto,

b (A4)=0y b (a)=1.
Del procedimiento anterior, la matriz de pro-

babilidades de emision de las observaciones esta
dada por:

B, =

O = =
- O O

y el modelo oculto de Markov obtenido queda to-
talmente especificada por el conjunto de parametros

A=(A,,B.IT ).

Modelo HMM para el diploide con dos pares de
genes independientes

Mendel al considerar los caracteres textura y co-
lor de las semillas obtuvo nueve tipos diferentes
de genotipos y cuatro de fenotipos, por lo que el
proceso oculto, consistente en la autofecunda-
cion de las semillas en su genotipo, es una ca-

dena de Markov con espacio de estados S com-
puesto por los estados AABB(1), adBB(2)
, aaBB(3), AAbB(4), aAbB(5), aabB(6)
,AAbb(7), aAbb(S) y aabb(9) (Fig. 9),
distribucion inicial IT, =(0,0,0,0,1,0,0,0,0)
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Figura 9: Modelo grafico del Diploide con dos pares de genes
independientes.

y matriz de probabilidades de transicion

A, 0 0
1 1 1

Az = Z 1 EAI Z Al
0 0 A,

En el proceso observable tenemos cuatro cat-
egorias que constituyen los tipos posibles de fenoti-
pos que se observan en cada generacion filial. Estas

categorias son: liso y amarillo ( AB ), liso y verde (
Ab), rugosoy amarillo (aB), rugoso y verde (ab).
Considerando los genes dominantes liso (A4) y

amarillo ( B) en los caracteres textura y color de
las semillas respectivamente, se procede a formar
la matriz de probabilidades de emision de obser-
vaciones y con ello, verificar que observaciones
podran emitir los estados del proceso oculto. En
primer lugar, si el proceso oculto se encuentra en

los estados AABB,aABB,AAbB y aAbB con
probabilidad 1 se observan semillas lisas y amarillas

(AB). Por otro lado, si se consideran los estados
AAbb y aAbb se tendran semillas lisas y verdes (
Ab).Enel caso del estado aabb se tienen semillas
rugosas y verdes (ab ). Finalmente, estando en los
estados aaBB y aabB se veran semillas rugosas

y amarillas (aB ). Con estos resultados, se tiene:
00 O
00
01
00
00
01
10
10
00

S O O O = = O ==
-0 O O O O o <

El modelo oculto de Markov obtenido, bajo estas
condiciones, queda totalmente especificada por el

conjunto de parametros ﬂ,:(A2,B2,H2 )

Conclusiones

Seglin las revisiones de los trabajos de resefia
analizados, Mendel no tenia ningin conocimiento
anterior de la naturaleza dual de los genes, pero a
través de una serie de experimentos en el jardin de
su convento pudo detectar la presencia de gen ocul-
to y nombrarlo “Elemente”. La genética mendeliana
se refiere a la transmision de los rasgos bioldgicos
discretos de una generacion a otra y los modos de
expresion de los genes.

La estadistica y la teoria de probabilidad, consti-
tuyen las piezas fundamentales en la formacion del
marco teodrico de los modelos ocultos de Markov.
Bajo este contexto, la matematica proporciona las
herramientas necesarias para el planteamiento de
soluciones a los distintos problemas que se presen-
tan al momento de la formulacion de un modelo
oculto de Markov.

La matematica y las leyes de la uniformidad de
los hibridos de la primera generacion filial, de la
segregacion y de la transmision independiente cons-
tituyen los principales pilares en la formulacion de
los distintos modelos de Markov aplicados a los ex-
perimentos mendelianos. En este sentido, mediante
cadenas de Markov y cadenas ocultas de Markov,
considerando una cierta cantidad de genes, se han

Cadenas de Markov ocultas discretas y los experimentos mendelianos
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estudiado y modelado los experimentos genéticos
mendelianos sobre la base de la libre fertilizacion
obteniéndose muy buenos resultados.

En la formulacion de la cadena de Markov rea-
lizada sobre un par de genes, se ha podido constatar
que el proceso sera absorbido rapidamente por al-
guno de los dos estados absorbentes intervinientes.
Entonces, con la autofertilizacion, una poblacion
se divide en una serie de lineas que rapidamente se
vuelven muy homocigoticas y asintoticamente, ésta
produce la autofecundacion de dos genotipos puros
lo que hace que todos los descendientes sean del
mismo tipo. En el caso del diploide con dos pares
de genes independientes, el proceso sera absorbida
por alguno de los cuatro estados absorbentes inter-
vinientes y la poblacion de semillas serd de la forma
correspondiente a alguna de estas cuatro lineas puras.

Por su parte, en la formulacion de los modelos
ocultos de Markov realizada sobre los casos del
diploide con un solo par de genes y el de dos pares
de genes independientes se ha podido constar que
quedan totalmente especificados por el conjunto de
paradmetros; matriz de probabilidades de transicion
A , matriz de probabilidades de emision de obser-
vaciones B vy distribucion inicial JJ .

Con todo lo expresado, se ha podido comprobar
que, mediante el uso del algebra, del calculo, la
teoria de probabilidad y las tres leyes de Mendel
se puede aplicar de manera satisfactoria y eficiente
la teoria de Markov, sobre la base de la libre ferti-
lizacion, en el campo de la biologia.
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Phytochemical profile and in vitro biological activity of the crude ethanol extract and root
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Resumen: Eryngium horridum, es una especie vegetal que ha tenido estudios como maleza, pero con escasa
informacion dentro del contexto de investigaciones fitoquimicas o actividades biologicas de la misma, pero si
del género Eryngium. Esta especie es utilizada en la medicina popular como antiinflamatoria en infusion, espe-
cialmente las raices y hojas. El objetivo de éste trabajo fue trazar el perfil fitoquimico del extracto de raices de
la especie Eryngium horridum Malme, que se encuentra en el departamento de Cordillera, Paraguay, evaluando
ademads su eficacia frente a bioensayos especificos buscando su potencial farmacologico. Para ello, se secaron
las raices, se trituraron y sometieron a maceracion con etanol al 96%. Luego se llevo a cabo el perfil fitoquimico
del extracto crudo y de las fracciones solubles en diferentes solventes (éter de petrdleo, diclorometano, acetona y
metanol), se realizo el perfil cromatografico en GC-MS, los fenoles totales y actividad biologica como actividad
antimicrobiana, antioxidante y hemolitica. Segtn resultados obtenidos, se verifico la presencia de compuestos
como aldehidos, fenoles, lactonas, entre otros. La fraccion soluble en acetona (E3) mostr6é un valor de 160,6
mg GAE.g"' de fenoles totales. En cuanto a las actividades biologicas, se mostr6 capacidad inhibitoria ante 9 de
las 10 cepas utilizadas, cuyo mayor porcentaje de actividad fue de 70,10% con la Pseudomonas aeruginosas,
un poder antioxidante de 20,49% con el método de DPPH, y una actividad hemolitica de 97,8% en la fraccion
soluble en acetona (E3). Podemos concluir que la especie estudiada presenta metabolitos secundarios, actividad
antimicrobiana, antioxidante y hemolitica.

Palabras clave: Eryngium horridum, extracto etandlico, actividad antioxidante, fenoles totales, hemolisis.

Abstract: Eryngium horridum, is a plant species that has had studies as a weed, but with little information within
the context of phytochemical investigations or biological activities of the same, but the genus Eryngium. This
species is used in popular medicine as an anti-inflammatory infusion, especially the roots and leaves. The objective
of'this work was to trace the phytochemical profile of the root extract of the species Eryngium horridum Malme,
which is found in the department of Cordillera, Paraguay, also evaluating its efficacy against specific bioassays
looking for its pharmacological potential. For this, the roots were dried, crushed and subjected to maceration
with 96% ethanol. Then the phytochemical profile of the crude extract and the soluble fractions in different
solvents (petroleum ether, dichloromethane, acetone and methanol) was carried out, the chromatographic profile
was carried out in GC-MS, the total phenols and biological activity as antimicrobial activity, antioxidant and
hemolytic. According to the results obtained, the presence of compounds such as aldehydes, phenols, lactones,
among others, was verified. The fraction soluble in acetone (E3) showed a value of 160.6 mg GAE.g"! of total
phenols. Regarding the biological activities, inhibitory capacity was shown against 9 of the 10 strains used, whose
highest percentage of activity was 70.10% with Pseudomonas aeruginosas, an antioxidant power of 20.49% with
the DPPH method, and a hemolytic activity of 97.8% in the acetone-soluble fraction (E3). We can conclude that
the species studied presents secondary metabolites, antimicrobial, antioxidant and hemolytic activity.

Keywords: Eryngium horridum, ethanolic extract, antioxidant activity, total phenols, hemolysis.
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mismas, en estudios preclinico y/o clinico. Consi-
derando que las plantas son organismos que poseen
un complejo fitoquimico constituido por las mas
diversas clases de activos vegetales y que son uti-
lizados en medicina popular, medicina tradicional
china (MTC), medicina ayurveda y muchas otras
terapias, es importante sefialar que su origen natural
no los hace inofensivos. Su composicion quimica
puede actuar sobre el mecanismo fisioldgico o pato-
l6gico del organismo, para corregirlo o alterarlo, por
lo tanto, podria ocasionar un efecto farmacologico
que resulte terapéutico o por el contrario cause una
reaccion adversa (Soria, 2018).

Las principales causas de decesos en el mundo,
con arreglo al numero total de vidas perdidas, se
atribuyen a tres grandes cuestiones: las enferme-
dades cardiovasculares (cardiopatias isquémicas,
accidentes cerebrovasculares), las enfermedades
respiratorias (enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, infecciones de las vias respiratorias infe-
riores) y las afecciones neonatales, que abarcan la
asfixia y el traumatismo en el nacimiento, la septi-
cemia e infecciones neonatales y las complicaciones
del parto prematuro (OMS, 2020).

El consumo de plantas medicinales y aromati-
cas en el Paraguay es tradicional y generalizado.
Es una costumbre que viene de los guaranies, que
con su gran convivencia y experiencia tuvieron
una nocion extensa del uso y de las propiedades
de las plantas nativas y asi hicieron de ello una
aplicacion apropiada para la prevencion y el tra-
tamiento de diferentes enfermedades que afectan
al hombre (Fretes, 2010).

Existe un progresivo interés terapéutico en la
busqueda de antioxidantes de origen natural, es-
pecialmente procedentes de plantas medicinales
y/o alimenticias. En la mayoria de los casos, la
actividad antioxidante de estas plantas es debida
principalmente a la presencia de compuestos feno-
licos (Hernandez Villarreal, 2020).

Se estima que el 25% de los farmacos de uso
frecuente contienen compuestos aislados de plantas,
cifra que acrecienta si se incluyen farmacos modi-
ficados a partir de prototipos naturales. Ademas, se
estima entre 300.000 y 500.000 especies de plantas

que existen en todo el mundo y solo el 15% de estas
han sido estudiadas por el campo de la Fitoquimica
y el 6% por la Farmacologia, por tanto, es factible
creer que muchos farmacos derivados de plantas
todavia faltan por descubrirse, incluidos los des-
tinados al tratamiento de enfermedades tumorales
(Foresto et al., 2021).

La Familia Apiaceae es muy conocida entre las
plantas superiores (angiospermas), pero la especie
Eryngium horridum Malme, que es una planta her-
bacea, perenne, nativa, perteneciente a ésta familia,
de los cuales aun no existen publicaciones sobre la
identificacion y descripcion de compuestos activos
en la especie ni sobre su uso en terapia, es por ello
que este trabajo tiene como objetivo a evaluar la
actividad biologica y el perfil fitoquimico de las

Figura 1. Aspecto de la planta de Eryngium horridum. Inflo-
rescencia (arriba) y hojas (abajo).
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raices de ésta especie y establecer su posible uso
terapéutico.

Eryngium es probablemente el género mas gran-
de (200-250 especies) y mas distintivo de la familia,
con su aspecto cominmente parecido a un cardo.
El género es esencialmente cosmopolita, aunque
tiende a evitar el este de Asia, la zona tropical y
Sudafrica (Flora Panama, 1980). Entre las especies
de éste género en estudio se encuentra el Eryngium
horridum (Figura 1).

Materiales y métodos

Muestreo: Las raices de la especie Eryngium
horridum Malme, de la familia Apiaceae, fueron
recolectadas en plena inflorescencia en el mes
de setiembre del afio 2021, en el Departamento
de Cordillera de la ciudad de Arroyos y Esteros,
Compaiia Isla Guazu, Barrio Iturbe cuyas coorde-
nadas fueron 25.07480556S 57.05655556W, en una
zona arida con sotobosques de malva y Solanaseae
(foati pyta).

Identificacion Taxondmica y Caracterizacion
Vegetal: La identificacion taxondomica del material
vegetal fue realizada en el Laboratorio de Botanica
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FA-
CEN), por la Lic. Fatima Piris da Motta en conjunto
con el Lic. Medes Mendoza. Para la determinacion
del género Eryngium (colecta N°01), se utilizo cla-
ves de identificacion taxonémica mencionadas en el
tomo IV de la Flora de la Provincia de Buenos Aires
(1965) el espécimen fue comparado con exciccatas
de herbarios del Catalogo de Plantas Vasculares del
Conosur en su version on-line (2022), de donde
también se obtuvo informacion de la distribucion
de la especie y el nombre actualmente aceptado.
Esta especie colectada fue depositada en el Herba-
rio de la FACEN para referencia adicional bajo la
identificacion FACEN N°4979.

Elaboracion del extracto: La preparacion del
extracto crudo etanolico de Eryngium horridum
Malme, fue realizada con las raices secas, libres de
hojas, (incluy¢ a toda la raiz: principal, segundaria
etc.), las mismas fueron lavadas y extendidas en
bandejas de plastico para secarlas a la sombra bajo
un flujo de aire natural y una temperatura ambiente

promedio de aproximadamente 30°C durante 5 dias,
para completar el secado total se utilizé una estufa
de secado a 40°C. Se efectud la maceracion exhaus-
tiva de 477 g de material triturado homogéneo con
etanol al 96% en frio y agitacion manual diaria.
Fraccionamiento y Ensayos de Compuestos
Presentes: Se realizo la extraccion fraccionada de
compuestos del extracto bruto con los siguientes
solventes: éter de petroleo, diclorometano, acetona
y metanol. El extracto crudo (5,8610 g) se trat6 con
4 porciones de 50 mL del solvente Eter de petréleo.
Se sonico por 15 minutos, luego 15 minutos de agi-
tacion manual. Se transfirio el sobrenadante a otro
recipiente limpio y seco, en el cual se unificaron
las 4 porciones de 50 mL, haciendo un total de 200
mL, posteriormente se llevo a sequedad. El residuo
se tratd de la misma manera con el diclorometano,
y de la misma manera con la acetona y metanol.
Pruebas Cualitativas: Las pruebas han sido
realizadas con el extracto crudo (Ec) etandlico y con
cada una de las fracciones obtenidas (E1, E2, E3 y
E4). Fueron ensayados algunos metabolitos como
Triterpenos y Esteroles (Prueba de Libermann-
Buchard seglin Ramya et al., 2019). Saponinas si-
guiendo el ensayo de espuma desarrollada en Castro
etal.,(2011). Identificacion de Flavonoides (prueba
de Shinoda segtin Valencia et al., (2017), prueba de
acido sulftirico concentrado segin Rodriguez et al.,
(2011), prueba de clorhidrato de zinc segun Ramya
etal.,(2019). Sesquiterpenlactonas - Cumarinas la
prueba de Baljet, seglin Castro et al., (2011). Para
Taninos se sigui6 las metodologias de Gelatina/sal
y del Cloruro férrico desarrolladas por Ramya et
al., (2019). Alcaloides (Ensayo de Mayer, Castro et
al., (2011), Método de Dragendorft, Valencia et al.,
(2017), Prueba de Wagner, Ramya et al., (2019)).
Cuantificacion de compuestos fenolico tota-
les: El ensayo de fenoles totales se realizo por el
método Folin-Ciocalteu, siguiendo el de Garcia
Martinez et al., (2015), con algunas adaptaciones.
Se prepar6 una curva de calibracion con 5 patrones
(1,0; 2,0; 4,0; 8,0 y 16,0) mg. L' de Acido Galico
en metanol partiendo de una soluciéon madre de
1.000 mg. L', El Extracto crudo (Ec) y las frac-
ciones obtenidas anteriormente (E1, E2, E3 y E4)
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se realizaron por triplicado con diluciones acorde
a las lecturas arrojadas de la curva de calibrado.
La lectura se realiz6 en un Espectrofotometro UV-
Visible marca Thermo Génesys 20S

Cromatografia en capa fina. Se realizaron
eluciones utilizando como fase estacionaria placas
de Silica Gel 60 F254 y como fase movil Tolueno:
Acetato de etilo (7:3) y Tolueno: Acetona (7:3).
Se empled una camara cromatografica de vidrio
de 21,5 cm de altura, 23 cm x 6 cm en el area de la
base y en la cara superior. Se trabajo en campana de
gases y a temperatura ambiente (25°C). El tiempo
de saturacion se estimo de 15-20 minutos. Los mé-
todos de revelado fueron, de manera fisica con luz
UV a 254 nm (lampara mini UV MG/WM), y de
manera quimica con Dragendorft + calor, cloruro
férrico (FeCl,), acido sulfurico al 50 % en metanol
+ vainillina al 1 % en metanol, Anisaldehido — sul-
farico (Heras et al., 2017).

Analisis de estructuras por cromatografia
(GC/MS): Los perfiles de compuestos de las
diferentes fracciones se determinaron mediante
un equipo de cromatografia gaseosa acoplado
a espectrometria de masas marca Shimadzu QP
2010 SE PLUS. El analisis se realiz6 en un sistema
equipado, utilizando una columna SLB - 5ms (30
m x 0,25 mm, espesor de pelicula de 0,25 um). El
volumen de inyeccion utilizado fue de 1 pl y la
temperatura del inyector de 270 °C con el modo de
inyeccion Splitless, con una relacion de division de
10:1. El helio fue el gas portador con un caudal de
1,0 ml min"' (modo de flujo constante). Programa
de Separacion de Columna: Horno inicial a 150
°C por 1 min, luego a razon de 3°C hasta 300°C,
a razon de 3°C y 300°C por 14 min. Volumen de
inyeccion 1puL.

Prueba de Actividad Antioxidante: Fue
realizada primeramente una curva de calibracion
utilizando como patron al acido Ascorbico. Para los
patrones de comparacion, se prepar6 una solucion
Stock de 1 mg. mL" de Acido Ascorbico. A partir
de ésta se prepard matraces de concentracion que
fueron de 0 a 100 pg. mL™.

Segtin el método descrito por Brand-Williams,
Cuvelier & Berset, (1995), se prepard la solucion

de extracto a ensayar y de las fracciones obtenidas,
de 100 mg. L! en metanol. Fue adicionado a un
tubo de ensayo 100 pL de la solucion de muestra y
3,9 mL de solucién de radical DPPHe en metanol
de concentracion 0,02 mg. mL-'. Se homogenizo
cuidadosamente y se mantuvo en oscuridad durante
1 hora. Posteriormente las lecturas de absorbancia
se realizan a 517 nm en un espectrofotometro UV/
VIS marca Thermo Genesys 20S. Los resultados
se expresaron como mg de Acido Ascérbico.g! de
cada extracto; los valores se presentaron como la
media de los analisis realizados por triplicado +
desviacion estandar (SD).

Actividad Hemolitica: Este ensayo fue llevado
acabo se acuerdo a lo establecido en Rocha et al.,
(2012).

Preparacion de la muestra de sangre: Se
extrajo 5 mL de sangre humana donado por un
voluntario y se mezcld con 5 mL de solucion anti-
coagulante Alsever (2,05 g Dextrosa + 0,8 g Citrato
trisodico + 0,055 g Acido Citrico + 0,42 g Cloruro
de Sodio para 100 mL). La sangre total heparini-
zada se centrifugé a 3.000 rpm durante 5 min en
una centrifuga marca HERMLE modelo Z-206 A;
se elimino el sobrenadante con cuidado, luego se
lavé los eritrocitos con 1 mL de tampon PBS (0,8 g
de cloruro de sodio + 0,002g de cloruro de potasio
+ 0,144 g de fosfato acido de sodio (Na,HPO,) +
0,024 g de fosfato bidcido de potasio (KH,PO,)
para 80 mL de agua estéril. Se ajusto el pH a 7,4
con acido clorhidrico y complet6 el volumen a 100
mL) y se centrifugd a 1500 rpm por 15 minutos,
se elimino de nuevo el sobrenadante. Se repitio la
operacion otras 3 veces mas. Luego se tom6 2 mL
de los eritrocitos, se coloco en un matraz de 100 mL
con tamp6on PBS, para ser utilizado posteriormente.

Determinacion espectrofotométrica de la ac-
tividad hemolitica: Del extracto crudo (Ec) y las
fracciones obtenidas (E1, E2, E3 y E4): Se pes6 0,1
gramos del extracto crudo en un matraz volumétrico
de 100 mL, se agregd6 10 mL de etanol absoluto,
se llevo al sonicador por 30 minutos y luego a vo-
lumen con tampoén PBS pH 7,4 obteniéndose una
concentracion de 1.000 pg. mL.

Se ensayaron diluciones seriadas del extracto
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crudo Ec, y las fracciones de Eter de petréleo (E1),
Diclorometano (E2), Acetona (E3) y Metanol (E4)
disueltos en Buffer PBS a partir de una muestra de
1.000 pg/mL, etiquetadas debidamente para evitar
confusiones.

Se transfirio 2 mL de la muestra en el tubo de
ensayo, al cual se le afiadié 2 mL de la solucion de
eritrocito. Se homogeneizo suavemente y se dejaron
reposar por 1hora en la estufa a 37°C. Transcurrido
el tiempo se centrifugd por 5 minutos a 3000 rpm
y se procedio a la medicion espectrofotométrica de
la absorbancia de la solucion sobrenadante de cada
uno de los tubos a una longitud de onda de 540 nm.
La actividad hemolitica se informé en porcentaje
de Hemolisis (% Hem.). Como control positivo se
utiliz6 2 ml de solucion al 2% de carbonato de sodio
disuelto en tampon PBS. Como control negativo se
empled 2 mL de solucion tampon PBS

Actividad Antimicrobiana. Ensayo de Dilucion
en Microplaca: El ensayo fue realizado siguiendo la
metodologia descrita por Andrews (2001) con modi-
ficaciones. Las cepas microbianas fueron proveidas
por el laboratorio de Micologia-LAREV de FACEN,
conservadas mediante congelacion a -70 °C y median-
te el sistema de conservacion de cultivos bacterianos
Cryobank a 4°C. Para el estudio de la actividad anti-
microbiana se utilizo los siguientes microorganismos
(Cepas bacterianas): Escherichia coli WDCM 00012,
Salmonella enterica WDCM 00031, Pseudomonas
aeruginosa WDCM 00026, Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-1705, Enterococcus faecalis WDCM
00087, Staphylococcus epidermidis WDCM 00036 y
Staphylococcus aureus ATCC6538, Salmonella typhy-
murium ATCC14028, Microccocus luteus ATCC4698,
Bordetella bronchiseptia ATCC19395.

Las cepas de referencia fueron activadas en
medio solido (Agar Mueller—Hinton) mediante la
técnica de estrias cruzadas e incubadas de forma
invertida durante 24 h a 37 °C en una estufa. Asi-
mismo, se verifico la viabilidad de cada uno de los
microorganismos realizando repiques de 18 a 24 h
de cultivo. Para su conservacion los microorganis-
mos se mantuvieron refrigerados a 4 °C en placas
con medio so6lido hasta utilizarlos en las pruebas.

Se utilizé como control positivo: Meropenem

(50 mg. mL"') para bacterias Gram negativas y
Ciprofloxacina (25 mg. mL") para bacterias Gram
positivas. Como control negativo agua purificada.

Preparacion del inoculo microbiano (Figu-
ra 2).: De un cultivo bacteriano puro de 18 h de

Figura 2. Ensayo de Actividad Antimicrobiana del extracto
de Eryngium horridum.
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crecimiento en placa de Agar Mueller—Hinton
(MHA), se selecciono 3 a 5 colonias bien aisladas
y se resuspendio en un tubo con 5 mL de Caldo
Miieller-Hinton (CMH), se agit6 y ajusto la turbidez
a 0,5 McFarland (108 UFC/mL). Dentro de los 15
minutos al ajuste de turbidez, se realiz6 diluciones
seriadas de 1:10 (1 mL de suspension en 9 mL de
caldo) hasta alcanzar una concentracion de 10°
UFC/mL. La ultima dilucion se utiliz6 para inocular
los pocillos.

Ensayo de efectividad antimicrobiano: El
indculo se adiciono dentro de los 15 minutos pos-
teriores a su ajuste. Cada pocillo con la solucion del
extracto (1000 pg/mL) se inoculd con 100 pL de
la suspension bacteriana, obteniendo un volumen
final por pocillo de 200 pL y una dilucion 1:2 de
las concentraciones bacterianas (5x10* UFC/mL),
extracto y dimetilsulfoxido (DMSO) 5%.

Se incluyo en la microplaca los siguientes
controles: (1) Control de crecimiento (control ne-
gativo): caldo con 5% de DMSO mas in6culo; (2)
Control de inhibicion (control positivo): caldo con
antibiotico mas indculo; (3) Control de esterilidad:
caldo sin inocular. Luego se tapd para evitar la
deshidratacion durante la incubacion por 16 horas

Tabla 1. Resumen de resultados de Perfil Fitoquimico.

a37°C.

Una vez transcurrido el tiempo de la incubacion,
se midi6 la absorbancia con un lector de micro-
placas (Elisa SPR-960) a 620 nm. Se calculo el
porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano.

Resultados y discusion

Extracto Bruto: Del total de raiz colectada (477
g) se obtuvo 69,642¢g de extracto crudo etandlico
equivalente a 14,6% p/p a partir de una macera-
cion en frio con etanol al 96%. De la particion con
Solventes a partir del extracto crudo se obtuvieron
2,859¢ de extracto soluble en éter de petroleo (E1),
0,2578g de extracto soluble en diclorometano (E2)
y 0,2144g de extracto soluble en acetona (E3) y
1,6694¢g de extracto soluble en metanol (E4).
Ensayo Cualitativo: En la evaluacion cualitati-
va preliminar se observo la presencia de alcaloides,
saponinas, sesquiterpenlactonas, cumarinas, triter-
penos, esteroles y flavonoides como principales
metabolitos (Tabla 1). En las reacciones de Wagner,
Mayer y Draggendorff, revelaron presencia de Al-
caloides tanto en el extracto crudo (Ec) como en las
fracciones E1 y E4. La fraccion E2 fue parcialmente

Eter de Petroleo | Diclorometano | Acetona | Metanol

(Ec) (E1) (E2) (E3) (E4)

Dragendorff | +++ + - - +++
ALCALOIDES Mayer aF ArF - - 4F
Wagner +++ ++ + - +
CUMARINAS Baljet e = + -+ o
SAPONINAS Espuma +++ + - - -
Shinoda - - = - -
FLAVONOIDES /n - - - - -

H2S04 Sininiy aF ar Sint SniniE
A Lg’iﬁ;ﬁn +H+ +H+ +H+ ++ +
TANINOS FeCl3 * - - - -
Gelatina sal - - - - -
SESQUITERPEN | ey - + v
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positiva, solo la reaccion de Wagner identifico la
presencia de alcaloides. Y en la fraccion de acetona
(E3) no fue posible identificar estos metabolitos.
Daneshzadeh et al., (2020), menciond que habi-
tualmente, la mayoria de los extractos de plantas
medicinales y aromaticas contienen alcaloides.
Otros investigadores como Erdem et al., (2015) y
Wang et al., (2012), confirmaron la existencia de
fitoquimicos con actividad farmacolégica, especifi-
camente flavonoides y 4acidos fendlicos con plantas
del género Eryngium.

De acuerdo a lo reportado de las partes subterra-
neas (raices) de Eryngium, evidenci6 la presencia
de saponinas triterpénicas, glucésidos monoterpé-
nicos, compuestos fendlicos como flavonoides y
acidos fenolicos, derivados de cumarinas, ésteres
de aldehido terpénico, acetilenos, aceite esencial
y oligosacaridos (Erden et al., 2015), que esta en
concordancia con los resultados obtenidos. Ade-
mas, se detecté la presencia de triterpenlactonas y
cumarinas con el método de Baljet, caracteristico
para ambos metabolitos, la presencia de ambos
compuestos coincidié con lo mencionado por Erden
et al.,, (2015).

Los valores de compuestos fendlicos totales fue-
ron de 20,0 £ 0,70 mg de Ac. Galico.g™! en el extrac-
to crudo (Ec), 13,0 £ 0,26 mg de Ac. Galico.g"! en
la fraccion de Eter de petrdleo (E1), 74,2 £2,92 mg
de Ac. Galico. g en la fraccion de Diclorometano
(E2), 160,6 + 3,95 en la fraccion de Acetona (E3) y
14,0 + 0,06 mg de Ac. Galico.g! en la fraccion de
Metanol (E4). Con éstos resultados se observo que
la mayor concentracion de compuestos fenolicos se
encontr6 en el extracto E3. Algunos investigadores
han encontrado compuestos fenolicos en otras es-
pecies de Eryngium, por ejemplo, Daneshzadeh, et
al., (2020) en los extractos de Eryngium billardieri
obtuvieron los fenoles totales en los extractos con
las diferentes concentraciones que variaron de 10.71
a 33.38 mg GAE.g"! extracto seco. Marceti¢ et al.,
(2014), estableci6 la composicion de extractos en
metanol y cloroformo de las partes aéreas y raices
de Eryngium palmatum y han encontrado que el
contenido de fenoles totales en el extracto meta-
nolico de partes aéreas (29,0 + 2,0 mg AG. g')

fue mayor que en el extracto metanoélico de raices
(13,9 = 1,0 mg AG. g'). Ayuso et al., (2020), ha
demostrado que los acidos fenolicos fueron los
compuestos preponderantes en ambos organos de
Eryngium viviparum con 38,3+ 0,8 mg. g'y 102 +
4 mg. g! de extracto de partes aéreas y radiculares,
respectivamente.

Se efectud el analisis de los compuestos ma-
yoritarios en la fraccion El (solucion preparada
con Hexano, Img El. mL"), entre los cuales se
encontraron, acidos carboxilicos, lactona, ésteres
y alcoholes. Se evidenci6 la presencia de 2(3H)-
furanona, 5-hexildihidro (97%) o y-lactona. Lan-
doulsi et al. (2020) estudio 8 especies de Eryngium
de la ciudad de Tunez identificndo en el extracto
de éter de petroleo de partes aéreas principalmente
sesquiterpenos oxigenados analizados por GC/MS
que fueron diferentes a las identificadas en este
trabajo. Sin embargo, los compuestos como el acido
hexadecanoico y acido linoleico identificado en la
fraccion El de E. horridum también fueron iden-
tificados por Marceti¢ et al. (2014) en el extracto
de cloroformo de partes aéreas y de las raices de
Eryngium palmatum.

En la fraccion del Extracto Crudo soluble en
Diclorometano (2mg E2. mL"), se identificd por
comparacion con la libreria de masas del NIST
alrededor de 11 compuestos, entre ellos lactona,
aldehido, fenol, alcohol, amida, y como compuestos
mayoritarios de ésta fraccion la 2,5-pirrolidindion y
2(3H)-furanona, 5-hexildihidro ambos con 98% de
similitud, seguido del Ftalato de mono(2-etilhexilo)
(97 %).

En la fraccion E3 soluble en Acetona (Img.
mL"), se observaron 39 picos identificados por
CG/MS, que fueron comparados con la base de
datos de la biblioteca del NIST, y los que en su
mayoria correspondieron a compuestos como alco-
holes, cetonas y esteres. El compuesto con mayor
porcentaje de homologia fue el Acido benzoico,
2-hidroxi-, éster metilico (98%), luego le sigue el
Acido 1,2-bencenodicarboxilico, éster dibutilico,
con 97% de similitud.

En la fraccion soluble del extracto crudo en
Metanol-E4 (Img. mL"), se pudieron identificar

Perfil fitoquimico y actividad biol6gica del extracto etandlico de las raices de Eryngium horridum



40 Reportes cientificos de la FACEN, Enero - Junio 2024, 15(1):33-43

Tabla 2. Resultados de actividad antimicrobiana de las raices de E. horridum Malme. El control positivo dio 100 % y el
negativo 0 % para todas las cepas. Control negativo: agua purificada. Control positivo Meropenem (50mg/mL) para Gram

negativas, y Ciprofloxacina (25mg/mL) para Gram positivas.

Ec E1 E2 E3 E4

Staphylococcus aureaus 48,10 £2,6 29,10 +1,1 31,60 £2,1 46,80 +7,8 18,50 +£3,1
Staphylococcus epidermidis | 20,30 +11 21,10 £5,7 14,70 £0,9 20,20 £2,4 26,00 +0,3
Micrococcus Luteus 12,20 £20 25,1016 20,50 £1,3 27,60 £1,9 25,70 +1,3
E. coli 6,64 £1,3 9,06 +1,3 0,65+ 0,1 5,63 +1,1
Salmonella typhimurium 3,30+0,9 6,80 £7,0 16,20 +4,7 0 0
Bordetella Bronchiseptica 11,80 £19 19,60 +3,0 34,20 +4,6 39,90 +5,1 31,30 +1,1
Enterococcus faecalis 15,40 1,3 21,10 £2,6 27,40 +£1,3 35,10 £3,1 27,90 £3,9
Klebsiella pneumoniae 2,50 £0,5 11,00 £0,6 17,60 £0,5 24,30 £3.4 24,00 £0,6
Pseudomonas aeruginosas 34,40 4,2 41,30 £0,7 70,10 £6,5 46,40 £2,6 38,30+1,4
Salmonella entérica 0 0 0 0

16 compuestos, entre ellos alcoholes y aldehidos.
El compuesto con mayor porcentaje de similitud
fue el 5-Eicoseno, (E) con 98%, luego le siguen el
7-hexadeceno, (Z), el 5-Octadeceno y el 1-docoseno
todos con 97% de similitud.

Actividades Bioldgicas

Prueba de Actividad Antioxidante: Entre los
resultados obtenidos, el mayor porcentaje de acti-
vidad antioxidante presento la fraccion soluble en
Acetona (E3) 20,49 %, con el cual se encontrd en
concordancia con los resultados de compuestos fe-
nolicos totales ensayados. Algunos autores también
han encontrado actividad antioxidante en diferentes
especies de Eryngium; como Daneshzadeh et al.,
(2020) en partes aéreas de Eryngium billardieri,
Ayuso et al., (2020) en partes aéreas y radiculares
de E. viviparum, Barajas et al., (2016) en aceite
de semilla de Eryngium carlinae F. Delaroche, y
Wojtanowski ef al., (2013) en E. amethystinum L.
y E. planum L, como asi también en este trabajo
para el E. horridum se ha encontrado actividad
antioxidante en las raices.

Prueba de Actividad Antimicrobiana: La ac-

tividad antimicrobiana de extractos de E. horridum
fue investigado contra diez cepas bacterianas. Tanto
el Ec (Img. mL") como cada una de las fracciones
(Img. mL™"), no revelaron actividad inhibitoria
contra Salmonella entérica. Asi mismo no inhibio
el crecimiento de la Salmonella typhimurium las
fracciones E3 y E4, pero el Ec, E1 y E2 si mostra-
ron una débil actividad inhibitoria contra la misma
cepa. Con todos los demas microorganismos hubo
un porcentaje de inhibicion. Los que tuvieron mayor
sensibilidad contra Staphylococcus aureaus fueron
el Ec (48,10 +2,6) % y E3 (46,80 +7,8) %, mien-
tras que con Pseudomonas aeruginosas E2 (70,10
+6,5) % tuvo una gran influencia inhibitoria sobre
el crecimiento de la cepa (Tabla 2).

Los Extractos de Eryngium spp. expresaron una
amplia actividad antimicrobiana hacia una serie de
bacterias y hongos (Erdem et al., 2015). Los extrac-
tos hidroetanolicos de E. maritimum, E. planumy E.
campestre (Thiem et al., 2010) y la fraccion apolar
de un extracto metanol-cloroformo-acuoso de E.
maritimum (Meot-Duros et al., 2008) mostraron
actividad antibacteriana contra B. cereus'y S. aureus
y actividad antifiingica contra A. niger. Los extrac-
tos metanolicos y de cloroformo de hojas y raices
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de E. palmatum también demostraron actividad
contra S. aureus y E. coli (Marceti¢ et al., 2014).
Asi también se observo la actividad antimicrobiana
de E. horridum contra S. aureus y P. aeruginosa.

Actividad Hemolitica: Se obtuvieron por-
centajes de actividad hemolitica para el extracto
crudo Ec, que fueron desde 21,3 % hasta 99 %, y
también se observo que a medida que se incrementd
la concentracion del extracto también aument6 el
porcentaje de actividad. La fraccion soluble en
Eter de petroleo (E1) presentaron porcentajes de
actividad hemolitica similares entre las diferentes
concentraciones ensayadas, que fueron desde 19,0
% (30 ug. mL) a 22,1% (60 ug. mL1).

Las diferentes concentraciones de extractos y
fracciones utilizadas mostraron actividad hemo-
litica (AH) contra eritrocitos humanos, lo cual se
observo con el aumento de la absorbancia de cada
concentracion. Se evidencio que el extracto crudo
(Ec-95 pg. mL") y la fraccion de acetona (E3-130
pg. mL') mostraron una capacidad significativa
para lisar globulos rojos. La fraccion E1 mostro
baja accion hemolitica con 22%, pocas variaciones
de actividad entre las concentraciones que fueron
de 30 ug. mL'a 60 pg. mL! (19,0% AH a 22,1%
AH). Fracciones E2 y E4 se ensayaron en las
concentraciones de 10,0 pg. mL'a 60,0 ug. mL"!
presentando porcentajes de hemolisis por debajo
del 5%. Por lo tanto, se manifestod que la presencia
de compuestos citotoxicos como alcaloides, sa-
poninas y compuestos fendlicos (Dewick, 2002)
identificados en el ensayo cualitativo debi6 estar
en mayor concentracion en el extracto crudo (Ec)
y en la fraccion acetona (E3).

Conclusiones

La especie estudiada fue identificada como Eryn-
gium horridum Malme, de la cual fue realizada sus
caracteristicas, esta especie pertenece a la familia
Apiaceae. Este es el primer trabajo donde se demos-
tré sus propiedades antioxidantes, antimicrobianos
y hemoliticas.

El ensayo del Perfil Fitoquimico revel6 la pre-
sencia de alcaloides, saponinas, sesquiterpenlacto-
nas, cumarinas, triterpenos, esteroles y flavonoides

como principales metabolitos. Se determiné la
concentracion de fenoles totales de los cuales el de
mayor concentracion fue en la fraccion soluble en
Acetona (E3). El analisis del perfil de compuestos
por GC/MS arrojé como resultado la presencia de
compuestos como lactonas, fenoles, ésteres, aldehi-
dos, cetonas, amidas, alcoholes, alcanos y alquenos.
La actividad antimicrobiana del extracto crudo
y las fracciones mostraron heterogéneas caracteris-
ticas inhibitorias, siendo E2 la de mayor inhibicion
del crecimiento (70,1 %) contra P. aeruginosa. La
actividad antioxidante (expresada en mg Ac. Ascor-
bico. L), presentdé mayor porcentaje de actividad
la fraccion soluble en Acetona (E3) 20,49 %, el
cual se encontrd en concordancia con los resulta-
dos de compuestos fendlicos totales ensayados. La
fraccion soluble en Eter de petroleo no mostré acti-
vidad antioxidante. El extracto crudo y la fraccion
E3 tuvieron buena accion hemolitica con la mejor
actividad a la concentracion de 95 pug. mL!y 130
ug. mL! respectivamente, mientras que los demas
extractos no resultaron en actividad expresiva.
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Calculo de érbitas periddicas mediante la Teoria del Promedio
Calculation of periodic orbits through the Averaging Theory
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Resumen: Un equilibrio cero-Hopf en R es un punto de equilibrio aislado cuyos valores propios son un par de
valores puramente imaginarios y el valor propio cero. Para tal equilibrio, se estudié una teoria general para saber
cuando a partir de este equilibrio se bifurcan 6rbitas periddicas de pequefia amplitud al mover los parametros del
sistema, esta teoria es conocida como la teoria del promedio. La aplicacion de promedios convierte el problema
de encontrar orbitas periddicas de los sistemas diferenciales, en encontrar ceros de algunas funciones adecuadas
de dimension tres, ademas de proporcionar estimaciones analiticas de la forma de estas orbitas periddicas. Aqui
se muestra la manera de calcular 6rbitas periddicas a partir de puntos de equilibrio cero-Hopf utilizando la teoria
del promedio. En particular, primero se da la caracterizacion de los valores de los parametros para los cuales
el punto de equilibrio cero-Hopf tiene lugar en los sistemas Rdssler, y se encuentra dos familias de parametros
que exhiben tales equilibrios, de una de ellas se estudia la demostracion de la existencia de una drbita periddica
bifurcada desde el equilibrio cero-Hopf, para ello, se da la prueba de dos teoremas principales que sustentan la
demostracion del teorema, que proporciona una aproximacion de primer orden para soluciones periodicas de
un sistema diferencial periddico.

Palabras claves: Sistemas Réssler, orbita periodica, teoria del promedio, bifurcacion cero Hopf.

Abstract: A zero-Hopf equilibrium in R3 is an isolated equilibrium point whose eigenvalues are a pair of purely
imaginary values and zero, properly. We study a general theory to know when from the equilibrium bifurcates
a periodic orbit of small width moving the parameters of the system, this theory is known as the averaging
theory. This technique of obtaining the averaging turns the finding of periodic orbits of the differential systems
to finding zeros of some adequate functions of a third dimension, further providing analytic estimations about
the shape of those periodic orbits. This paper shows the way to calculate periodic orbits bifurcating from the
equilibrium points of zero-Hopf type, using the averaging theory. Particularly, first is given the characterization
of the values of the parameters for which the zero-Hopf equilibrium point appears in the Rossler system, and
are finding two parameters’ families that shown these equilibriums; from one of these families, is studied the
existence of a bifurcated periodic orbit from the zero-Hopf equilibrium, for it, is given the proof of two main
theorems that sustain the demonstration of the theorem, that provides an approximation of first-order for periodic
solutions, for a periodic differential system.

Key words: Réossler System, periodic orbit, averaging theory, zero Hopf bifurcation.

Introduccion

Una bifurcacion del tipo cero-Hopf en R3 es un
despliegue de dos parametros de un sistema dife-
rencial autonomo tridimensional con un punto de
equilibrio cero-Hopf, esto es, el despliegue tiene
un punto de equilibrio aislado con un valor propio
cero y un par de valores puramente imaginarios.
El sistema Rossler, es un sistema que bajo ciertas
condiciones se da la bifurcacion del tipo cero-Hopf,
estos sistemas se crearon para estudiar la existencia
de atractores extrafios en dimension tres.

Editor responsable: Nery Lopez Acosta*

El objetivo principal del presente articulo, es
estudiar la teoria del promedio para calcular las
orbitas periddicas que bifurcan de un punto de
equilibrio cero-Hopf en los sistemas Rossler.

La teoria del promedio es una herramienta cla-
sica y madura para estudiar el comportamiento de
la dinamica de sistemas diferenciales no lineales,
y en particular sus oOrbitas periodicas. Esta técnica
de promediar convierte el problema de encontrar
orbitas periddicas de los sistemas diferenciales, en
encontrar ceros de algunas funciones adecuadas de
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dimension tres. Este método aparte de proporcionar
condiciones sobre los parametros y también sobre
los niveles de sistema Rossler, los cuales garantizan
la existencia de soluciones periddicas; también
proporciona estimaciones analiticas de la forma de
estas oOrbitas periodicas.

La estructura que da sustento teodrico al trabajo
se presenta en cinco secciones que estan relacio-
nadas entre si; considerando como principal, la
seccion que menciona la teoria del promedio y el
teorema que hace referencia a la aplicacion de la
misma. En particular, se estudia la aplicacion de
esta teoria en el sistema diferencial Rossler para
el céalculo de sus orbitas periddicas a partir de una
bifurcacion del tipo cero-Hopf.

Finalmente, en la tltima seccion “Resultados” se
mencionan los teoremas que nos dicen cuando los
sistemas Rossler produce alguna orbita periodica
a partir de un equilibrio cero-Hopf, aplicando la
teoria del promedio.

Materiales y métodos

La realizacion de este articulo se fundamenta en
el analisis bibliografico a través de la revision de
materiales existentes con respecto al calculo de
orbitas periodicas mediante la teoria del promedio,
de modo a entender la aplicacion de esta técnica en
sistemas diferenciales.

Resultados y Discusion

Sistema de Rossler
Se considera el sistema diferencial de ecuaciones:

dx

ax S

dt roe
dy

bl =g=x+ay, (1
” B=x+ay

@ =8=bx—cz+xz,

dt

formado por tres ecuaciones diferenciales ordina-
rias no lineales, introducido en Rdssler (1976), ver
también en Scott (2006).

Es importante notar que tanto las orbitas perio-
dicas como toda la dinamica del sistema dependen

de sus tres parametros a, b y c.

Puntos de equilibrio del sistema de Rossler
Los puntos de equilibrio de este sistema son:

(ab—c)

a

B =(—(ab—c),

Estos puntos de equilibrio se obtienen igualando
las ecuaciones del sistema (1) a cero y trabajando
algebraicamente, esto es:

—“"7)} y P2 = (0,0,0).

_y_Z:05_>y:_Za
x+ay=0,>x=az,

bx —cz+xz=0,— az’ +(ab—c)z =0,
se resuelve esta ultima igualdad y se obtiene:
(ab - c)

a

le— yZZZO.

Punto de equilibrio cero-Hopf

Un punto cero-Hopf es un punto de equilibrio de
un sistema diferencial autonomo tridimensional,
que tiene un valor propio cero y un par de valores
propios puramente imaginarios (Llibre, 2014).

Bifurcacion cero-Hopf

La bifurcacion del tipo cero-Hopf es un desplie-
gue de dos parametros (o familia) de un sistema di-
ferencial autonomo tridimensional con un equilibrio
cero-Hopf. El despliegue tiene un equilibrio aislado
con un valor propio cero y un par de valores propios
imaginarios si los dos pardmetros toman valor cero,
y el despliegue tiene diferentes tipos de dinamica
topologica en la pequena vecindad de este punto de
equilibrio aislado, ya que los dos parametros varian
en un pequeno entorno del origen (Llibre, 2014).

La bifurcacion cero-Hopf ha sido estudiada por
varios autores (Guckenheimer, 1981; Han, 1998;
Guckenheimer & Holmes, 1983; Kuznetsov, 2004;
Scheurle & Mardsen, 1984), y se ha demostrado
que algunos conjuntos complicados invariantes del
despliegue podrian ser bifurcados de los aislados
equilibrios de cero-Hopf bajo algunas condiciones.

Calculo de orbitas periédicas mediante la Teoria del Promedio
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En la siguiente proposicion se caracteriza cuan-
do el punto de equilibrio localizado en el origen de
las coordenadas de los sistemas Rdssler es un punto
de equilibrio cero-Hopf (Llibre, 2014).

Proposicion 1. Hay dos familias de un parametro
de sistemas Rdssler para las cuales el origen de las
coordenadas es un punto de equilibrio cero-Hopf.

A saber:

(9 GZCE(—\/E,\/E) yb=1;y

(ia=c=0y be(-1,0).

Las familias a las cuales hace mencion la Pro-
posicion 1 son las siguientes:

() a=c=%J2—-w* yb=1para we(O,x/E)
(flya=c=0y b =w?—1 para we(—l,oo).

La Teoria del Promedio

La teoria del promedio es una herramienta clasica
y madura para estudiar el comportamiento de la
dinamica de los sistemas dinamicos diferenciales
no lineales, y en particular de sus orbitas periddicas
(Llibre, 2014).

Esta técnica de promediar convierte el problema
de encontrar orbitas periddicas de los sistemas dife-
renciales, en encontrar ceros de algunas funciones
adecuadas (Llibre, 2014).

Ahora se presentan los resultados basicos de la
teoria del promedio que se necesita para estudiar y
analizar las demostraciones de los resultados de este
trabajo. Pero primeramente se dara algunas defini-
ciones para una mejor comprension de lo que sigue.

Definiciéon Se supone que X = ¢ (t) esunasolu-
cion de la ecuacion B= f (x) ,con x € D, donde
D es un subconjunto abierto de R” y se supone existe

un niimero positivo 7'tal que ¢(t +T ) = ¢(t) para
todo ¢ € R . Entonces ¢(1) se llama solucion perid-
dica de la ecuacion con periodo T (Llibre, 2014).

Definicion Una orbita periodica aislada en el
conjunto de todas las orbitas periddicas de una
ecuacion diferencial se la conoce como un ciclo
limite (Gine et al., 2013).

El siguiente teorema proporciona una aproxima-
cion de primer orden para las soluciones periodicas
de un sistema diferencial periodico.

Se considera el sistema diferencial

(1) =2 (t.5(0))+ £ (1x(1).) x(0) =
con x € — R", D un dominio acotado y ¢ > 0.
Ademas, se supone que f(t,x(t)) y

g (t, x(t) R 8) son T-periodicas en ¢.

La ecuacidn promediada asociada al sistema (2)
se define como

At)=e/"(»(1).(0)=x ©3)

Donde
£ )= [ S (ser)ds. @

Bajo ciertas condiciones las soluciones de equi-
librio de la ecuacion promediada se corresponden
con las soluciones periodicas de la ecuacion (2).

Teorema 1. Se considera los dos problemas de
valor inicial (2) y (3). Ademas, se supone:

(/) f'su Jacobiano f / Ox , su Hessiano 0° f / 0x”,

gy suJacobiano Og /Ox son definidos, continuos
y acotados por una constante independiente & en

[0,00)xD y £€(0,¢,].
(if) f'y g son T-periddicas en ¢ (T independiente
de ¢).

Entonces las siguientes afirmaciones son va-
lidas:

(a) Si p esun punto de equilibrio de la ecuacion
promediada (3) y

Maria del Carmen Rolén Machuca
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0
det (af—(y)] 20, (5)
oy ,

entonces existe una solucion T-periodica (p(z‘,g)

de la ecuacion (2) tal que go(t,e) — p cuando
e—0.

(b) La estabilidad o inestabilidad del ciclo limite

(o(t,g) viene dada por la estabilidad o inestabi-
lidad del punto de equilibrio p del sistema pro-
mediado (3). De hecho, el punto singular p tiene
el comportamiento de estabilidad de la aplicacion

asociada al ciclo limite (o(t, 8) .

Para la prueba del Teorema 1. se utilizan el
Teorema 2 y Teorema 6, cuyas demostraciones se
pueden ver en Verhulst (1996) y el capitulo 11 en
Sanders et al. (2007).

Teorema 2. Se considera la ecuacion (2). Se
supone que tanto f(t,x) como g(t, X,é‘) son

T-periddicas en ¢. Ademas, se supone que:

a.Las funciones vectoriales 1, g,0f / ox,0° f / ox’
y Og / Ox, estan definidas, son continuas y acotadas
por una constante M (independiente de &) en

[O,OO)XD y<e<g,

b. fy g son T-periddicas en ¢ (T independiente
de ).

Si p es un punto critico de la ecuacion prome-
diada (3), mientras que

0
6f—(y) #0, (6)
8y y=p
entonces existe una solucion T-periddica (o(t,g)
de la ecuacion (2) que estd cerca de p tal que

limg(t,£)=p. (7)

El resultado de este teorema sostiene la de-
mostracion de la afirmacion del apartado (a) de
Teorema 1.

Por otro lado, la demostracion del apartado (b)
del Teorema 1 se sustenta con el Teorema 6; y para
la demostracion de este Gltimo se utiliza los si-
guientes teoremas; Teorema 3 (Floquet), Teorema
4y el Teorema 5; cuyas demostraciones se pueden
encontrar en los capitulos 6 y 7 en Verhulst (1996),
ver también Sanders ef al. (2007).

Teorema 3. (Floquet) Se considera la ecua-

cion B= A(t)x con A(t) una matriz de nxn
continua T-periddica. Cada matriz fundamental
¢(l‘) de la ecuacion &= A(t)x se puede escribir
como el producto de dos matrices de nxn, esto
es: (0(t)=P(t)eBt con P(t) T-periddica y B
una matriz constante nxn.

Teorema 4. Se considera la ecuacidon

B= A(t)x+f(t,x) en R", con A(t) una ma-

triz T-periddica; la funcion vectorial f (t,x) es
continua en ¢ y en x,y Lipschitz-continua en x

para t € R, en una vecindad de x =0. Ademas,
se tiene:

| ()]

[~
uniformemente continua en £ .
Si las partes reales de los exponentes caracte-

lim |

x>0

risticos de la ecuacion periddica lineal B= A4 (t) y

son negativos, la solucion x =0 de la ecuacion

B= A(t)x +f (t, x) es asintoticamente estable.
Teorema 5. Se considera la ecuacion
B= Ax+B(t)x+ f(t,x) con 1>, en R".
A es una matriz nXxn constante con valores
propios de los cuales al menos una tiene en la parte
real valores positivos; B (t) €s una matriz nxn

continua con la propiedad: lim, , PB (t) P-0.
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La funcion vectorial f (t,x) es continua en ¢y

x, Lipschitz-continua en x en una vecindad de
t’

s,

uniformemente continua en ¢, la solucién trivial de
la ecuacion = Ax+ B(t)x+ f(£,x) con t 21,
es inestable.

Teorema 6. Se considera la ecuacion (2) y se
supone que las condiciones del Teorema 2 se cum-

x = 0; si, ademas, se tiene que: lim,

x| -0

|

plen. Si los valores propios del punto critico ¢@(¢,¢)
de la ecuacion promediada (3) todos tienen partes
reales negativas, la solucion periddica correspon-

diente (0(t, 8) de la ecuacion (2) es asintoticamente
estable para ¢ suficientemente pequefio. Siuno de

los valores propios tiene una parte real positiva,

(p(t, 6) es inestable.

Resultados

En esta seccion se presentan los resultados de
aplicar la teoria del promedio al sistema diferencial
Réssler, mas especificamente, se menciona cuando
los sistemas Rossler tienen un equilibrio cero-Hopf,
con el cual se produce alguna drbita periodica; para
ello se enuncian los siguientes teoremas:

Teorema 7. Sea (a,b,c)=(a+ea,1+&B,a+ey)

con Ee(—ﬁ,ﬁ )\{0} y & suficientemente pe-
quefio. Si:
(-a+a(1-a*)+7)((@* ~1)a+ap+(1-a’)r)<0, (8)
y

a+af—-y#0, (9

entonces el sistema Rossler (1) tiene una bifurca-
cion del tipo cero-Hopf en el punto de equilibrio
localizado en el origen de coordenadas, y una orbita

periodica nace en este equilibrio cuando £ =0 y

existe para & >0 suficientemente pequefio. Por
otro lado, la estabilidad o la inestabilidad de esta
orbita periddica viene dada por los valores propios:

A+B
— =0
2a°(2—-a’)?
donde:

A4=(2-d*)(a-ap-y),

B=(3a"-4)a’ +2a(2a° -3a* +4)ap
-2(3a*-4)ay +a’(3a* —4) B’
~2a(2a°-3a* +4) By +3(a* —4)7".

En este teorema se estudia a la primera familia
de parametros del sistema Rossler obtenida en la
Proposicion 1 para el cual se da puntos de equilibrio
del tipo cero-Hopf, y se encuentra que el sistema
cuenta con una solucién periddica que comienza
en el punto de equilibrio cero-Hopf ubicado en el

origen de las coordenadas cuando & =0, ademas se
analiza la estabilidad o inestabilidad de la solucion
obtenida (Llibre, 2014).

Teorema 8. Sea (a,b,c):(ga,l;+eﬂ,87)

conb € (—l,oo) y & un parametro suficientemente

pequefio. Usando la teoria del promedio de primer
orden no se puede encontrar orbitas periodicas
que bifurquen del punto de equilibrio cero-Hopf
localizado en el origen de coordenadas del sistema
Rossler (1).

En este teorema se estudia a la segunda familia
de parametros del sistema Rdssler obtenida en la
Proposicion 1 para el cual se da puntos de equilibrio
del tipo cero-Hopf, y se encuentra que el sistema

1 (r, w) =1, (r, w) =0 tiene una solucion tnica

(0,0) y, en consecuencia, la teoria del promedio
en este caso no proporciona ninguna informacion
sobre las posibles orbitas periddicas que puede
bifurcarse del equilibrio cero-Hopf (Llibre, 2014).

Conclusion

La realizacion del presente trabajo ha sido, par-
ticularmente, el conocimiento adquirido sobre

Maria del Carmen Rolén Machuca
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un tema interesante e importante al momento de
estudiar el comportamiento de sistemas dinamicos
diferenciales no lineales, y en particular de sus
orbitas periodicas, como lo es el estudio sobre el
calculo de orbitas periédicas mediante la teoria del
promedio. En ese sentido, a lo largo de la elabo-
racion de este documento, se ha podido estudiar
el sistema diferencial de ecuaciones Rdossler, los
puntos de equilibrio y en qué condiciones dicho
sistema presenta Orbitas periodicas; ademas de
comprender cuando se da una bifurcacion del tipo
cero-Hopf.

En particular se comprobdé que un enfoque
viable que se puede aplicar para detectar orbitas
periodicas, al menos para sistemas diferenciales
particulares que se someten a la bifurcacion de
un punto de equilibrio cero-Hopf como lo es
el sistema diferencial tridimensional del tipo
Rossler, es mediante la aplicacion de la teoria
del promedio.

Por tanto, en el desarrollo del trabajo se com-
probaron las siguientes afirmaciones: el punto de
equilibrio localizado en el origen de coordenadas
de los sistemas Rdssler, es un punto de equilibrio
cero-Hopf segln la caracterizacion dada; y de que
la aplicacion de la teoria del promedio es eficiente
para obtener orbitas periddicas a partir de la bifur-
cacion del tipo Hopf.

Finalmente se analizaron dos teoremas que
sustentan al teorema que proporciona una apro-
ximacion de primer orden para las soluciones
periddicas de un sistema diferencial periddico.
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Resumen: Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos generalmente considerados como seguros y
poseen una gran capacidad para la bioconservacion. Como agentes bioconservantes, las BAL pueden aplicarse
como cultivos viables para la produccion de compuestos antimicrobianos o explotando agentes quimicos. Las
BAL son conocidas por la produccion de una variedad de compuestos antagénicos, entre ellos la bacteriocinas,
y su potencial antimicrobiano esta definido por la accion combinada de los metabolitos sobre bacterias no de-
seadas. En este trabajo se evalua la actividad antimicrobiana de 7 cepas de BAL aisladas de leche cruda y queso
Paraguay: Enterococcus faecium (M6A y M6B), Lactobacillus fermentum (M16A y M17A), Lactobacillus
rhamnosus (M17B) y Lactobacillus plantarum (M18 y M21) frente a E. coli, S. aureus 'y L. monocytogenes.

Palabras clave: BAL, lacteos, bioconservacion, antimicrobianos, bacteriocinas, patogenos.

Abstract: Lactic acid bacteria (LAB) are generally regarded as safe microorganisms with great potential for
biopreservation. As biopreservative agents, LAB can be applied as viable cultures for the production of antimi-
crobial compounds or exploiting chemical agents. LAB are known for the production of a variety of antagonistic
compounds, among them bacteriocins, and their antimicrobial potential is defined by the combined action of
metabolites on non-desired bacteria. This work evaluates the antimicrobial activity of 7 strains of LAB isolated
from raw milk and Paraguay cheese: Enterococcus faecium (M6A y M6B), Lactobacillus fermentum (M16A 'y
M17A), Lactobacillus rhamnosus (M17B) and Lactobacillus plantarum (M18 y M21) against E. coli, S. aureus

and L. monocytogenes.

Keywords: LAB, dairy, biopreservation, antimicrobials, bacteriocins, pathogens.

Introduccion

Las bacterias acido lactica (BAL) constituyen un
grupo heterogéneo de bacterias gram positivas,
anaerobia, no esporuladoras, que pueden ser cocos
o bacilos y que producen acido lactico como prin-
cipal producto durante el proceso de fermentacion
y poseen un gran potencial biotecnoldgico en la
industria de alimentos (Alvarez-Sieiro et al., 2016;
Sabatini, 2010). Como cualquier BAL que participe
en un proceso de fermentacion puede producir una
variedad de compuestos inhibidores, el potencial
antimicrobiano de estas bacterias estd dado por la
accion combinada de sus metabolitos en bacterias
indeseadas (Salomskiene et al., 2019). Sin embargo,

Editor responsable: Nery Lopez Acosta*

recientemente se les estd dando una atencion espe-
cial a las bacteriocinas, por sus posibles aplicaciones
para la conservacion de alimentos (Devlieghere
et al., 2004; Field et al., 2018; Galvez et al., 2007,
2010; Woraprayote et al., 2016).

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos
sintetizados ribosomalmente que son activos contra
otras bacterias, pueden o no poseer modificaciones
postraduccionales y son secretadas al medio extra-
celular (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Cotter et al.,
2005; Field etal., 2018). Sus principales ventajas en
comparacion con otros compuestos antimicrobianos
de naturaleza peptidica son su alta tolerancia al
estrés térmico, su capacidad de permanecer activas
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dentro de un amplio rango de pH y su efectividad
incluso a bajas concentraciones (Woraprayote et al.,
2016).

Si bien otras bacterias pueden producir bac-
teriocinas, las bacteriocinas producidas por BAL
poseen la ventaja de que la mayoria de los cultivos
iniciales de BAL para alimentos son considerados
como seguros por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos, por
lo que las bacteriocinas provenientes de estas
también poseen este estatus (Alvarez-Sieiro et al.,
2016; Field etal., 2018). Ademas, las bacteriocinas
provenientes de BAL son bastante potentes contra
patogenos de alimentos y microorganismos que
causan el deterioro de los alimentos sin alterar las
cualidades sensoriales de los mismos y no presentan
toxicidad para células eucariotas (Field et al., 2018).

Elfin de este trabajo es identificar cepas de BAL
aisladas de productos lacteos que posean potencial
antimicrobiano contra L. monocytogenes, consi-
derado como la bacteria patdgena gram positiva
de mayor preocupacion debido a su capacidad de
desarrollarse en una gran variedad de alimentos y
condiciones ambientales (Galvez et al., 2010).

Materiales y Métodos

Obtencion de cepas

Se utilizaron 4 cepas previamente aisladas de BAL,
pertenecientes al cepario del Departamento de
Biotecnologia de la FACEN-UNA las cuales fueron
identificadas mediante MALDI-TOF y métodos
moleculares para determinar el género y especie
(Duskova et al., 2012) de las que se obtuvo las
siguientes bacterias: Enterococcus faecium (M6A),
Lactobacillus fermentum (M16A) y Lactobacillus
plantarum (M18 y M21). Y para el patogeno se
utilizé Listeria monocytogenes, donado por el Dr.
Esteban Riera (Laboratorios Riera, Asuncion, PY).

Prueba de inhibicién en medio liquido contra
Listeria monocytogenes

Preparacion de sobrenadantes y patégeno

Se cultivaron las cepas de BAL en medio MRSB
por 24 ha37°Cy L. monocytogenes en medio LB
por 24 hs a 37 °C, ambas en una incubadora de

CO2 serie 3 water-jacketed (Thermo Scientific™),
con una atmésfera de CO2 de 0,1%. Se centrifugo
el cultivo de L. monocytogenes a 4500 rpm por 10
min a 10 °C en una centrifuga refrigerada TGL-
16M (Boyn™), se deseché el sobrenadante y se
resuspendio en PBS (1X). Se midio la absorbancia
en el espectrofotometro a 600 nm buscando llegar
a una absorbancia equivalente a 1,5x107 UFC/mL.
Luego, se hicieron dos diluciones seriadas 1:10.
Por otra parte, se centrifugaron los cultivos de BAL
a 6000 g (7600 rpm) por 20 minutos a 4 °C y se
recuperaron los sobrenadantes. Luego se filtraron
los sobrenadante con filtros de 0.22 um (Sartorius)
y se neutralizaron con hidroxido de sodio hasta un
pH de 6~7 (Gellertetal., 1999; Zimina et al., 2016).
Finalmente, se incub6 en una placa multipocillo
(x96) a 37 °C por 24 h en un Multiskan™ FC Mi-
croplate Photometer (Thermo Scientific™), acorde
a los tratamientos presentados en la Tabla 1. Se
midio la densidad optica a 620 nm cada 30 min por
espectrofotometria durante la incubacion (Gellert
etal., 1999; Zimina et al., 2016). Cada tratamiento
se realizo por cuadruplicado; como control positivo
se utiliz6 una solucion estéril de nisina 0,25% y
como controles negativos se utilizaron: medio LB
y agua estéril (Control 1) y medio MRSB y medio
LB (Control 2), ambas inoculadas con 15 uL. de L.
monocytogenes (1,5x105 UFC/mL).

Cidlculo del porcentaje de inhibicion

Para el calculo del porcentaje de inhibicion se
procedi6 a utilizar la absorbancia a las 24 hs y se
utilizo la siguiente formula:

Abs, — Abs,
Abs

c

Donde: I = x100

I = Porcentaje de inhibicion.
Abst = Absorbancia maxima del tratamiento.
AbsC = Absorbancia maxima del control.

Resultados y discusion

La importancia de las pruebas de enfrentamiento
radica en tener resultados sobre actividad antimi-
crobiana de las BAL aisladas frente a patdgenos
comunmente encontrados en los alimentos y que
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Tabla 1. Tratamientos utilizados en la prueba de inhibicion en medio liquido.

Tratamientos

Componentes (240 pL)

1 Medio estéril
2 Control 1
3 Control 2

4 Medio + Agua

5 Blanco
6 Ensayos
7 Control +

200 uL de medio LB + 40 pL de agua estéril

185 pL de agua estéril + 40 puL de medio LB + 15 pL de L. monocytogenes (1,5x105 UFC/mL)
185 pL de medio MRSB + 40 pL de medio LB + 15 pL de L. monocytogenes (1,5%105 UFC/mL)
185 pL de medio MRSB + 40 pL de medio LB + 15 puL de agua estéril

40 uL de medio LB + 185 pL de sobrenadante + 15 puL de agua estéril

40 uL de medio LB + 185 pL de sobrenadante + 15 uL de L. monocytogenes (1,5%105 UFC/mL)

40 uL de medio LB + 185 pL de nisina + 15 pL de L. monocytogenes (1,5%105 UFC/mL)

producen su deterioro o enfermedades transmiti-
das por los alimentos; para los cuales deben actuar
como bacteriostaticos o bactericidas.

Porcentajes de inhibicion

En la Tabla 2 se observan los porcentajes de inhi-
bicion obtenidos para cada cepa.

Enterococcus faecium

En la Fig. 1 se observa el crecimiento de L. mo-
nocytogenes frente al sobrenadante de E. faecium
(M6A) en términos de tiempo (h) vs. absorbancia.

Este organismo presentd un bajo valor de in-
hibicion, 10,27%, siendo este el mas bajo de todo
el ensayo.

Algunas bacterias del género Enterococcus,
incluyendo E. faecium, producen bacteriocinas de-

Tabla 2. Porcentajes de inhibicion producidos por cada cepa.

Muestra Organismo Porcentaje de Inhibicién
M6A E. faecium -11,01%
M16A L. fermentum -56,11%
M18 L. plantarum -30,88%
M21 L. plantarum -19,90%

L. plantarum o

Control ATCC 8014 -78,12%
Nisina N/A -93,26%

1.80
1.60 4
L/KW
1.40
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1.00
0.80
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0.40
|
020 7 o
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~4=LB + M6A + AQUa ~@~LB + M6A + Lis ~4~MRSB + LB + Lis

Figura 1. Cinética de crecimiento de L. monocytogenes frente
al sobrenadante de E. faecium. Azul: blanco, Rojo: tratamiento
y Verde: control negativo.

nominadas enterocinas, las cuales han demostrado
poseer actividades contra Listeria monocytogenes
(Aymerich et al., 1996; Casaus et al., 1997; Cintas
etal., 1997; Cintas et al., 1998; Khan et al., 2010).
Por lo que es probable que estas cepas no sean pro-
ductoras de bacteriocinas y, por lo tanto, no inhiban
el crecimiento de L. monocytogenes.

Lactobacillus fermentum

En la Fig. 2 se observa el crecimiento de L. mono-
cytogenes frente al sobrenadante de L. fermentum
(M16A) en términos de tiempo (h) vs. absorbancia.

Nuestros resultados muestran que esta cepa
produjo una inhibicion superior al 50%. El valor
medido fue de 56,11%. Por lo que esta cepa estudia-

Matias Policani ef al.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de L. monocytogenes frente
al sobrenadante de L. fermentum. Azul: blanco, Rojo: trata-
miento y Verde: control negativo.

da de L. fermentum podria ser una cepa productora
de bacteriocinas con base en que posee el mayor
porcentaje de inhibicion del ensayo.

La produccion de bacteriocinas por L. fermen-
tum ha sido registrada previamente, siendo estas
efectivas principalmente contra bacterias gram-
positivas, incluyendo L. monocytogenes (Pascual
et al., 2008; Sabia et al., 2014; Yan & Lee, 1997).

Lactobacillus plantarum

En la Fig. 3 se observa el crecimiento de L. mono-
cytogenes frente a los sobrenadante de las cepas
M18y M21 de L. plantarum en términos de tiempo
(h) vs. absorbancia.

Probablemente, L. plantarum sea la especie
mas estudiada y mejor caracterizada para la pro-
duccion de bacteriocinas. A pesar de esto, estas

A) M18

1.80

1.20

Al

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

~4—LB + M18 + AQua  ~=~LB + M18 +Lis ~#—MRSB + LB + Lis

cepas presentaron rendimientos relativamente
bajos, con porcentajes de inhibicion de 30,88%
(M18) y 19,90% (M21). Seria interesante realizar
analisis moleculares para determinar la cepa a la
que corresponde cada una y analizar la diferencia de
resultados entre organismos de una misma especie.

Se bien se ha reportado la produccion de bacte-
riocinas de esta especie a partir de varias matrices
de comida y se ha evaluado su actividad contra
un gran nimero de microorganismos (Borrero
et al., 2018; da Silva Sabo et al., 2014; Fernandes
etal., 2017; Todorov et al., 2016; Wen et al., 2016;
Zacharof & Lovitt, 2012; Zhang et al., 2018), estas
cepas no presentan una gran actividad contra L.
monocytogenes.

Controles positivos

En la Fig. 4 se observa el crecimiento de L. mo-
nocytogenes frente a los sobrenadante de la cepa
control L. plantarum ATCC® 8014™ vy nisina,
una bacteriocina bien estudiada y caracterizada, en
términos de tiempo (h) vs. absorbancia.

Los resultados de los controles fueron acorde
a los esperados, presentando un alto porcentaje
de inhibicién, 78,12% (Lactobacillus plantarum
ATCC® 8014™) y 93,26% (nisina).

Se utilizo Lactobacillus plantarum ATCC®
8014™ como control, pues es una cepa en la que
se ha comprobado la produccién de bacteriocinas
(Lashetal., 2005; Ming et al., 2015), con 78,12% de
inhibicion. Y la nisina, la inica bacteriocina aproba-

B) M21
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Figura 3. Cinética de crecimiento de L. monocytogenes frente a sobrenadantes de L. plantarum. Azul: blanco, Rojo: tratamiento

y Verde: control negativo.
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A) L. plantarum ATCC® 8014™
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Figura 4. Cinética de crecimiento de L. monocytogenes frente a sobrenadante de L. plantarum ATCC® 8014™ y nisina. Azul:

blanco, Rojo: tratamiento y Verde: control negativo.

da por la FDA, cuya efectividad contra Listeria ha
sido comprobada anteriormente (Delves-Broughton
et al., 1996), coincidiendo con nuestros resultados
donde la nisina produjo una inhibicién de > 90%.

Conclusion

Se observo inhibicion de crecimiento para todas
los cepas aisladas a partir de leche cruda y queso
Paraguay, demostrando que poseen potencial anti-
microbiano contra L. monocytogenes. La cepa de
E. faecium tuvo un resultado de apenas del 10%,
mientras que ambas cepas de L. plantarum produ-
jeron inhibiciones entre 20% y 30%. La cepa que
presento los mejores resultados fue L. fermentum,
con porcentajes de inhibicion promedio de 56,11%.
No obstante, estos porcentajes fueron inferiores a
las observadas en los controles positivos de L. plan-
tarum ATCC® 8014™ (~80%) y nisina (>95%).
Nuestro estudio demostro que E. faecium no posee
grandes cualidades de inhibicion. Mientras que las
cepas con mayor actividad de inhibicioén corres-
ponden a L. fermentum, por lo que es necesario
estudiar estas cepas a mayor profundidad para
evaluar la produccion de compuestos antimicro-
bianos asi como su capacidad como productoras
de bacteriocinas.

En casi todos los estudios previos se mencionan
que las BAL tienen varios compuestos con pro-
piedades inhibitorias frente a bacterias patdgenas
y deteriorantes de alimentos. Por lo que a partir de
este estudio donde se aislaron bacterias acidolacti-

cas locales, es crucial proseguir con los ensayos de
inhibicion, determinando las fuentes de actividad
inhibitoria como acidos organicos, peroxidos de
hidrogeno y bacteri6fagos.
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Resumen: Los estudios de las enfermedades que afectan a las semillas de trigo son esenciales para garantizar la
produccion agricola sostenible y la seguridad alimentaria. La punta negra del grano de trigo, caracterizada por
la decoloracion marrén-negra en el extremo del embridn, se asocia con la presencia de géneros hongos fitopato-
genos, como Alternaria 'y Bipolaris. Aunque esta enfermedad no suele afectar el rendimiento del cultivo, puede
comprometer la calidad del grano, lo que resulta en pérdidas econdmicas debido a descuentos en el mercado.
El presente estudio evaluo la efectividad del método de conservacion utilizando agua destilada-esterilizada tres
veces (ADTE) para preservar la viabilidad y estabilidad de Alternaria sp. y Bipolaris sp. Los resultados dem-
ostraron que el método ADTE fue eficaz para conservar tres de las cuatro cepas evaluadas, siendo Alt04 la mas
viable. Estos hallazgos sugieren que el ADTE podria representar una alternativa econémica y efectiva para la
conservacion a largo plazo de estos hongos fitopatdgenos. Dado su papel critico en la agricultura, la identificacion
de los géneros asociados a la enfermedad de la punta negra, asi como su correcto aislamiento y conservacion,
facilitaran el registro de cepas de referencia para investigaciones futuras.

Palabras clave: preservacion prolongada, micosis, epidemiologia, patogeno vegetal, micobiota, centrifugacion,
agricultura.

Abstract: Studies of diseases affecting wheat seeds are essential to ensure sustainable agricultural production and
food security. Black point disease in wheat grains, characterized by brown-black discoloration at the embryo's tip,
is associated with the presence of phytopathogenic fungal genera such as Alternaria and Bipolaris. Although this
disease usually does not affect crop yield, it can compromise grain quality, resulting in economic losses due to
market discounts. This study evaluated the effectiveness of the conservation method using triple-distilled sterile
water (TDSW) to preserve the viability and stability of Alternaria sp. and Bipolaris sp. The results demonstrated
that the TDSW method was effective in conserving three out of the four evaluated strains, with Alt04 being
the most viable. These findings suggest that TDSW could represent an economical and effective alternative for
long-term preservation of these phytopathogenic fungi. Given their critical role in agriculture, identifying the
genera associated with black point disease, as well as their proper isolation and conservation, will facilitate the
registration of reference strains for future research.

Key words: long-term preservation, mycosis, epidemiology, plant pathogen, mycobiota, centrifugation, agri-
culture.
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Introduccion
El estudio de la micocenosis de las semillas de
cereales es relevante para resolver problemas rela-
cionados con la elaboracion de productos agricolas
saludables y respetuosos con el medio ambiente. La
enfermedad en semillas conocida como Punta negra
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o Black point, en inglés, es causada por un complejo
de hongos, entre ellos se encuentran Alternaria 'y
Bipolaris, géneros fingicos que muestran una alta
frecuencia de aparicion en las semillas de trigo. Esta
enfermedad se caracteriza por una decoloracion
marrén-negra en el extremo del embrion del grano
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segun Khlebova et al. (2019).

Desde el inicio del siglo XX, se han realizado
trabajos para describir y estudiar las causas de la
emergencia de la punta negra en todas las regiones
en donde el trigo se cultiva; estos lugares incluyen
Italia, Egipto, Marruecos, Argentina, India, Canada,
Estados Unidos, Alemania, Africa del Norte y
Rusia, segin Khlebova et al. (2019). Si bien la
enfermedad no suele reducir el rendimiento del
cultivo, la presencia de la punta negra en el grano
cosechado puede disminuir la categoria y la calidad,
lo que resulta en descuentos por parte del elevador.
Los granos afectados son considerados como dafa-
dos segun las normas de granos de Estados Unidos
y se permite solo un 2%, en el trigo clasificado
como U.S. No. 1; y un 4%, en U.S. No. 2., segiin
Watkins (2004).

En la investigacion de hongos presentes en la
punta negra del trigo, realizada por Chavez y Kohli
(2013), se identificaron 11 géneros de hongos: Cur-
vularia, Alternaria, Helminthosporium, Fusarium,
Pyricularia, Drechslera, Nigrospora, Septoria,
Cladosporium, Chaetomium, y Melanospora. Los
géneros Curvularia, Alternaria, Helminthosporium
y Fusarium fueron predominantes en la infeccion
de punta negra en trigo en el Paraguay.

Alternaria es un género fingico ubicuo que in-
cluye especies saprofitas, endofiticas y patdgenas.
Esta asociado con una amplia variedad de sustratos,
incluyendo semillas, plantas, productos agricolas,
animales, suelo y la atmosfera. Las especies de A/-
ternaria son conocidas como graves patégenos de
plantas, causando pérdidas importantes en una am-
plia gama de cultivos como lo mencionan Wouden-
berg et al. (2013). En cuanto el género Bipolaris,
su relevancia en el Paraguay se suele presentar en
otros cultivos de cereales como el arroz. En los afios
2016 y 2017, este género presentd una incidencia
media mas alta asociada a la mancha foliar en las
areas de cultivo de arroz en Neembucu, segun lo
documentado por Quintana ef al. (2019). Por otro
lado, especies como B. sorokiniana y B. bicolor
fueron observadas en semillas de trigo provenientes
de diversas localidades de Brasil, tal como lo sefiald
Morejon et al. (2006).

Estos organismos fingicos revisten una sig-
nificativa relevancia en el ambito agricola, par-
ticularmente debido a su estrecha asociacion con el
complejo patdégeno implicado en la enfermedad de
la Punta Negra en trigo. Por consiguiente, se hace
imprescindible abordar la investigacion dirigida
hacia la preservacion y almacenamiento optimos
de estos hongos, con el proposito de facilitar estu-
dios subsiguientes, tales como la identificacion de
la variabilidad genética dentro de la poblacion, la
evaluacion de su patogenicidad en cultivos hués-
pedes, asi como la caracterizacion de su interaccion
con el hospedero. Para ello, es fundamental emplear
métodos de conservacion disefiados especifica-
mente para asegurar la viabilidad y estabilidad de
estas especies.

El enfoque de inmersion en agua destilada,
la técnica agua destilada-esterilizada tres veces
(ADTE), ha demostrado su efectividad en la conser-
vacion de oomicetos, basidiomicetos, ascomicetos
aerdbicos y algunos microorganismos conocidos
por ser patogenos en seres humanos de acuerdo con
Nakasone (2004) y Fernandez et al. (2012).

En esta investigacion, se tiene por objetivo
evaluar la efectividad de la conservacion en agua
destilada-esterilizada para la preservacion de los
hongos fitopatogenos: Alternaria sp. y Bipolaris
sp., donde se utiliz6 una version adaptada de la
metodologia desarrollada por Ladino Rey et al.
(2016), la cual involucro una serie de suspensiones
en Agua-Destilada-Esterilizada 3 veces (ADTE).
Este enfoque esta basado en el método Castellani,
que se basa en la conservacion del cultivo del
hongo en agua destilada estéril descrita en Panizo
et al. (2005).

Materiales y métodos
Siembra de los granos de trigo

Siguiendo el protocolo de French y Herbert (1980),
se desinfectaron las semillas de trigo con sinto-
mas de la enfermedad Punta Negra, primero se
sumergieron en alcohol al 70% durante 30 segun-
dos, luego en hipoclorito de sodio 3% durante un
minuto, se lavaron tres veces con agua destilada y
finalmente se dejaron secar sobre papel absorbente.

Axel Anibal Marsal von Glasenapp et al.
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Todo el proceso de desinfeccion se llevo a cabo en
una camara de flujo laminar.

Se sembraron cinco semillas desinfectadas en
posiciones equidistantes en cada placa de Petri con
medio PDA (Papa, Dextrosa y Agar) de 90 mm
de diametro y se incubaron durante 5 dias a una
temperatura de 28+3°C. Después de que las hifas
crecieran, se identificaron las colonias basandose en
la morfologia descrita en el manual de laboratorio
“Ensayos para la semilla de maiz y de trigo” de
Warham ef al. (1997).

Identificacion del género y obtencion de los
cultivos puros

De cada colonia identificada, se realizaron cinco
repiques equidistantes en una misma placa con
PDA. Estas placas se incubaron durante 5 dias a una
temperatura de 28+3°C. Una vez que los cultivos
puros crecieron, se procedié a la identificacion
del género del hongo. Para ello, se observaron los
conidios bajo el microscopio y se compararon con
las fotos descritas en los ensayos de Warham et al.
(1997), Manamgoda et al. (2014) y Woudenberg
et al. (2013). Posteriormente, se realizaron las
monosporizaciones utilizando la metodologia de
las dilusiones seridas. Estos aislados se encuentran
registrados e incluidos a la “Coleccion de Cultivos
de Microorganismos de la Universidad Nacional de
Asuncion, Paraguay” (con registro de la FELACC,
SI-70).

Filtrado de conidias por centrifugacion y con-
servacion de suspensiones

En medio Avena Agar (MAA), se dejaron crecer
repicados de monoespdricos de los hongos por 5 a
7 dias. Una vez pasado ese tiempo, se aplastaron
con laminas de vidrio esterilizadas para luego
incubarlos en condiciones de esporulacion por 2
dias en camara hiimeda (28°C=1, HR>80% y luz
constante). Pasado este tiempo, se agregd a cada
cultivo 5SmL de agua destilada tres veces esterilizada
(ADTE) y se rasparon con laminas de vidrio ester-
ilizadas. Seguidamente, la solucion madre de cada
placa se vertio en tubos de 15mL. Se centrifugaron
los tubos a 2000 rpm por 5 minutos como indica

Gemeda et al. (2014), para después descartar el
sobrenadante y volver a centrifugar para obtener
una suspension mas concentrada de 5 mL aproxi-
madamente. La solucion concentrada se diluyé en
SmL de ADTE, se filtré con una gasa estéril, y se
recolectd en vasos de precipitado estériles. Los 8mL
de cada suspension se almacenaron en tubos de 2
mL para su conservacion y posterior determinacion
de la tasa de supervivencia. Los 2 mL de suspension
sobrante de cada repeticion se utilizaron para la
determinacion de la viabilidad.

Determinacion de la viabilidad

Para la determinacion de la viabilidad, se calculd
la concentracion de conidios/mL al momento de
filtrar la solucién concentrada con la gasa estéril.
Para ello se utilizo la ecuacion propuesta por French
y Herbert (1980), utilizando un hematocitometro,
este proceso se repitido en cinco ocasiones como
réplicas analiticas, y se calculd el promedio de los
valores obtenidos.

Determinacion de la tasa de supervivencia

Para evaluar la tasa de supervivencia tras la con-
servacion, se calculo el valor de la tasa de super-
vivencia (BSR%), por sus siglas en inglés, a través
de la ecuacion propuesta por Morales-Garcia et al.
(2010):

UFC

Log(lJrN"iDCJ*IOO
ml

Tasa de supervivencia ( BSR%) = UFC
Log (N ° il AC j
m

Siendo: DC: Después de la Conservacion. AC:
Antes de la Conservacion. UFC: Unidades Forma-
doras de Colonias.

Para calcular el BSR%, es necesario conocer
las Unidades Formadoras de Colonias por mL
(UFC/mL) del TO (tiempo 0, dia 0, dia en el que
se llevaron las suspensiones a conservacion), para
compararlo con el del T1 (tiempo 1, dia en el que
se sacaron las suspensiones de la conservacion).
El conteo de microorganismos mediante técnica de
extension superficial en placa, segin lo descrito por
Valencia (2004) y Camacho et al. (2009), se utilizd
la siguiente formula:

Efectividad del Agua Destilada-Esterilizada Tres veces como alternativa de conservacién del hongos fitopatégenos
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@=N°de colonias * ! * !
ml Factor dedilucion ml demuestra

Para calcular la UFC/mL, es necesario el factor
de dilucién:
gomldemuestra

Fd : Factor dedilucion =
gomldemuestra+ g oml de diluyente

El UFC se evalud a partir de 0,2 mL de la
solucion madre, de cada vaso. Dicha alicuota fue
sembrada en placas de Petri con medio PDA en
dilucion 1/10. El crecimiento de las colonias se
observo a intervalos de 24, 48 y 72 horas.

Determinar la estabilidad morfoldgica y la
pureza de las colonias.

Para la evaluacion de la viabilidad, estabilidad
morfologica y pureza de los hongos filamentosos,
se observaron las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas de los cultivos.

Resultados

El método del ADTE para la conservacion de hon-
gos fitopatoégenos fue eficaz para recuperar 3 de
las 4 cepas evaluadas: Alt04, Bp09, Alt01 y Bpl1
(Tabla 1). Se observaron sus caracteristicas mac-
roscopicas y microscopicas de dichas cepas (Figs.
1 y 2) donde se observan las particularidades de
los géneros Alternaria y Bipolaris en cuanto a su
coloracion de colonia y forma de conidios.

Se realizaron estudios a lo largo de diferentes
periodos de tiempo, expresados como T, (Dia 0),
T, (20 dpc, para Alt04; y 40 dpc para Bp09, Alt01
y Bpll) y T, (60 dpc, para AltO1 y Bpll). Para
la cepa Alt04, en el T, a las 24 horas, se observo
un valor de 161,11 UFC/mL, mientras que, a las

Tabla 1. Aislados estudiados en este ensayo.

48 horas, el valor aument6 a 205,56 UFC/mL, en
el T, a las 24 horas, no se evidenci6 crecimiento
visible, pero a las 48 horas, se registrd un valor de
22,22 UFC/mL (Fig. 3a), lo que dio un BSR% del
63,54% (Fig. 4). En cuanto a la cepa Alt01, dio los
siguientes valores: en el T  a las 24 horas, se observo
un valor de 166,67 UFC/mL, y a las 48 horas, este
valor aument6 a 475 UFC/mL. En el T, a las 24
horas, el crecimiento fue de 35 UFC/mL, y a las 48
horas, de 130 UFC/mL. En €l T, a las 24 horas, el
crecimiento fue de 5 UFC/mL, y a las 48 horas, de
10 UFC/mL (Fig. 3c), lo que resulté en un BSR%
de 23,41% (Fig. 4).

La cepa Bp09 (Fig. 3b), en el T a las 24 horas,
no se detectd crecimiento (0 UFC/mL), pero a las
48 horas, se registraron 27,78 UFC/mL. Enel T ,
a las 24 horas, no hubo crecimiento visible, pero a
las 48 horas, se registro un valor de 50 UFC/mL,
estos resultados dieron un BSR% del 47,69% (Fig.
4). Finalmente, para la cepa Bp11 (Fig. 3d), enel T,
a las 24 horas, se registr6 un valor de 366,67 UFC/
mL, y a las 48 horas, de 733,33 UFC/mL. Enel T ,
a las 24 horas, el crecimiento fue de 200 UFC/mL,
y alas 48 horas, de 2530 UFC/mL. En el T, tanto
a las 24 como a las 48 horas, no se observo creci-
miento visible, lo que dio un BSR% de 0 (Fig. 4).

Discusion

El método del ADTE para conservacion de hongos
fitopatogenos fue eficaz para recuperar 3 de las 4
las cepas evaluadas, una proporcion similar a la
de Ladino Rey ef al. (2016), en el que las cinco
de las siete cepas conservadas con agua destilada
sobrevivieron hasta los cuatro meses evaluados en
su estudio.

ID aislado Género Hospedero/Parte de planta Afio aislamiento Fecha conservacion
Alt01 Alternaria Trigo/semilla 2023 31/10/2023
Alt04 Alternaria Trigo/semilla 2023 30/8/2023
Bp09 Bipolaris Trigo/semilla 2023 8/10/2023
Bpl1 Bipolaris Trigo/semilla 2023 22/11/2023
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ID: Alt04
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Figura 1. Observaciones macroscopicas y microscopicas de aislados de Alternaria (Alt). (a) Cultivo monoespodrico en medio
PDA de Alt04. (b) Cultivo monoesporico en MAA de Alt04. (¢) UFC de Alt04 (T) tras 48 horas de crecimiento (d) Conidios
de colonias de Alt04, antes de la conservacion. (¢) UFC de Alt04 (T)) tras 48 horas de crecimiento (f) Conidios de colonias de
Alt04, 40 dpc. (g) Cultivo monoesporico en medio PDA de AltO1. (h) Cultivo monoespérico en MAA de AltO1. (i) UFC de
Alt01 (T,) tras 48 horas de crecimiento (j) Conidios de colonias de Alt01, antes de la conservacion (k) UFC de Alt01 (T)) tras
48 horas de crecimiento (I) Conidios de colonias de Alt01, 40 dpc. (m) UFC de Alt01 (T,) tras 48 horas de crecimiento (n)
Conidios de colonias de Alt01, 60 dpc.
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y)  AVENA

PR gmow L
Figura 2. Observaciones macroscépicas y microscopicas de aislados de Bipolaris (Bp). (0) Cultivo monoesporico en medio PDA
de Bpl1 (p) Cultivo monoesporico en medio MAA de Bpl1 (q) UFC de Bpl1 (T,) tras 48 horas de crecimiento (r) Conidios
de colonias de Bp11, antes de la conservacion. (s) UFC de Bpl1 (T,) tras 48 horas de crecimiento (t) Conidios de colonias de
Bp11, 40 dpc (u) Cultivo monoespoérico en medio PDA de Bp09 (v) Cultivo monoespodrico en medio MAA de Bp09 (w) UFC
de Bp09 (T,) tras 48 horas de crecimiento (x) Conidios de colonias de Bp09, antes de la conservacion. (y) UFC de Bp09 (T,)
tras 48 horas de crecimiento (z) Conidios de colonias de Bp09, 40 dpc.
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Figura 3. Comparacion de las UFC/mL de la dilucion 1/10 de diferentes cepas antes de la conservacion (TO = Dia 0) y dias

post-conservacion (T1 = 20 DPC/40 DPC y T2 = 60 DPC).

De acuerdo con los estudios de Fernandez et al.
(2012), en donde se reportd un porcentaje total de
recuperacion del 76,5%, se observo que el BSR%
para la conservacion de conidios en ADTE fue
moderado. Especificamente, se registrd un porcen-
taje de 43,475%, para Alternaria; y de 11,705%,
para Bipolaris. En conjunto, ambos géneros dan,
en conjunto, una tasa de supervivencia de 33,66%.

Como destaca Panizo et al. (2005), los métodos
de conservacion con agua son de bajo costo y facil
manejo, pero necesitan de constante vigilancia y
atencion por parte del personal que se ocupa del
mantenimiento de una coleccion de hongos. Esto
también lo mencionan Fernandez et al. (2012), un
método ideal para pequefias colecciones o laborato-

rios con pocos recursos. Resulta util practicamente
para todos los hongos patégenos porque ha logrado
mantener la viabilidad, pureza y estabilidad por
periodos de mas de 20 afios.

Conclusion

Se puede concluir con esta investigacion que la
efectividad de la conservacion con ADTE para
la preservacion de los hongos fitopatogenos: A/-
ternaria sp. y Bipolaris sp. de un 75% de estas
especies fungicas evaluadas durante los periodos
mencionados.
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Influencia del turismo para el desarrollo local en Carmelo Peralta
Influence of Tourism for the Carmelo Peralta local development

Mario Gustavo Leiva Enrique'*®, Eliane Elizabeth Alderete Garcete*
& Monica C. Balbuena Portillo*

'Universidad Nacional de Asuncion, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Departamento de Tecnologia de Produccion, San Lorenzo, Paraguay.
*Universidad Nacional de Asuncion, Facultad Politécnica, San Lorenzo, Paraguay.
*Autor correspondiente: mleival37@gmail.com.

Resumen: El turismo ha adquirido un papel fundamental en el desarrollo socioeconémico de los paises, ya
que se considera una de las estrategias clave para impulsar el progreso de un territorio, localidad o region. La
llegada de la Ruta Biocednica en la frontera entre los municipios de Porto Murtinho -Brasil- y Carmelo Peralta
-Paraguay- esta generando expectativas de cambios sociales en la estructura y la vida cotidiana de estos muni-
cipios. Este trabajo es el resultado de una visita técnica realizada por integrantes de la Universidad Nacional de
Asuncion a la ciudad de Carmelo Peralta, y el analisis de documentos resultantes de estudios previos realizados
en dicha localidad. Los datos se recopilaron en agosto de 2022, a través de observaciones en la poblacion local,
entrevistas con funcionarios publicos municipales y se complementaron con investigaciones bibliogréaficas y
documentales. Cabe mencionar, que los autores del presente articulo participan de las actividades relacionadas
con las mesas tematicas: Red de Universidades y Turismo, del Grupo de Trabajo del Corredor Bioceanico y de
la Red Universitaria de la Ruta de Integracion Latinoamericana -UNIRILA-. Actualmente la oferta turistica de
Carmelo Peralta incluye el deporte acudtico, la pesca y aventura, resaltando su cercania al Pantanal. El progreso
de Carmelo Peralta como destino turistico fronterizo de alta calidad estara estrechamente ligado a la disposicion
de sus residentes para fomentar la promocion turistica de la localidad y el compromiso y acompafiamiento por
parte de las instituciones y gobiernos locales y de la administracion central, con la finalidad de lograr un progreso
ordenado, sobre todo en lo que corresponde al uso de la tierra y el ordenamiento territorial. La puerta de entrada
al Gran Pantanal es el elemento diferenciador que impulsara el desarrollo turistico en la region.

Palabras clave: Carmelo Peralta, Turismo, Pantanal, desarrollo local, Corredor Biocednico

Abstract: Tourism has acquired a fundamental role in the socioeconomic development of countries, as it is
considered one of the key strategies for promoting the progress of a territory, locality or region. The arrival of
the Bioceanic Route on the border between the municipalities of Porto Murtinho -Brazil- and Carmelo Peralta
-Paraguay- is generating expectations of social changes in the structure and daily life of these municipalities.
This work is the result of a technical visit made by members of the National University of Asuncion to the city
of Carmelo Peralta, and the analysis of documents resulting from previous studies carried out in that locality.
The data were collected in August 2022, through observations of the local population, interviews with municipal
public officials and were complemented with bibliographic and documentary research. It is worth mentioning that
the authors of this article participate in the activities related to the thematic roundtables: Network of Universities
and Tourism, the Bioceanic Corridor Working Group and the University Network of the Latin American Integra-
tion Route -UNIRILA-. Currently, Carmelo Peralta's tourism offer includes water sports, fishing and adventure,
highlighting its proximity to the Pantanal. The progress of Carmelo Peralta as a high quality border tourist
destination will be closely linked to the willingness of its residents to encourage the promotion of tourism in the
locality and the commitment and support of local institutions and governments and the central administration,
in order to achieve orderly progress, especially in terms of land use and land use planning. The gateway to the
Gran Pantanal is the differentiating element that will drive tourism development in the region.

Key words: Carmelo Peralta, Tourism, Pantanal, local development, Bioceanic Corridor

Introduccion y desarrollo local que se pueden generar desde su

En el presente articulo se describen aspectos rela- ~ promociony foﬁalecimiento. En el caso particular,
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Figura 1. Mapa del Corredor Vial Bioceanico. Fuente: Itaipu
Binacional (2019).

metros de extension que unira la ciudad fronteriza
de Paraguay “Carmelo Peralta” con la localidad de
Brasil, “Porto Murtinho” como consecuencia de la
implementacion del corredor vial Bioceanico (CB)
-del Atlantico al Pacifico- (Fig. 1) resultado de una
importante inversion, con relevancia a partir de la
firma del tratado entre los paises, y en auge, en la
medida que avanza la construccion, es pertinente
mencionar, que actualmente, se encuentra, segin
el reporte paraguayo reciente del Ministerio de
Obras Publicas y Comunicaciones (MOPC, 2023)
del Paraguay, al 27% de su etapa de obra. Juega un
papel determinante en este sentido, la ubicacion
geografica y estratégica de la localidad paraguaya
mencionada, ya que es la puerta de entrada al pais,
y el inicio de la ruta terrestre hacia el destino final,
los puertos del norte de Chile.

Los objetivos que aqui se plantean estan relacio-
nados con la forma que la localidad paraguaya de
Carmelo Peralta puede contribuir en el desarrollo
de su comunidad, mediante la participacioén de
quienes residen en la zona, en actividades turisticas
y recreativas, que en cierta medida ya se encuentran
en aplicacion en la ciudad, pero requieren planifica-
cion, organizacion y acompafiamiento institucional
de forma a consolidarlas y comprometer a los ofe-
rentes con servicios de calidad.

Materiales y métodos

Inicialmente, la metodologia aplicada para el ela-
boracion de este estudio, consistido en una revision
documental, accediendo a informes y documentos
elaborados en el marco de los llamados a ejecucion

del proyecto vial, por las diferentes entidades in-
volucradas en esta mega arquitectura binacional,
ademas de lectura de estudios y propuestas de
planificacion para el Municipio; seguidamente, con
la visita in situ realizada a la ciudad en el afio 2022
por parte de los autores, ha permitido la observa-
cion y el acercamiento a la realidad regional, y una
vision integral de los avances de la obra, de manera
a contar con un panorama de las condiciones ¢ in-
fraestructuras disponibles en esa area, concrecion
de entrevistas con las autoridades y residentes, que
con sus aportes han nutrido y complementado el
presente material.

La participacion de los actores locales es fun-
damental para lograr las metas de desarrollo local
propuestos, teniendo en cuenta que los mismos
deberian de ocuparse de promover, fortalecer y
ejecutar las acciones que conducen a la implemen-
tacion del turismo sostenible en su comunidad. Las
autoridades departamentales y nacionales a su vez
deberian acompafiar este proceso y ejecucion, a fin
de garantizar los resultados y reducir riesgos.

Resultados y discusion
Contexto de Carmelo Peralta

Carmelo Peralta es una localidad fronteriza del
norte del Paraguay, ubicada en la region Occi-
dental (Chaco), en la zona ecologica denominada
“Gran Pantanal”; con categoria de municipio hace
mas de una década -2 de mayo de 2008, segun la
Ley N° 3471 (Poder Legislativo, 2008), geogra-
ficamente se encuentra a orillas del rio Paraguay,
colindante a la conocida Isla Margarita, frente a la
comunidad brasilefia de Porto Murtinho (creada
en el afio 1912), especificamente, a unos 730 km
de Asuncion, capital del pais, y a unos 80 km de
Fuerte Olimpo, capital del departamento de Alto
Paraguay (BID, 2022).

Segun la proyeccion poblacional del Instituto
Nacional de Estadistica (INE, 2015) para el periodo
2025 contaria con aproximadamente 4.800 habi-
tantes mayoritariamente hombres, compuesto por
naturales de la zona, indigenas nativos (ayoreos) y
brasilefios, distribuidos en sus 13 comunidades, de
las cuales 10 de ellas son rurales. Entre los habitan-
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tes de la zona urbana predomina la comunicacion en
castellano (61.6%), en castellano y guarani (22.6%),
y ademas de los dos anteriores en idioma portugués
(8%), una minoria de 2.3% solo en guarani. En
cuanto a la ocupacion productiva de sus pobla-
dores, sobresale el empleo en la funcion publica
de salud, educacion, trabajos en las estancias de
la zona o negocios propios, también hay mano de
obra ocupada en diversos servicios en la localidad
de Porto Murtinho. E132.8% se declara asalariado y
el 67.2 % trabaja por cuenta propia (Municipalidad
de Carmelo Peralta, 2023).

En los ultimos afios, a partir de la firma del
acuerdo para la construccion del puente transfronte-
rizo entre el Paraguay y el Brasil, ha tomado fuerza
el nombre del lugar, dada su ubicacion privilegiada,
por ser el primer punto de conexion y de contacto
en Paraguay, desde Porto Murtinho, estado de
Mato Grosso do Sul, en Brasil, haciendo el camino
terrenal pasando por Argentina, con destino a los
Puertos del Norte de Chile que forman parte del
corredor vial Bioceanico del centro de América del
Sur, que unira el océano Pacifico con el Atlantico;
por lo mismo, con certeza requerira acondicionar
este territorio, ya que necesariamente tendra que
adaptar su gestion integral como ciudad de fron-
tera, en todos los ambitos, para obligatoriamente
sumarse a este magno proyecto con servicios de
buena calidad.

La importancia de Carmelo Peralta se evidencia
en los estudios recientes en el afio 2022, auspiciados
en el marco del programa Ciudades Emergentes y
Sostenibles (CES) del Banco Interamericano de
Desarrollo (BID), secundado por organismos na-
cionales publicos, privados y académicos, donde
primeramente, diagnosticaron las condiciones ac-
tuales de la ciudad, para luego analizar diferentes
aspectos que atafien al crecimiento y al desarrollo
que pueden generarse a partir de su incorporacion
geografica, al inicio de esta ruta transnacional. Asi-
mismo, otras acciones promovidas con anterioridad
por agencias de cooperacion como la Union Euro-
pea o la Organizacion Mundial de Conservacion
(WWPF-Paraguay) ante la riqueza natural existente,
destacan la preocupacion por el cuidado del medio

ambiente de la zona.

El avance de las obras viales con pavimentacion
asfaltica de dos carriles desde Loma Plata, en la
actualidad, permite acceder a la zona sin mayores
contratiempos, abriendo de esta forma oportuni-
dades de comunicacion terrestre mas fluida y con
menos horas de transito para llegar hasta alli; sin
embargo, un factor fundamental a considerar por
los gobiernos local y nacional, seria la inmediata
implementacion del Plan de Ordenamiento Urbano
y Territorial (POUT), que se encuentra aprobado
por Ordenanza Municipal, que permitira la plani-
ficacion urbana de la ciudad y la gestion territorial,
ya que su aspecto de comunidad rural con caminos
vecinales de tierra, es la constante; aunque, con una
apariencia minima de zona urbana en el casco cen-
tral; una vez habilitado el corredor vial de acuerdo
a lo previsto, tiende a verse afectada, con mas con-
tundencia el area de la costanera, con inapropiadas
instalaciones de viviendas y comercios de todo tipo,
que no favorecerian su urbanizacion sostenible.

La comunidad de Carmelo Peralta en lo que
respecta a la asistencia de servicios publicos, cuenta
con oficinas de la Intendencia Municipal, Comisaria
policial, 3 puestos de Salud y 2 unidades de Salud
Familiar y 1 unidad sanitaria del Instituto de Previ-
sion Social (IPS) de atencion basica, puestos de con-
trol migratorio fluvial de la Subadministracion de
la Direccion Nacional de Aduana (DNA), 8 centros
educativos y un centro de formacion dependiente
de la Municipalidad para capacitar nifios y jovenes,
asi como cursos ofertados por el Sistema Nacional
de Formacion y Capacitacion Laboral (Sinafocal)
y el Servicio Nacional de Promocion Profesional
(SNPP) en areas de informatica, carpinteria, electri-
cidad y otros oficios; ademas, dispone de servicios
basicos de energia eléctrica (97,9 % de cobertura),
agua potable (96 %), la conectividad tecnologica
es muy baja, insuficiente capacidad con relacion
a otras ciudades de la zona (BID, 2022; Munici-
palidad de Carmelo Peralta, 2023); considerando
estos aspectos, el turismo, mediante estrategias
de desarrollo local y sostenible, puede dinamizar
el territorio en lo econdmico, sociocultural y am-
biental, contemplando todos los factores que en

Mario Gustavo Leiva Enrique et al.



Reportes cientificos de la FACEN, Enero - Junio 2024, 15(1):66-76 69

¢l intervienen, convirtiéndose en una interesante
posibilidad para la ciudad.

El turismo como factor de desarrollo local

Revisando datos e informes sobre el turismo en
las altimas décadas, es un tema recurrente desde
diferentes aristas, sobre todo por sus aportes a las
economias locales y de los paises, asi como los im-
pactos transversales que ocasiona; la Organizacion
Mundial de Turismo (OMT) ante estas situaciones,
hace referencia a “un fenomeno social, cultural y
econdmico” (s.f.) originado por el desplazamiento
de las personas fuera de su lugar de residencia, den-
tro de un pais o a las afueras de éste, independiente
del motivo que los genere: personal, profesional u
ocio, que suponen un gasto enmarcado como turis-
tico, ya que este viajero o turista, adquiere determi-
nados bienes y servicios, como consecuencia de su
traslado y las necesidades que se le presentan en el
destino escogido; durante la pandemia de Covid19
dejo en evidencia la magnitud y el alcance del rubro
para muchas ciudades y paises que reciben a los
turistas diariamente.

La actividad turistica en ese periodo tuvo un
descenso abrupto en el desplazamiento de turistas
alrededor el mundo, dejando explicito cuan impor-
tante resulta el turismo en muchas comunidades,
las implicancias y los efectos negativos en las
localidades turisticas, fueron contundentes; afecto
directamente disminuyendo empleos, ademas de
las ventas de los servicios asociados (alojamiento,
aerolineas, alquileres de transportes terrestres y
fluviales, alimentos y bebidas, obsequios y souve-
nirs), y repercutio negativamente a un sinniimero de
proveedores indirectos vinculados con sus ofertas
de bienes y servicios (OMT, s.f.; OIT, 2020).

En el caso de Paraguay, los datos estadisticos
oficiales segun el Observatorio Turistico, ubica al
Turismo en el sexto lugar entre los productos de
exportacion del pais, y también durante la Pan-
demia se vio afectado en el flujo de personas que
ingreso al territorio nacional por las diferentes vias
de acceso, que, de recibir a 1.245.615 turistas en el
afno 2019, en el afio 2021, recibid a 94.846 turistas,
debido a las restricciones sanitarias establecidas

mundialmente (SENATUR, 2023a).

Sin embargo, es oportuno resaltar que mediante
estrategias y programas para promocionar Paraguay
como destino turistico, antes y durante la propaga-
cion del SARS-CoV-2, las politicas de Estado que
se ocupan de este campo se encuentran fijadas en el
Plan Maestro de Desarrollo Sostenible del Turismo
promovido por la Secretaria Nacional de Turismo
(SENATUR) hace mas de una década, y gozan del
acompafniamiento de asociaciones y gremios del
rubro, asi como los prestadores de servicios; Para-
guay, ha venido aunando esfuerzos por integrar los
recursos tangibles e intangibles disponibles a nivel
local, departamental y nacional, inclusive, de ma-
nera a consolidarse como un referente turistico en
América del Sur, a pesar de la mediterraneidad que
le caracteriza, aprovechando sus recursos naturales
y culturales, a modo de contribuir en la valorizacion
y potenciamiento en materia turistica.

En tal sentido, el turismo ha tomado un rol pro-
tagonico en las comunidades tanto rurales como
urbanas del pais, dejando notar que las dinamicas
especialmente de las comunidades rurales han cam-
biado en los ultimos afios; a pesar de que numerosas
localidades durante la Pandemia Covid19 se vieron
obligadas a flexibilizarse, adaptarse y abrirse a los
nuevos mercados de consumo y formas de gestio-
nar los recursos existentes, alin requieren reforzar
estas dimensiones, de manera responsable y com-
prometida, con miras al crecimiento y desarrollo
local de un territorio en particular, apoyados en la
actividad turistica.

El desarrollo local entendido por Casalis como
el “...producto de una construccion colectiva a
nivel local, que tiene como objetivo movilizar los
recursos del territorio en torno de un proyecto co-
mun e incluir al conjunto de la poblacion” (2009,
n/d) considera también como otros autores que
abordan la tematica, que es un proceso endogeno
de la comunidad en cuestion, donde se pretende el
mejoramiento de la calidad de vida y el bienestar de
las personas que habitan un determinado territorio
desde adentro; bajo esta premisa, es una necesidad
que quienes constituyen la comunidad de Carmelo
Peralta, estén inmersos en la proyeccion econdmica,
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social, ambiental y cultural que se quiere auspiciar
a partir del corredor vial Bioceanico, una realidad
imperiosa de observarse, y que deberia encaminarse
hacia acciones sostenibles del Municipio.

Latendencia de que los Estados debian interve-
nir las cuestiones de desarrollo local de una entidad,
ha quedado en gran medida modificada en los afios
90, por la descentralizacion de acciones y politicas;
hoy dia, la tendencia esta marcada por la participa-
cion de los integrantes de las comunidades locales
(autoridades, sociedad civil, empresas privadas,
instituciones educativas, sanitarias, entre otros),
considerandose fundamental, de manera a detectar
las necesidades, obtener el compromiso, la inte-
gracion y la cooperacion de los residentes locales,
para adaptarse a los cambios social, econdmico,
cultural, ambiental y tecnologicos que este tipo de
operaciones, necesariamente generan; de esa forma,
reducir las desigualdades que pudieran darse desde
una directriz vertical.

Si bien los beneficios economicos y de ex-
pansion pueden llegar a ser auspiciosos para una
localidad, a su vez se pueden originar situaciones
de las cuales no todos puedan beneficiarse, ocasio-
nando consecuencias negativas en las comunidades
existentes (Boisier, 2001). Asimismo, el acompa-
flamiento del Estado es trascendental, con miras a
proyectar no solo ese espacio fisico, sino todo el
gran trayecto del Chaco paraguayo que se atraviesa
y conduce para llegar al océano Pacifico. Conside-
rando estos puntos, el turismo es una oportunidad,
que requiere conjugar una serie de elementos que
permitan concretar su implementacion, teniendo en
cuenta la transversalidad social y economica con
la que sucede.

El informe "Turismo y Atenuacion de la Pobre-
za" de la Organizacion Mundial del Turismo (OMT,
2003), destaca que el turismo ofrece ventajas sig-
nificativas para los paises subdesarrollados. Estas
ventajas incluyen:

a) El consumo turistico se produce en el lugar
de origen, lo que significa que los turistas
gastan su dinero en el destino visitado, lo
que puede impulsar la economia local.

b) No existen barreras arancelarias significa-
tivas para las exportaciones tradicionales
de los paises en desarrollo.

¢) Elturismo es una actividad que aprovecha
los recursos locales, como el paisaje natu-
ral y cultural, para atraer a los visitantes.

d) Elturismo requiere una cantidad significa-
tiva de mano de obra, lo que puede generar
empleo en comunidades locales.

e) Para satisfacer las necesidades de los
turistas, es probable que se mejoren la
infraestructura y los servicios en la zona.
Esto puede incluir la construccion o me-
jora de carreteras, aeropuertos, hospitales,
escuelas y sistemas de agua y saneamiento.

f) Fomentar la valoracidn y preservacion de
la cultura local y el patrimonio historico.

g) En esta actividad, hay una mayor propor-
cion de puestos de trabajo ocupados por
mujeres en comparacion con otros sectores,
lo que puede contribuir a la igualdad de gé-
nero y al empoderamiento de las mujeres.

Estas ventajas resaltan la importancia del turis-
mo como motor econdmico y social en los paises en
desarrollo, y como puede contribuir a la reduccion
de la pobreza y al desarrollo local y sostenible.

Segun el informe del BID (2022) las ciudades
fronterizas son consideradas como una oportunidad
de promover el turismo para hacer compras mino-
ristas, acceder a ofertas gastronomicas y al servicio
de alojamiento. En el caso de Carmelo Peralta, la
actividad turistica puede tener una influencia signi-
ficativa en el desarrollo local, debido a su condicion
territorial, dando lugar a oportunidades econdmicas,
sociales y culturales para la comunidad, ademas de
promover un crecimiento sostenible

Es primordial destacar que el turismo debe ges-
tionarse de manera sostenible y respetuosa con el
entorno. Cabe mencionar que, con la construccion
del Corredor Bioceanico, que unira los océanos
Atlantico y Pacifico, a través de territorios de Brasil,
Paraguay, Argentina y Chile, permitira mejorar las
perspectivas de desarrollo en Paraguay, convir-
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tiéndose en un centro logistico regional de suma
importancia. La primera fase de la ruta del CB,
unos 277 km, esta culminada de Carmelo Peralta a
Loma Plata, lo que propiciaria el crecimiento local,
la posibilidad de comercializar productos y servi-
cios. Considerando el alto potencial de cambios
que se generaran con la implementacion de esta
importante infraestructura que abrira las puertas
no solo a la zona de influencia, sino a todo un pais.
El proceso de descentralizacion municipal es una
oportunidad para quien ejerza un buen liderazgo,
aquél que trabaje por involucrar a todos los sectores
que componen la sociedad local, con la finalidad
de operacionalizar la economia, por ende, las ac-
tividades turisticas, por supuesto, en el marco del
cuidado sostenible del ambiente, de sus recursos
naturales y ponderando su excelente localizacion
(CIF-OIT, 2023).

Actualmente, la pesca turistica es un tipo de
actividad recreativa que se desarrolla en la ciudad
“la comunidad de Isla Margarita se dedica mayo-
ritariamente a la venta de insumos de pesca y de
artesanias” (BID, 2022, pp 87) y otras actividades
acuaticas que hacen parte de la ocupacion turistica
que se realiza en Carmelo Peralta.

Oportunidades para el desarrollo del turismo en
el Chaco paraguayo

El turismo, al ser un fendémeno social, delinea
las conductas de quienes se ven inmersos en ¢l,
generando beneficios para algunos, y disconfor-
midades para otros; por lo mismo, es innegable el
impacto social, cultural y economico que genera
en la sociedad donde acontece, contribuye en la
sociedad donde se ocasiona, y se constituye en “una
pieza fundamental para el desarrollo urbanistico y
tecnologico en la modernizacion de los pueblos”
(Medina, 2011, n/d) que a la vez enriquece, y
genera modificaciones en las actitudes sociales en
esa interrelacion, sosteniendo de esta forma, que
en comunidades urbanas y rurales distantes como
las del Chaco Occidental, puede provocar cambios
significativos en la forma de vida que alli se origina.

Justamente, estas caracteristicas hacen mencion
Segrado y Balbuena (2022) sefialando que, “La

combinacion Unica de naturaleza y multiples grupos
sociales con sus lenguas y culturas propias, por
motivos migratorios 0 como etnias originarias, ha
creado una concentracion multicultural que tiene el
potencial de ser atractivo turistico y favorecer en
aspectos socioeconomicos a las comunidades loca-
les...” (pp 28) invitando de esa forma a descubrir
estos espacios que tienen mucho por ofrecer con
su particularidad y caracteristicas propias debido
a la multiculturalidad que deviene de pueblos
originarios indigenas, inmigrantes menonitas,
descendientes de éstos y personas procedentes de
otras regiones del Paraguay.

Es asi que, las comunidades menonitas economi-
camente exitosas, provenientes de la union soviética
en las primeras décadas del Siglo XX, instaladas en
Filadelfia, Loma Plata y Neuland (Figs. 2 y 3), han
tenido que adaptarse a las realidades y necesidades
para promover el intercambio comercial y cultural
en la region, lo que hace suponer que era impres-
cindible contar con infraestructura turistica en las
colonias, dando valia a estas ciudades, ofreciendo
espacios y comodidades para quienes deseen hacer
negocios y conocer las aridas e inhdspitas tierras
del Chaco, facilitando su breve permanencia por
esos sitios. Generalmente reciben tres segmentos
de visitantes: estudiantes nacionales de nivel se-
cundario y universitario, con interés educativo,
historico y cultural sobre la zona; familiares y
amigos nacionales o extranjeros de los menonitas
que por negocios y comercio acuden al lugar; por
ultimo, turistas internacionales quienes provienen
con fines recreativos y de aventura (Segrado y
Balbuena, 2022).

Al respecto, se suma al interés de quienes
llegan a la zona, una experiencia vivencial y de
gran expectativa impulsada en el Chaco Central,
especificamente en Loma Plata donde desde hace
varios afos se vienen promoviendo actividades
relacionadas con las labores industriales que se de-
sarrollan en el sitio. La interesante y singular “Ruta
de la leche” forma parte de uno de los atractivos
turisticos de la region, insertando un itinerario por
las fabricas de lacteos Trébol, acompainiados de
guias locales capacitados quienes van explicando
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Figuras 2-3) Puntos de interés de la ruta biocednica. 2) Portal
de la Libertad, Filadelfia. 3) Expo Rodeo Trébol, Loma Plata.

todo el proceso de la elaboracion de este producto
hasta llegar al consumidor.

Ademas, se incorpora la visita a frigorificos,
la propuesta de recorridos culturales por museos,
sitios histdricos e iglesias de la década del 40 donde
se exhiben diversos elementos, decorativos, de uso

doméstico e industrial, equipos, muebles, atuen-
dos de la época, cartas, notas y fotografias, entre
otros vestigios del inicio de la colonizacion de los
menonitas en estas tierras; igualmente, se pueden
acceder a museos de alta riqueza natural, en los que
se encuentran muestras interesantes y fascinantes
de insectos, animales domésticos y silvestres de la
zona; para los mas intrépidos, se ofrece visitar la
Laguna Capitan, una reserva natural de agua salada
vistosa y admirable por la cantidad de aves que alli
se posan, ademas se puede realizar senderismo y
acampar en el sitio; al mismo tiempo, en esta area
como se encuentra cerca, conocer el Fortin Isla Poi,
un sitio historico de la Guerra del Chaco.

Una alternativa moderna de hacer turismo,
ubicada desde la ruta de acceso a Filadelfia, es el
“Centro de Interpretacion del Gran Chaco America-
no”, inaugurado en el afio 2020, donde se conjugan
naturaleza, historia, arquitectura y tecnologia soste-
nible. Un espacio de amplios cristales, rodeado de
tremendos arboles de samu’t adentra a quienes lo
visitan a una exposicion museografica permanente,
de la evolucion de los pueblos originarios, fauna y
flora de la zona, hasta la actualidad, permitiendo
una mirada de la multiculturalidad existente a través
de materiales autdctonos e imagenes y sonidos em-
pleando tecnologia multimedia (SENATUR, 2023b;
Municipalidad de Filadelfia, 2020).

La actividad turistica en Carmelo Peralta

Actualmente, la oferta turistica de Carmelo Peralta
se destaca por deportes acuaticos de pesca y aventu-
ra, su cercania con el Pantanal y todo el compendio
cultural indigena que cuenta, asi como el servicio
de traslado en taxi-lanchas a Porto Murtinho, el
barco-hotel que permite recorrer y permanecer so-
bre el rio Paraguay, se constituyen en una magnifica
oportunidad para potenciar el turismo en la zona,
ademas dar origen a la posibilidad de que se sume
el desarrollo de playas para esparcimiento y recrea-
cion de los que visitan la ciudad (Municipalidad de
Carmelo Peralta, 2023).

Si bien, las actividades turisticas se llevan a cabo
aparentemente, con cierta informalidad, es menester
acompaiar su progreso mediante un acercamiento
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quizas de las autoridades locales con miras a for-
malizar el trabajo, acercandose a quienes se ocupan
de ofrecer los diferentes servicios detallados, con la
finalidad de recabar informacion precisa sobre las
dificultades que sortean cada dia para realizar sus
labores, por ejemplo, las condiciones y la capacidad
de las lanchas permitidas, el uso de protectores sal-
vavidas, controles de la marina costera brasilefia,
restricciones, entre otros.

A los mencionados atractivos turisticos se le po-
dria incorporar la experiencia con las comunidades
indigenas aledanas de Carmelo Peralta, potenciando
espacios culturales para la difusion y promocion
de las artesanias elaboradas por la Asociacion de
artesanas de Ayoredie, donde también se faciliten
datos e informaciones sobre las caracteristicas ori-
ginales de estos pueblos, las tradiciones, a modo
de conservar y mantener en la memoria sus formas
de vida y proyectar la cultura de la zona, desarro-
llando de esta manera el turismo comunitario o
antropologico, para construir una antropologia del
turismo es necesario conocer lo sagrado, el mito,
la ritualidad, el simbolo, el imaginario, la arqui-
tectura, la gastronomia (Escalante y Carrol, 2013),
con la posibilidad de revitalizar la comunidad, con
un enfoque positivo para el desarrollo turistico,
siempre y cuando se realice de manera cuidadosa
y respetuosa hacia la comunidad local, buscando
el beneficio mutuo.

De manera a cobijar a los turistas, la ciudad po-
see en el casco urbano un hotel de 32 habitaciones
dobles con bafio, TV cable, restaurante sencillo, con
menu de desayuno y comidas caseras, no solo para
sus huéspedes, sino para quienes lleguen a Carmelo
Peralta, siendo asi una de las alternativas de locales
gastronomicos del lugar; ademas, se puede descan-
sar en otras 2 unidades de alojamiento, localizadas
en las afueras de la ciudad; contrastando asi con la
vecina ciudad de Porto Murtinho donde existen mas
y variados tipos de alojamiento.

Ante estas caracteristicas descritas, incentivar
la promocion turistica de la ciudad mediante un
calendario de capacitaciones con la participacion de
sus residentes, sean autoridades de los organismos
locales y departamentales, asi como la sociedad

civil, de manera a integrarse al proyecto. El forta-
lecimiento de la Ciudad de Carmelo Peralta como
un destino turistico de frontera con calidad, requiere
del compromiso de todos sus habitantes.

Por su parte, la SENATUR como 6rgano promo-
tor, facilitador y regulador del desarrollo del Turis-
mo en el Paraguay, podria promover actividades que
conduzcan a enmendar las debilidades y robustecer
las fortalezas turisticas que fueron detectadas de
forma general, en estudios realizados por el BID y
otros del mismo tenor, apoyandose en estrategias
comunicativas permanentes, a través de capacita-
ciones formativas iniciales y luego periddicas de
la poblacion de Carmelo Peralta, para comprender
la importancia de la actividad turistica, la oferta de
servicios de calidad y con responsabilidad, teniendo
en cuenta el elevado transito de personas y vehicular
que se van a generar a partir de la habilitacion del
puente. Para satisfacer la alta demanda se requeri-
ran de hospedajes, estaciones de servicios, puestos
sanitarios, puestos de alimentos y bebidas, tiendas
de conveniencia, incluso informaciones turisticas.

Asi también, en coordinacidon con el Municipio,
fomentar la utilizacion de los medios tradicionales
de comunicacion mas difundidos, (cualquiera de
sus 3 radioemisoras locales) como los tecnologicos
para brindar datos, informaciones e imagenes actua-
lizadas de la zona (CIF-OIT, 2023; Municipalidad
de Carmelo Peralta, 2023).

Segtin Basso y De Souza (2021) la situacion
fronteriza entre Carmelo Peralta y Puerto Mur-
tinho complejiza y enriquece en lo que respecta
al intercambio cultural, la variedad lingiiistica y
consecuentemente, las demandas sociales. Esta
diversidad cultural como vecinos internacionales,
es positiva desde el punto de vista del turismo, y
una vez culminada la construccion del puente que
conectara ambas localidades de Paraguay y Brasil,
y se dé un flujo continuo de personas y mercan-
cias, se observara un desarrollo significativo de la
comunidad.

Conclusiones

El recorrido de mas de 3000 km de carretera que
atraviesa 4 paises y las ciudades de Campo Gran-
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de — Porto Murtinho (Brasil) — Carmelo Peralta
— Mariscal Estigarribia — Pozo Hondo (Paraguay)
— Misioén La Paz — Tartagal — Jujuy — Salta (Ar-
gentina) — Sico — Jama — Puertos de Antofagasta
— Mejillones — Iquique (Chile) es una de las mas
grandes obras a nivel de conexion rutero regional,
que tiene como finalidad el mejoramiento sustancial
de la logistica del transito fronterizo y comercial de
bienes y personas, con el consecuente aumento de
infraestructura y servicios con su implementacion
(Conexion INTAL, 2017).

La construccion del corredor bioceanico tendra
un impacto en el mediano y largo plazo, una vez que
se concreten los tramos previstos, con el consecuen-
te trafico de mercancias y personas; hasta ahora,
este corredor vial no ha generado flujos adicionales
ni de gran magnitud. Se espera que la culminacion
del puente que conecta Carmelo Peralta y Porto
Murtinho propicie el aumento significativo en la
circulaciéon y la demanda de servicios hacia las
ciudades del Chaco paraguayo.

Ante la cercana materializacion del puente, es

Figuras 4-5) Gestion y obras en Carmelo Peralta. 4) Comitiva
mesa de trabajo CB y autoridades locales de Carmelo Peralta.
5) Construccidn del puente Internacional con Brasil, localidad
Carmelo Peralta.

sumamente necesario reforzar el trabajo manco-
munado de los actores involucrados en la zona de
influencia (gobierno local y nacional, sociedad civil,
sector empresarial, ONG, entre otros) a fin de miti-
gar los efectos que este tipo de obras genera (Figs.
4y 5), no solo cambios en el disefio del espacio
geografico, sino multiples aspectos que derivan
de su ejecucion y que han sido observados en el
estudio previo realizado. La revision de los puntos
destacados en los informes presentados y la plani-
ficacion del desarrollo de programas y actividades
debe ser una constante desde ahora, para paliar los
posibles embates demograficos, culturales, sociales,
ambientales que se pueden dar con la habilitacion
de este transito rutero internacional, sin embargo,
puede resultar una oportunidad muy interesante
para el incentivo de un turismo sostenible con la
participacion de la comunidad local, apoyados en
estrategias definidas y proyectadas con las auto-
ridades pertinentes, de manera a tener una vision
clara y concisa al respecto, antes del arribo masivo
de visitantes a Carmelo Peralta.

La SENATUR como entidad coordinadora del
Sistema Nacional de Turismo, a través de los de-
safios dispuestos en el Plan Maestro de Desarrollo
del sector turistico del pais 2023-2030, podria
brindar el soporte y la orientacion, ademas del
acompafiamiento con acciones vinculadas para el
fomento del desarrollo sostenible que requiere la
implementacion de este Corredor Vial Bioceanico.
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Management of a disused Sr*° radioactive source at the National Atomic Energy Commission.
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Resumen: Fue realizado el gestionamiento de una fuente radiactiva de Sr** en desuso para su posterior acondicio-
namiento en el Laboratorio de Gestion de Fuentes en Desuso (LAGEFUDE) de la Comision Nacional de Energia
Atomica. Se detalla los procedimientos para el manejo correcto de la fuente durante el desmontaje, el monitoreo
para descartar contamienacion, hasta el acondicionamiento final en el almacen temporal de fuentes radiactivas.

Palabras clave: feuntes radiactivas; estroncio Sr*’; desmontaje.

Abstract: The management of a radioactive source of Sr* in disuse was carried out for its subsequent condition-
ing at the Laboratory for the Management of Disused Sources (LAGEFUDE) of the National Commission of
Atomic Energy. It details the procedures for the correct handling of the source during disassembly, monitoring
to rule out contamination, until the final conditioning in the temporary storage of radioactive sources.

Key words: radiactive sources; estrontium Sr’; dismantling.

Introduccion

La utilizacion de fuentes radiactivas selladas con
fines pacificos ha permitido obtener enormes bene-
ficios en los diferentes ambitos de aplicacion de las
radiaciones ionizantes en el pais. Sin embargo tam-
bien es cierto que una vez que finalice el periodo de
vida util de las mismas es muy importante realizar
una buena gestion y sobre todo una gestion segura
de estas fuentes radiactivas de modo a acondicio-
narlos en un almecen centralizado como deposicion
final (Renteria Villalobos, 2003; Fernandez Niello,
2005) o en el caso de Paraguay en un almacen
temporal como lo es el Laboratorio de gestion de
fuentes radiactivas en desuso (LAGEFUDE) con
el que cuenta la Comision Nacional de Energia
Atomica (CNEA).

En este trabajo se ha realizado la gestion segura
de una fuente radiactiva en desuso de Sr”° que fue
utilizado en su momento para realizar el chequeo
operacional de los dosimetros termoluniscentes de
Fluoruro de litio del Laboratorio de Dosimetria
Personal de la CNEA teniendo en cuenta princi-

Editor responsable: Fernando José¢ Méndez*:

palmente los aspectos de proteccion radiologica
durante la getion de la fuente radiactiva.

Radiactividad artificial

En enero de 1934 los esposos Curie-Juliot anuncia-
ron el descubrimiento de la radiactividad artificial.
Al bombardear B, Mg y Al con particulas alfa
hallaron que, al sacar la fuente, el blanco conti-
nuaba emitiendo particulas ionizantes. El Al emite
protones siendo el producto final el Si39 estable y
tambien neutrones, segun la reaccion

Al? (a,n) P¥*

Los esposos Curie-Juliot establecieron cuida-
dosamente la naturaleza quimica de los cuerpos
artificialmente radiactivos que encontraron. En la
actualidad es posible producir nucleos inestables en
todo el sistema periddico mediante el bombardeo
con particulas cargadas (Blackwood et al., 1965;
Leo, 2012).

Radionucleido Estroncio 90 (Sr*°)

El estroncio 90 es un isotopo obtenido artificialmen-
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Tabla 1. Caracteristicas del equipo con fuentes radiactivas en desuso.

Marca Type N°

N de serie

Procedencia Tension de operacion

Vinten Instruments 623 6-3

Great Britain 220 Voltios

te con un periodo de semidesintegracion de 28.5
afios. Este decae por emision de un electron con
maximo de 546 keV (decaimiento beta) en ytrio 90.
Este decae con un periodo de semidesintegracion
de 64.1 hs por decaimiento beta con una energia
maxima de 2274 keV (NCBI, 2024).

E1 Sr*° es uno de los constituyentes mas imppor-
tantes de los residuos de radiactividad media. Por
consiguiente es necesario realizar un inventario
preciso de este radionucleido para el almacena-
miento de este tipo de residuos. El Sr*° tiene un
periodo de semidesintergracion de 28.1 afios siendo
un emision puro de partciulas beta con una energia
maxima de 546 keV. Su mecanismo primario de
produccion es por fision de neutrones termicos del
U?%y el Pu* presentes en los reactores nucleares.
El St se desintegra como como Y? el cual decae
en un 99.98% por emision de particulas betacon
una energia maxima de 2283 keV. El periodo de
semidesintegracion del Y*° es de 64 hs, estando en
equilibrio con el S, y siendo esta una significativa
y util caracteristica para la medida de las muestras
que contengan Sr”° (Rodriguez Alcala, 1997).

Fuentes radiactivas en desuso

Una fuente radiactiva sellada es un recipiente de
material radiactivo encapsulado, que tiene normal-
mente el aspecto de una pequeiia e inocua pieza de
metal. La capsula o el material de la fuente sellada
es lo suficientemente resistente para conservar su
estanqueidad en las condiciones de uso para las que
fue disefiada originalmente y tambien ante posibles
percances . Las fuentes radiactivas selladas se

Tabla 2. Datos Técnicos de las fuentes radiactivas.

utilizan en diferentes aplicaciones en la medicina,
la agricultura, la industria, el transporte , la cons-
truccion, la geologia, la mineria y la investigacion
Por fuentes en desuso se entienden las fuentes
que han dejado de utilizarse y que no se tienen
intencion de volver a utilizar en las practicas para
las que fueron utilizadas. Las fuentes gastadas que
ya no pueden utilizarse para sus fines previstos a
consecuencia del decaimiento radiactivo forman un
subconjunto de fuentes en desuso. OIEA (2018).

Materiales y métodos

La metodologia de trabajo fue realizado en di-
ferentes etapas, en primer lugar se procedio al
desmontaje de la fuente radiactiva en desuso de
Sr*, que estaba alojada dentro del equipo Vinten
Instruments. En la Tabla 1 se puede encontrar in-
formacion sobre las caracteriticas del equipo que
alojaba la fuente radiactiva de Sr*° que se pretende
gestionar en forma segura a fin de que la misma
pueda ser acondicionada en el almacen temporal
de fuentes en desuso.

En la Tabla 2 se puede encontrar informacion
sobre la fuente radiactiva de Sr*° que va a ser ges-
tionada a fin de que la misma pueda ser alamcenada
en forma segura en el almacen transitorio.

Condiciénes del equipo:

El equipo actualmente se encuentra en desuso por
obsolescencia y por decaimiento de las fuentes ra-
diactivas que se encuentra fuera de rango de dosis
que entrega para el chequeo operacional de los
dosimetros termoluminiscentes.

Ubicacion de la fuente | N° de serie | Actividad (mCi) | Fecha de Medicion | Actividad (mCi) en (01/09/2022)
Superior 1098Bc 1 09/01/1984 0,4
Inferior 1099Bc 1 09/01/19884 0,4

Richard Florentin Cano et al.
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Desmontaje:

Previo al desmontaje, se procede a realizar el mo-
nitoreo correspondiente.

a.

Con detector de monitoreo tipo Geiger
Muller se procede a realizar un levan-
tamiento radiometrico con el objeto de
contar con lectura de referencia basal y de
esa manera se corrobora en caso de que la
fuente radiactiva quede al descubierto de
su blindaje.

Seguidamente se procedio a realizar otro
monitoreo , esta vez para descartar conta-
minacion superficial utilizando un detector
de contaminacion tipo contador proporcio-
nal para asegurar que no haya pérdida de
hermeticidad de las fuente radiactiva en
desuso de Sr*°.

Una vez que se verifico la condicion segura de
la no existencia de contaminacion radiactiva, se
procede al desmontaje:

a.

Tornillo lateral

Se procede a destornillar los cuatro torini-
llos que sujeta la carcasa los cuales estan
ubicados en los laterales ver Fig. 1.

Posterior a la liberacion de la carcasa del
equipo, con el blindaje de las fuentes se
realiza un frotis con el objeto de asegura
que las fuentes no haya perdido su herme-
ticidad, el mismo se realiza con un papel
embebido en alcohol isopropilico con la
ayuda de una pinza de 30 cm. Una vez reali-
zada el fortis, el mis mismo es sometido a la
medicion con un detector de contaminacion
Beta, ver Fig. 2.

Tornillo lateral

Figura 1. Equipo irradiador de dosimetros con Sr-90/Y-90
Vinten Instruments.

c

Figura 2. a) Equipo liberado de la carcasa. b) Frotis en la ven-
tana de irradiacion (obturador cerrado). ¢) Medicién del frotis.

Gestion de una fuente radiactiva de Sr90 en desuso en la Comisién Nacional de Energia Atémica
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Electroiman

Tornillos de sujecion del
electroiman

b

Figura 4. a) Blindaje con las fuentes radiactivas desmon-
tadas con electroiman (obturador cerrado). b) soporte del
electroiman.

sobre el blindaje de las fuentes radiactivas
ver Fig. 4.

b

Figura 3. a) Equipo irradiador de dosimetros sin carcasa. b)

tornillos ubicados en la parte inferior del equipo. e.  Unavezretirada el electroiman del blindaje

de las fuentes radiactivas, se procede a

c. Una vez que el equipo es liberado de la realizar un ajuste del obturador para ase-
carcasa, quedan las fuentes Sr*%/Y*° con gurar que el mismo no se deslice y quede
su blindaje y el disco giratorio sujeto en en posicion de irradiacion Fig. 5.

la base que los soporta. Para liberar las
fuentes radiactivas, se procede a desajustar
los tornillos ubicados en la parte inferior
del equipo ver Fig. 3.

d. Se debe tener especial cuidado al desmon-
tar las fuentes radiactivas con el contenedor
de blindaje, de manera a asegurar que el
obturador de la ventana de irradiacion esté
cerrada. El mecanismo de cierre y de aper-
tura es automatico, esto se logra a través de
un dispositivo eléctrico (electroiman). El
mismo se retira del blindaje de las fuentes
radiactivas, desajustando los tornillos ubi-

cados en el soporte que se encuentra justo Figura 5. Blindaje con las fuentes radiactivas desmontadas
sin electroiman (obturador cerrado).

Richard Florentin Cano ef al.
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Figura 6. Monitoreo de nivel de radiacion con detector Geiger
Muller.

f. Posteriormente, se vuelve a realizar los
minitoreos de radiacion corespondientes,
tanto con el detector portatil Geiger Muller
como con el detector de Contaminacion
Superficial Fig. 6.

g. Por ultimo se retiran las etiquetas identifi-
cadora de las fuentes radiactivas existentes
en la carcasa del equipo y solamente se deja
por el bilidaje que contienen las fuentes
radiactivas.

Resultados

Como resultados del trabajo de desmontaje de la
fuente radiactiva de Sr”° que fue realizado en este
trabajo, se obtuvo los valores de medicion que se
pueden observar en la Tabla 3.

En la Tabla 4 se pueden ver los resultados
obtenidos despues de realizar el las mediciones
aplicando la técnica de frotis y utilizando el detector

Tabla 4. Datos de monitoreo de contaminacion con detector
de contaminacion Beta para Sr90.

Lectura de
fondo

33 0,30

Frotis 34 0,30

de contaminacion superficial para emisiores beta.

Observando los valores obtenidos se puede decir
que se a podido realizar el trabajo en forma exitosa
ya que se logro la gestion de la fuente rdaiactiva
sellada en desuso de Sr*°, y de esa forma la misma
puede ser acondicionada en forma segura dentro
del almacen de fuentes en desuso con que cuenta
la Comision Nacional de Energia Atomica de la
Universidad Nacional de Asuncion.

Conclusiones

Con el trabajo de desmontaje realizado se ha logra-
do una gestion segura de una fuente radiactiva en
desuso, ademas se ha podido reducir un volumen
importante que ayuda a optimizar el espacio dispo-
nible para el almacenamiento de fuentes en desuso
en el almacen tempopral del LaGeFude.

Por otro lado, con el procedimiento minucioso
del desmontaje, se ha podido asegurar la proteccion
radioldgica y de esa manera evitar una posible con-
taminacion radiactiva que podria ser ocacionado por
algun golpe mecanico y que conlleve a la perdida
de hemeticidad de las fuentes radiactivas, ya que
en el monitoreo realizado posterior al desmontaje,
se pudo constatar que no exite ninguna contami-

Tabla 3. Datos de valores de monitoreo con detector Geiger Muller. Lectura de fondo: 0,23 puSv/h.

En la proximidad del blindaje de la fuente Sr*
En el borde fontal del equipo (0,25 m)
A un metro (1 m)

En contacto al blindaje con el obturador cerrado

En contacto al blindaje con el obturador abierto

4,45 Antes de desmontar
1,5 Antes de desmontar
0,33 Antes de desmontar
5,66 Blindaje con fuentes desmontado
6,8 Blindaje con fuentes desmontado

Gestion de una fuente radiactiva de Sr90 en desuso en la Comisién Nacional de Energia Atémica



82 Reportes cientificos de la FACEN, Enero - Junio 2024, 15(1):77-82

nacion radiactiva. Es de suma importancia realizar
una gestion segura de las fuentes radiactivas una
vez que las mismas hayan pasado a ser fuentes en
desuso y ya no pueda llegar a ser utilizado para el
proposito incial para el que fue adquirido.
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