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PREFACIO

A biotecnologia baseia-se em conhecimentos multidisciplinares fortemente
associados as ciéncias naturais e exatas, e as ciéncias aplicadas. As ciéncias bioldgicas e
0 seu enquadramento na biotecnologia tém aplicacdes em grandes areas de importancia
socioecondmica, principalmente na medicina humana e animal, ambiente, agronomia
e na industria. Os processos biotecnoldgicos sdo caraterizados por usarem células
procariotas ou eucariotas, partes das mesmas ou analogos moleculares - com o objetivo
de se obterem produtos e servigos. Avangos significativos na biotecnologia surgiram das
sinergias estabelecidas entre engenheiros, cientistas e reguladores para transformar
descobertas cientificas em novos processos e produtos, com impacto socioecondmico. A
elevada dinamica académica e industrial no desenvolvimento de conhecimento em ciéncias
bioldgicas e biotecnologia é revelador da sua importancia. Contudo, a necessidade de
atualizacado dos avancos cientificos, em conjugacédo com a transformacao desse novo
conhecimento em contetdo curricular técnico-cientifico relevante sdo desafios para um
eficaz processo formativo de recursos humanos altamente qualificados. O enquadramento
ético e regulamentar de novos processos e produtos € igualmente desafiante.

Este livro foi dividido em quatro partes: a primeira parte retne capitulos (1 a 6)
relacionados com as biociéncias e a biotecnologia na area biomédica. A segunda parte
concentra capitulos (7 a 11) na area do ambiente. A terceira parte € composta pelos
capitulos 12 a 14 que se enquadram em aspetos da bioprospecgao. A quarta parte contém
os capitulos 15 e 16 que abordam aspetos do ensino/aprendizagem em biotecnologia e
da bioética, respetivamente. Neste contexto, pretende com este livro contribuir para que
estudantes e professores do ensino superior, ligados as biociéncias e a biotecnologia,
quer a nivel de graduacgao quer de pds-graduacao, possam ter uma perspetiva de avancos
na area. Este livro pode ser também util a profissionais ligados a setores nos quais as
biociéncias e a biotecnologia tém um papel de relevo, bem como para professores do

ensino pré-académico.

Manuel Simoes
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CAPITULO 1

A DESCOBERTA DA INSULINA CELEBRA 100 ANOS

Data de submisséo: 16/10/2021
Data de aceite: 05/11/2021

Maria Teresa Rangel-Figueiredo
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RESUMO: No final dos anos 1920s, a medicina
permaneciaimpotente face a doenca Diabetes
Mellitus. Era sabido que estaria associada ao
pancreas, mas falhavam as tentativas de cura
de pacientes e animais experimentais com
extratos pancreaticos. Em 1921, cruzaram-se
duas linhas: a da pesquisa sobre a doenca, ja
longa desde a Antiguidade, e a da descoberta
dainsulina, por Frederick Banting (1891-1941) e
Charles Best (1899-1978), com a colaboracao
de John Macleod e James Collip (1892-
1965). Este texto foi elaborado como uma
ferramenta de ensino que procura transmitir
conhecimentos, seguindo um fio condutor, e

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancos e Possibilidades

incentivar o estudante a pesquisa, ao desafio
do desconhecido. Os factos principais e os
respetivos protagonistas sao assinalados
no seu tempo. Esta “histéria” é repleta de
exemplos do esforco que a pesquisa em
ciéncia comporta e, também, um modo de
homenagiar os mestres do passado.
PALAVRAS-CHAVE: Diabetes
Glicemia. Hormona. Insulina.

mellitus.

THE DISCOVERY OF INSULIN CELEBRATES
100 YEARS

ABSTRACT: In the late 1920s, medicine
remained powerless in the face of Diabetes
Mellitus. It was known to be associated with
the pancreas, but attempts to cure patients
and experimental animals with pancreatic
extracts failed. In 1921, two lines crossed: that
of research on the disease, already long since
Antiquity, and that of the discovery of insulin, by
Frederick Banting (1891-1941) and Charles Best
(1899-1978), with the collaboration of John
Macleod and James Collip (1892-1965). This
text was designed as a teaching tool that aims
to transmit knowledge, following a common
thread, and encourage the student to research,
the challenge of the unknown. The main facts
and their protagonists are noted in their time.
This “history” is full of examples of the effort
that research in science involves and, also, a
way of honoring the masters of the past.
KEYWORDS: Diabetes mellitus. Glycemia,
Hormone. Insulin.
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1INTRODUCAO

O metabolismo refere-se a todas as reagdes quimicas que ocorrem nas células
de um organismo. Umas extraem energia de moléculas que compdem os nutrientes e,
outras, sintetizam novas moléculas ou decompdem moléculas. O metabolismo geral é
regulado, a longo prazo, por muitas hormonas. A cuto prazo (hora a hora) e, em particular,
o metabolismo dos hidratos de carbono, é controlado, principalmente, por duas hormonas
pancreaticas antagonistas: a insulina (Figura 1), produzida pelas células g e a glucagina

ou glucagon pelas células a.

Figura 1. Modelo geral da regulacao e acao da insulina.
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A doenca Diabetes Mellitus (DM), caracterizada por falta ou acdo anormal da
insulina (Figura 2), apresenta condicdes distintas: Tipo 1, Tipo 2, gestacional e outras
que ocorrem com muito menor frequéncia. A diabetes do Tipo 1 (DM1), resulta de niveis
de insulina insuficientes para manter os valores normais de glicemia; € pouco prevalente
e tem maior incidéncia na infancia, principalmente entre 10 e 14 anos de idade, embora
possa ocorrer em qualquer idade. A diabetes do Tipo 2 (DM2) é a condicao mais frequente

e surge quando as células-alvo resistem a acao da insulina. Pode verificar-se ambas as
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condicoes. A DM1 é causada, quase sempre, por um mecanismo autoimune ainda pouco
claro que destroi, massivamente, as células g pancreaticas. Os principais sintomas sao
hiperglicemia, politria, polidipsia, polifagia, deplecao de eletrdlitos, cetoacidose e perda
de massa muscular. Os efeitos deletérios da DM1 sdo graves, multifuncionais e, num
periodo de curto a médio-prazo, conduzem a morte, se nao for tratada com insulina
exogena. Na DM2, a resposta das células g pancreaticas a glicose pode ser tao deficiente
que a terapia tem que incluir insulina (WIDMAIER e VANDER, 2019).

Figura 2. Conhecimento da Diabetes Mellitus ao longo do tempo.
Evolucao da caracterizacao clinica da diabetes até ao inicio do século XX.
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Fonte: TATTERSALL, R. B. (2010). The History of Diabetes Mellitus in: Textbook of Diabetes. 4 ed. Editores: Holt, R;
Cockram, C; Flyvbjerg, A.; Goldstein, B. Nova Jersey, USA. Wiley-Blackwell 2010.

2 OS TERMOS “DIABETES” E “MELLITUS”

As referéncias mais antigas conhecidas sobre o que se pensa que seria a doenca
DM, aparecem em papiros do Antigo Egipto e em documentos sanscritos do século VI aC
(VON ENGLEHARDT, 1987). A primeira descricdo classica da DM é atribuida a Aretaeus
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da Capadocia (81138 dC) que realgou os efeitos fatais de “uma liquefacdo da carne e
dos ossos na urina”, em alusdo a polilria caracteristica da patologia. Dai ter designado a
doenca “diabetes”, termo grego que significa “sifao” ou “passar por” (BARNETT e KRALL,
2005). S6 muito mais tarde, cerca de 1020, em plena era da Idade de Ouro Islamica, Ibn
Sina ou Avicena (980-1037), acrescentou mais detalhes a descricdo da DM, na sua obra
classica da medicina, “O Canone da Medicina”, assinalando dois tipos de pacientes, uns
mais magros e jovens e outros mais obesos e idosos (STRAKOSCH, 2002). Por mais de
500 anos, o livro de Avicena serviu como texto médico de referéncia, no Oriente Islamico
e no Ocidental Cristdo. Na Europa do século XVII, a fisiologia desenvolvia-se com alguma
base experimental. Thomas Willis (1621-1675), perante a peculiaridade da urina de alguns
pacientes com DM ter sabor adocicado, acrescentou o termo mellitus (do latim “mel”) para
a distinguir de outras doencas politricas, mas sem urina doce (que denominou Diabetes
Insipida) (BARNETT e KRALL, 2005). Willis falhou quanto a natureza quimica do composto
que estava na origem do sabor, pois associou-a a sais e acidos (WILLIS, 1678), mas também
nao foi o primeiro a dar nota dessa caracteristica da DM, pois ja tinha sido mencionada num
texto Hindu, por Susruta Samhita, professor de Aiurveda (BARNETT e KRALL, 2005).

3 QUAL E O ORGAO?

No século VII, decorriam as mais variadas experiéncias para se conhecer a causa
da DM, com base na ideia fundamental: assumir a relagao entre um érgéo e a patologia,
remover o orgdo homoélogo num animal, observar os resultados e tentar extrair, a partir
do 6rgdo removido, a substancia que poderia tratar o disturbio (Figura 3). No entanto, a
interpretacao dos resultados de pancreatectomias ndo tinha conduzido a qualquer relagcéao
entre o pancreas, os niveis de glicose plasmatica e a DM. Por exemplo, Johann Brunner
(1653-1727) em 1683, e a partir de pancreatectomias em caes, fez descricdes precisas do
6rgao e dos sintomas pos-operatoérios de polifagia, politria e polidipsia nos animais, mas
foi incapaz de associa-los a DM, assim como também nao reconheceu o seu pioneirismo
a induzir, experimentalmente, a doenca num modelo animal (BRUNNER, 1722). Outros
se lhe seguiram usando cées, aves e coelhos, mas com igual resultado. Mais de meio
século depois, em 1778, Thomas Cawley descreveu a autopsia a um individuo diabético
e sugeriu uma possivel relacdo entre as lesdes que observou no tecido pancreatico e
a DM, mas sem tecer comentarios especificos (CAWLEY, 1788). Esta pode ter sido a
primeira referéncia fundamentada sobre a relacéo pancreas-DM. Quase um século apos,
em 1869, Paul Langerhans (1847-1888) foi o primeiro a assinalar “aglomerados de células”
interacinares (ilhetas pancreéticas ou de Langerhans) na histologia do pancreas, mas ndo

Ihes atribuiu qualquer funcao (Figura 3).
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4 QUAL E O ACUCAR?

Em 1776, Matthew Dobson (1732-1784), apos ter fervido a urina de um paciente
diabético até evaporar, notou que o remanescente tinha o aspeto e o sabor de “agucar
mascavo”, indicios que o levaram a considerar a substancia responsavel pelo sabor
doce na urina de diabéticos ser acucar que, segundo ele, também existia em excesso
no sangue. Contra a ideia corrente na época, Dobson argumentou que a DM néo era
originada nos rins (DOBSON, 1776). Pouco anos mais tarde, John Rollo (?-1809) apontou
para uma disfungao do estbmago como a causa de producao excessiva de agucar. A partir
dai, estabeleceu os principios de uma dieta para a diabéticos: rica em “alimento animal”
(gordura e carne) e pobre em ‘matéria vegetal’ (frutas, graos e paes), e cuja eficacia tentou
demonstrar com a diminuicdo da glicosuria registada em dois pacientes (ROLLO, 1797).
Na europa, a recomendacao das dietas pobres em calorias, perduraria muito para além
do século XVIIl como terapia da DM. Embora Rollo e outros presumissem o excesso de
acucar no sangue e na urina de diabéticos, ndo existiam provas disso. William Wollaston
(1766-1828) tentou-o, mas nao logrou ter éxito, pois pesquisava uma substancia com as
mesmas caracteristicas do aglcar de mesa (sacarose) (ENGLEHARDT, 1987). Foi em
1815 que Michel Chevreuil (1786-1889) identificou a glicose como o agucar em excesso no
sangue e na urina dos pacientes de DM (CHEVREUIL, 1815).

5 O PANCREAS, TALVEZ

A DM foi sendo considerada uma doenca dos rins, do figado ou do estébmago, até
Etienne Lancereaux (1829-1910), em 1877, ter comparado dados anatémicos e clinicos
relativos a autopsias de pacientes jovens com diabetes e doenca fibrocélcica do pancreas.
Lancereaux associou a DM ao pancreas e expds o conceito de “diabetes pancreatica”
(LANCEREAUX, 1877). Em 1890, Oscar Minkowski (1858-1931) e Josef Von Mering
(1849-1908) removeram o pancreas de um cdo, com o intuito de estudar a sua funcéo
no processo digestivo e, fortuitamente, acabaram por produzir a prova experimental
das observacdes de Lancereaux (VON MERING e MINKOWSKI 1890). Com a mesma
metodologia, Gustave-Edouard Laguesse (1861-1927) em 1893, Sir Edward Sharpey-
Schafer (1850-1935) em 1894 e Ssobolew (1876-1919) em 1901, entre outros, alcancaram
resultados semelhantes: as caracteristicas morfoldgicas das ilhetas indicavam-nas como
responsaveis pela secrecao interna que relacionava o pancreas com a glicemia e a DM
(LAGUESSE, 1893 e ROSENFELD, 2002). Face as evidéncias, Bernhard Naunyn (1839-
1925), responsavel pelo instituto onde Minkowski e Mering trabalhavam, realizou ensaios
com vista ao tratamento de pacientes através de dietas que incluiam pancreas, mas sem
resultados (NAUNYN, 1898). Em 1901, Eugene Opie (1873-1971), também com base na
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analise de pancreas obtidos em autopsias de diabéticos, reforcou a ideia de serem as
ilhetas pancreaticas a fonte provavel de uma secregao que ligaria o metabolismo dos
hidratos de carbono a DM (OPIE, 1901a, b) (Figura 3).

6 AS “DIETAS DE FOME”

Nao obstante a suspeita reiterada quanto a origem pancreatica da DM, eram
mantidos dois principios: o tratamento da doenca continuava assente em dietas, e o céo
era mantido como modelo animal para o estudo da doenca. Com base nisso, Frederick
Allen (1876-1964) encetou as suas pesquisas, removendo porgdes varidveis do volume
total dos pancreas de caes e analisando os resultados. O objetivo, concretizado com
sucesso, era induzir a doenga DM nos animais, mas em graus ligeiro ou grave, equivalentes
aos observados nos humanos, para depois desenhar a dieta adequada a cada caso. Allen
passou a orientar as dietas dos pacientes “de acordo com o tamanho do seu pancreas”,
e reduzia-lhes a ingestao de alimentos até ao desaparecimento da glicosuria. Allen tinha
desenvolvido um modelo mais realista da DM insulino-dependente de humanos (ALLEN,
1913). A aplicacdo clinica da “dieta de fome” de Allen permitia prolongar a vida dos
pacientes, por vezes alguns anos, antes do fim inevitavel, devido a fome, cetoacidose
ou infecao. Pela dureza das dietas que prescrevia e pelas duvidas quanto aos seus
verdadeiros resultados, Allen foi sempre muito contestado por uma boa parte dos seus
pares. Durante anos, os pacientes continuariam a submeterem-se a dietas semelhantes,

mas todas inuteis a preservar a sua qualidade de vida, ainda que limitada. A DM1 era fatal.

Figura 3. O conhecimento sobre as origens da Diabetes Mellitus.

Evolucéo do conhecimento sobre as causas e 6rgao de origem da diabetes, até ao inicio do século XX.
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7 OS EXTRATOS DE PANCREAS

Durante as primeiras duas décadas do século XX, os cientistas empenharam-se
na obtencao de extratos pancreaticos de varias origens, incluindo peixes e cobras. O que
os norteava era o isolamento da secrecao interna das ilhetas pancreaticas e/ou o estudo
dos efeitos da administracdo do extrato, em pacientes diabéticos (J. Rennie e T. Fraser,
em 1900; J De Meyer em 1904 e 1909; G. L. Zuelzer, em 1908; E. L. Scott, em 1911 e 1912;
I. Kleiner, em 1919; J. R. Murlin e B. Kramer, em 1913; e N. C. Paulesco, em 1921 e outros).
Embora o resultado de alguns ensaios fosse auspicioso — quanto induziam uma redugcao
da hiperglicemia ou da glicosuria — muitos foram abandonados, face aos efeitos colaterais
graves comuns nos pacientes tratados: abscessos no local das inje¢oes, intensas reacdes
toxicas, febre e mal-estar. A toxicidade dos extratos foi atribuida, essencialmente, a
presenca indesejada de enzimas nos extratos. Na época, algum desconhecimento
podera ter conduzido a certas interpretagdes erradas, por exemplo, a confusado entre
o efeito toxico dos extratos e eventuais convulsdes hipoglicémicas resultantes da acao
depressora (ignorada na época) da hipoglicemia sobre o sistema nervoso. Por outro lado,
quando o extrato era administrado por via oral, o efeito hipoglicémico ndo ocorria, pois,
o principio antidiabético que desconheciam, a insulina, € uma proteina que esta sujeita a

digestao no trato digestivo, como qualquer outra.

8 A IDEIA DE BANTING

Em outubro de 1920, o cirurgido canadense Frederick Banting (1891-1941) teve
acesso a uma publicacdo de Moses Barron (1884-1974) (Figura 4). Barron dava nota de
um paciente cuja obstrugdo completa do ducto pancreatico principal tinha causado a
degeneracao das células acinares, embora a maioria das células das ilhetas de Langerhans
permanecesse intacta (BARRON, 1920). O caso inspirou Banting a conceber a hipdtese
de ligar (clampar) os ductos pancreaticos de um animal, para atrofia e morte das células
acinares secretoras das enzimas digestivas, mas deixar intactas as células das ilhetas,
para que produzissem a secrecao interna com o agente antidiabético desconhecido. Em
novembro desse ano, Banting contactou o professor de fisiologia John Macleod (1876-1935)
que, sobre a diabetes, defendia o conceito tradicional: uma hiperglicemia, acompanhada de
glicosuria, causadas por uma falha na formacao e armazenamento de glicogénio no figado
(MACLEOD, 1913). Macleod permitiu que Banting testasse a sua hipotese no laboratério de
fisiologia da Universidade de Toronto, mas avisando que o final provavel seria “um resultado
negativo de grande importancia fisioldgica” (MACLEOD, 1921). Macleod, entretanto, decidiu
juntar a equipa o assistente Charles Best (1899-1978) (Figura 4).
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Figura 4. O caminho da descoberta da insulina.

O caminho da descoberta da insulina
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9 AS PESQUISAS DO GRUPO DE TORONTO

Em maio de 1921, Banting e Best iniciaram as experiéncias. Estas consistiram em
induzir a diabetes em céaes através da pancreatectomia, ligar os dutos pancreaticos de
outros caes para a necrose da parte exdcrina da glandula, mas deixando os ilhéus intactos
e, por fim, tratar o primeiro grupo de caes diabéticos com extratos obtidos dos pancreas
do segundo grupo cées. Os primeiros resultados, obtidos no verao de 1921, aproximaram-
se do objetivo: alcangaram a primeira evidéncia experimental do isolamento de um extrato
livre das secrecdes acinares, mas contendo o principio antidiabético (BANTING et al.,
1922). Numa nota sobre este ensaio, o produto é designado por “Isletin” pela primeira vez
(BANTING e BEST, 1922; CARDOSO et al., 2017).

A pesquisa de Banting e Best exigia mais experiéncias e maior volume de extratos.
Com base nas descricoes que Laguesse (LAGUESSE, 1893), Banting e Best focaram-
se em pancreas fetais de bezerro (ROSENFEL, 2002). Laguesse tinha observado em

animais que os pancreas de fetos e recém-nascidos continham uma proporgao muito
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superior de células das ilhetas relativamente as células acinares, pois naquelas idades os
animais dispensam um tecido acinar ativo por nao digerirem alimentos. Ao fim de alguns
ensaios, Banting e Best ndo s6 demonstraram que os caes diabéticos registavam um
notorio decréscimo da hiperglicemia e da glicosuria, como conseguiram recuperar um cao
em coma diabético que sobreviveu por muito mais tempo do que o habitual (BANTING e
BEST, 1922). Nao restaram duvidas quanto a presenca do principio ativo nos extratos, mas
estes continham muitas outras substancias indesejaveis que deviam se eliminadas antes
de avangarem com os testes clinicos em humanos. O refinamento da técnica beneficiou
da inclusédo na equipa de James Collip (1892-1965), biogquimico e professor de Fisiologia
que isolou o principio ativo na forma de pé. O produto obtido, testado em céaes diabéticos

e em coelhos saudaveis, mostrou-se eficaz a reduzir a glicémia.

10 A PUBLICACAO DOS RESULTADOS DA PESQUISA E AS CRITICAS

Em dezembro de 1921, os investigadores de Toronto comunicaram a comunidade
cientifica os resultados das suas pesquisas, concluindo que o preparado obtido,
administrado a um céao diabético, eliminou a cetose e restaurou a capacidade hepatica
de formagcdo e armazenamento de glicogénio, sugerindo que o produto permitia o
funcionamento normal de um figado diabético. Afirmaram, ainda, que o refinamento das
suas técnicas levaria a obter extratos que poderiam ser injetados com seguranca em
humanos (BANTING et al., 1922). A empresa farmacéutica norte-americana Eli Lilly logo
se mostrou interessada em envolver-se na pesquisa. A pesquisa prosseguiu, mas nao
isenta de criticas apontadas, nomeadamente, por F. Roberts, investigador do Laboratério
de Fisiologia em Cambridge (ROBERTS, 1922) que acusou a dupla Banting e Best, entre
outros argumentos, de falta de conhecimentos cintificos. O préoprio Roberts foi alvo de
forte oposicao pelo britanico Henry H. Dale (1875-1968), galardoado com o Prémio Nobel
em 1936. Dale desvalorizou os erros de Banting e Best e enfatizou o contributo da sua
descoberta (DALE, 1922).

11 O TRABALHO DESCONHECIDO DE NICOLAE PAULESCO

Os resultados de Toronto foram idénticos aos que Nicolae Paulescu (1969-1931)
obteve com experiéncias iniciadas em 1916, nas quais mostrou o efeito antidiabético
dos extratos de pancreas bovino em céaes diabéticos. Paulesco nomeou a substancia
antidiabética por “pancreine” (o principio correspondente a isletin) e prosseguiu com os

ensaios na tentativa de isolar e a produzir. Mas os seus resultados sé foram reconhecidos
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mais tarde, demasiado tarde, pois o grupo de Toronto ja tinha anunciado a descoberta
da insulina. Alguns historiadores da Ciéncia consideram que este anuncio foi uma mera
confirmagéo do trabalho de Paulescu (LEIVA et al., 2011; ROGERS, 2021).

12 ADMINISTRAGAO DOS EXTRATOS EM HUMANOS

Em 1922, a equipa de Toronto incluia Banting, Best, Collip, Macleod e os
colaboradores E. C. Noble, J. Hepburn, J.K. Latchford, W.R. Campbell e A.A. Fletcher e,
desde ha tempos, que eram patentes alguns sentimentos de desconfianga e rivalidade
entre elementos, mas o facto ndo impediu a progressao das pesquisas. A administracao
dos extratos a pacientes teve inicio com dois insucessos, um em dezembro de 1921, e
outro em de janeiro de 1922. Mas quando o tratamento do segundo paciente, um rapaz de
14 anos em estado terminal, foi retomado em 23 de Janeiro, depois de Collip ter aplicado
a sua técnica de purificacdo dos extratos, a resposta foi um sucesso que repetiram em
mais seis casos (BANTING e BEST, 1922). A publicacdo dos resultados ocorreu em marco
de 1922 (BANTING et al., 1922) onde fizeram uma revisdo dos trabalhos desenvolvidos
e concluiram “... esses resultados juntos ndo deixaram duvidas de que nesses extratos
temos uma medida terapéutica de valor inquestionavel no tratamento de certas fases da
doenca no homem”. Embora tivessem feito algumas alusdes as pesquisas de Paulesco,
nao lhe atribuiram valor, por ma interpretacéo da lingua francesa, como Banting alegou

mais tarde.

13 O PRINCIPIO ATIVO DOS EXTRATOS E DESIGNADO POR INSULINA

Charles-Edouard Brown-Séquard (1817-1894), professor de fisiologia, foi dos
primeiros a conceber a existéncia de substancias segregadas por certos 6rgaos que,
uma vez em circulacdo no sangue, podiam afetar a atividade de outros 6rgaos distantes.
Tais substancias sdo as hormonas, mas apenas quase uma década mais tarde, em
1905, o termo “hormona” foi cunhado por Ernest Starling (1866-1927) para designar os
mensageiros quimicos produzidos pelas glandulas endodcrinas (STARLING, 1905). A
palavra “insulina”, derivada do latim insulae (ilha ou ilhéu) so foi introduzido em 1909, por
Jean de Meyer (1878-1934) para designar a substancia, ainda desconhecida, segregada
pelas ilhetas pancreaticas (MEYER, 1909). Em 3 de maio de 1922, na reunido anual da
Associacdo de Médicos Americanos, Macleod designou o produto antidiabético obtido
dos extratos pancreaticos por “Insulina”, para distingui-lo dos anteriores nomeados
“Isletina”, ignorando por desconhecimento, como afirmaria mais tarde, que o termo ja
tinha sido usado por de Meyer (BLISSE, 1982).
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14 A PRODUGAO DE INSULINA

Para a producado de insulina em grande escala, o grupo de Toronto ndo so se
empenhou na pesquisa de fontes adicionais ou alternativas da hormona, como estabeleceu
colaboracéo com os Laboratérios Connaught e, mais tarde, com a empresa farmacéutica
Eli Lilly and Company. No entanto, ainda que a questdo da quantidade acabasse por ser
solucionada, nenhum dos produtos obtidos era suficientemente puro e padronizado, por
vezes até se mostravam ineficazes e de deterioracao rapida (BLISS, 1982, ROSENFEL,
2002). A questbes como estas, e outras que foram surgindo, a comunidade cintifica foi
dando resposta ao longo do tempo e, nos finais de 1923, j& um nimero superior a 25.000
pacientes era tratado em mais de 60 clinicas do Canada e dos Estados Unidos da América.
No final de novembro de 1923, professor August Krogh (1874-1949) da Universidade de
Copenhague obteve autorizacéo da Universidade de Toronto para introduzir a insulina
na Escandinavia e o Nordisk Insulin Laboratory passou a produzi-la sem fins lucrativos

(ROSENFEL, 2002). Rapidamentee a terapia ultrapassou fronteiras.

15 O PREMIO NOBEL DE FISIOLOGIA OU MEDICINA

Dezoito meses apos o anuncio da sua descoberta, Banting e Macleod receberam
o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 1923, cujas partes pecuniarias repartiram,
respetivamente com Best e Collip. O facto refletiu a importancia que o tratamento
médico constituiu para a humanidade. A escolha dos galardoados foi alvo de algumas
contestacdes, nomeadamente, da parte de Georg Zuelzer e Nicholas Paulesco, cada um
reivindicando para si o pioneirismo de algum dos aspetos da descoberta da insulina, mas

as contestacdes nao tiveram qualquer efeito (LEIVA-PEREZ et al., 2010).

16 DEPOIS DA DESCOBERTA

A nova terapia para a diabetes mellitus tipo | reduziu drasticamente o sofrimento
causado pela patologia e a mortalidade associada. Este ganho extraordinario para a
humanidade também teve um efeito “nao esperado” — o que até entdo era uma patologia
aguda e inexoravelmente fatal, passou a ser uma doenca cronica que, a longo prazo, gera
complicagdes graves com necessidade de tratamentos continuados.

As formulagdes iniciais de insulina e 0 seu mecanismo de agao rapida exigiam
varias injecoes diarias, em quantidades medidas e variaveis e os pacientes estavam
sujeitos & ameaca constante de uma hipoglicemia. Em 1936, Hans Hagedorn, apresentou
a primeira preparacao de acéo prolongada, insulinato de protamina (CZUPRYNIAK, 2020)

a que se seguiram a insulina protamina zinco, ainda ho mesmo ano, e a insulina globina
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em 1939, NPH (protamina neutra Hagedorn ou isofano) em 1946 e a série lenta em 1952
(TATTERSALL, 2010). O prolongamento dos efeitos da insulina permitiu que os diabéticos
dependentes de insulina diminuissem o numero injecdes necessarias diariamente. A
vantagem que isso constituiu para os pacientes nao correspondeu a um melhor controlo
da glicemia. Durante muitos anos, os avangcos mais relevantes continuariam a surgiram
nas técnicas de obtencao e grau de pureza da hormona com origem em pancreas de
suinos ou bovinos.

Na década de 1970s, o desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante
permitiu cultivar bactérias que incluiam genes sintéticos para sintese de proteinas
humanas. A primeira producéo, clonagem e expressao dos genes da insulina humana, uma
proteina com 51 aminoacidos, foi reportada com sucesso por Goeddel e colaboradores
em 1979 (Goeddel et al.1979), em E. coli. Esta insulina era idéntica a produzida pelos
humanos, era altamente purificada e podia ser produzida em quantidades ilimitadas. A
partir dos primeiros anos da década de 1980s, a producéo de insulina humana passou a
ser garantida por uma fonte pratica e constante, o que expandiu grandemente o acesso
dos pacientes de DM a terapia. Em 1982, nos EUA, foi aprovado, para o tratamento de
diabéticos, o farmaco Humulin, cujo principio ativo era a insulina sintética.

Desde entéao, a evolugao na pesquisa basica e clinica em torno do conhecimento
da DM e de novas estratégias terapéuticas tem produzido progressos relevantes,
incluindo tratamentos para a DM tipo 2. Os pacientes de DM2 que necessitam do controlo
da glicemia, também passaram a beneficiar, por exemplo, da introdugdo dos agonistas
do GLP-1 (péptido semelhante ao glucagon-1, uma hormona natural que estimula a
secrecao de insulina pés-prandial moderando a elevagéo precoce da glicose no sangue)
e, posteriormente, dos inibidores de SGLT-2 (cotransportador de glicose dependente de
sodio que contribui para a reabsorgéo renal de glicose).

Novos tratamentos, com os analogos de insulina de nova geracao, antidiabéticos
orais de Ultima geragao, inovagdes em dispositivos de inje¢cao, novas solugdes digitais,
terapias a partir de células estaminais continuardo a permitir ganhos crescentes tanto na
flexibilidade como na reducéo da carga diaria de cuidados com a DM. A possibilidade da
pesquisa cientifica um dia chegar a um tratamento curativo da diabetes mellitus é cada

vez mais real.

17 CONCLUSAO

A descoberta da insulina em 1921 estéa no rol das grandes conquistas cientificas do

século passado e a sua producao, de inicio, a partir de extratos pancreaticos de animais
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e, depois, a partir de clonagem e expressao dos genes da insulina humana em bactérias,
marcou definitivamente duas etapas no tratamento da doenca diabetes mellitus. Na
primeira, antes dos anos 1920, a meta visada pelas varias terapias, limitava-se a tentar
manter os pacientes vivos, na segunda, o foco passou a ser salvar e melhorar a vida de
milhdes de pessoas, evitando e prevenindo as complicagdes cronicas da doenca. Apesar
de hoje a medicina ter a sua disposigao medicamentos melhores do que nunca, 0 nimero

de pessoas que vivem com diabetes continua a aumentar a uma taxa preocupante.
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RESUMEN: Se estudido el comportamiento
reologico de diferentes suspensiones de
nanotubos de carbono en régimen diluido. Se
estudiaron suspensiones de nanotubos de
carbono de paredes multiples comerciales
sin funcionalizacién, nanotubos de carbono
de paredes multiples oxidados en nuestro
laboratorio con acido nitrico a reflujo durante
24 horas y nanotubos de carbono de paredes
multiples comerciales funcionalizados con
grupos carboxilicos. El estudio se realizd en
dos medios dispersantes: agua y suero fetal
bovino (FBS). Los resultados se compararon
con los obtenidos en trabajos previos
realizados para suspensiones de nanotubos
de carbono de pared simple (SWCNTs)
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con el fin de comprender la influencia de la estructura de los nanotubos de carbono
en las propiedades reoldgicas en presencia de un medio bioldgico. La caracterizacion
estructural se realizé con diferentes técnicas: XRD, IR, TGA, TEM, SEM y AFM. Para la
caracterizacion coloidal, se determiné el potencial zeta de las suspensiones a valores de
pH comprendidos entre 4 y 9, siendo nuestro rango de interés entre pH = 6-8, cercanos al
pH fisioldgico. Las medidas reoldgicas se realizaron para diferentes concentraciones de
las suspensiones (1, 1.5y 3 mg/ mL), y temperatura de 25, 30 and 37 °C.

PALABRAS CLAVES: Reologia. Nanotubos de carbono. Potencial zeta. Suero fetal bovino.
Aplicaciones biomédicas.

RHEOLOGICAL BEHAVIOUR OF CARBON NANOTUBES SUSPENSIONS WITH
BIOMEDICAL APPLICATIONS

ABSTRACT: The rheological behaviour of different carbon nanotubes suspensions
in the dilute regime was evaluated. Suspensions of commercial multi-walled carbon
nanotubes without functionalization, multi-walled carbon nanotubes oxidized in our
laboratory with nitric acid under reflux for 24 hours and commercial multi-walled carbon
nanotubes functionalized with carboxylic groups were studied. The study was performed
in two dispersing media: water and fetal bovine serum (FBS). The results were compared
with those obtained in previous work carried out for suspensions of single-walled
carbon nanotubes (SWCNTs) to understand the influence of the structure of carbon
nanotubes on the rheological properties when a biological medium is present. Structural
characterization was performed with different techniques: XRD, IR, TGA, TEM, SEM
and AFM. For the colloidal characterization, the zeta potential of the suspensions was
determined at pH values between 4 and 9, our range of interest being between pH = 6-8,
close to physiological pH. The measurements were done for different concentrations of
suspensions (1, 1.5, 3 mg/mL) and temperature of 25, 30 and 37 °C.

KEYWORDS: Rheology. Carbon nanotubes. Zeta potential. Fetal bovine serum. Biomedical
application.

1INTRODUCCION

En 1991 se produce el descubrimiento de una nueva forma alotropica del carbono,
los nanotubos de carbono (CNTs) que son estructuras nanométricas en forma tubular
(lijima, 1991). Se pueden clasificar en dos tipos en funcién del nimero de capas, los
nanotubos de carbono de pared simple (SWCNTSs) y los de pared multiples (MWCNTSs), los
cuales estan formados por varias capas concéntricas que se mantienen unidas gracias a
las fuerzas de Van der Waals.

También, existe una manera de clasificarlos en funcion de cémo se forme el
plegamiento de la lamina de grafeno. Los anillos hexagonales pueden tener un plano de
simetria ortogonal o no respecto al eje del cilindro. Se pueden formar tres tipos diferentes:

zigzag, quiral y armchair. Entre ellos tiene propiedades diferentes que vienen determinadas
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por su diametro y angulo de quiralidad. Las propiedades mecanicas, elasticas, eléctricas,
electronicas, térmicas, magnéticas y quimicas tan favorables que tienen los nanotubos
de carbono, dependen de una serie de factores estructurales en funcién del tipo de
nanotubo, ya sea por su nimero de capas o por su quiralidad.

Las excepcionales propiedades de los nanotubos de carbono mencionadas
anteriormente, los hacen un material idoneo tanto para la creacién de nuevos materiales
y productos, como para la mejora de otros ya existentes.

El desarrollo de la nanotecnologia en la ultima década ha brindado la posibilidad
de emplear los materiales a escala molecular, atomica y subatomica, lo que ha generado
una gran cantidad de aplicaciones en medioambiente, exploracion espacial, tecnologias
de la comunicacion e informatica, sector energético, textil, electronica, biomédica, entre
otras (Mejias et al., 2009; Piret et al., 2009; Cheng et al., 2011; Yusof et al., 2012).

Hoy en dia existen una gran cantidad de productos que estan siendo ensayados
en el uso industrial, como es en la medicina y la biologia, con aplicacion en el diagndstico,
tratamiento, monitoreo y control de sistemas bioldgicos. Existen tres areas principales
en la nanomedicina donde se han conseguido importantes logros: el nanodiagnéstico,
que consiste en el desarrollo de un sistema de analisis e imagen para la pronta deteccion
de una enfermedad o funcionamiento erroneo de las células; la liberacion controlada de
farmacos transportando los medicamentos directamente a las células afectadas para
que de esta manera el tratamiento sea mas eficaz y con menos efectos secundarios; y,
por ultimo, la medicina regenerativa cuyo objetivo es el reemplazamiento o reparacion de
tejidos u 6rganos danados (Mejias et al., 2009). Pocos son los trabajos publicados acerca
del comportamiento reoldgico de nanoestructuras de carbono en suero fetal bovino.

El objetivo principal de este trabajo es estudiar el comportamiento reoldgico
de diferentes suspensiones de nanotubos de carbono en régimen diluido. En este
caso, se estudiaron suspensiones de nanotubos de carbono de pared multiples no
funcionalizados (MWCNTs Com), nanotubos de carbono de pared multiples oxidados
con acido nitrico a reflujo durante 24 horas preparados en nuestro laboratorio (MWCNTs
Oxi) y nanotubos de carbono de pared multiples comerciales con grupos carboxilicos
(MWCNTs Com-Oxi) en dos medios de dispersion: agua y suero fetal bovino (FBS).
Ademas, los resultados se compararon con estudios anteriores para el caso de
suspensiones de SWCNTSs (Cerpa et al., 2019).

2 MATERIALES Y METODOS

Nanotubos de carbono comerciales de pared multiple (Sigma-Aldrich),

pureza del carbon: >95%, longitud: 5 um y diametro: 6-9 nm. Nanotubos de carbono
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comerciales funcionalizados con grupos carboxilicos (Sigma-Aldrich). Nanotubos de
carbono comerciales de pared multiple oxidados con acido nitrico a reflujo durante 24
horas (Bourlinos et al.,2006). Agua ultrapura, destilada y desionizada obtenida mediante
el sistema Milli-Q (Millipore). Y como medio bilégico Suero Fetal Bovino, FBS (Gibco,
Termo Scientific).

La caracterizacion estructural de las muestras en polvo se realizo, utilizando
diferentes técnicas: Difraccion de Rayos X (XRD), Espectroscopia Infrarroja (IR), Analisis
Termogravimétrico (TGA), Microscopia Electrénica de Transmision (TEM), Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM) y Microscopia de Fuerzas Atémicas (AFM). En este trabajo,
solo se muestran los resultados obtenidos mediante, IR; TEM y AFM. Las medidas de
IR se realizaron utilizando un espectrofotometro FT-IR Vector 22 (Bruker) equipado con
analizador ATR de germanio en el rango de niumero de onda de 3500-700 cm™. El analisis
de las muestras por TEM fueron realizadas con un microscopio modelo JOEL JEM 2100.
Para ello, se aflade una gota de la dispersion acuosa preparada con una concentracion de
0.005 mg/mL de sdlidos sobre unarejilla de cobre y se deja secar durante un tiempo, antes
de la observacion. En el caso del analisis mediante SEM, se utilizd un microscopio JOEL
JSM 6335F. La muestra en polvo se deposita en un porta de aluminio que previamente
se le ha adherido un cinta de carbono. Posteriormente, se realizo un revestimiento de oro
para la mejor visualizacion de la muestra.

Las imagenes mediante microscopia de fuerzas atdmicas se obtuvieron con un
AFM comercial (Nanotech Electronica, Cervantes Full Mode AFM System), en modo
tapping. Los MWCNTSs se dispersaron en agua y FBS mediante agitacion ultrasénica
(bafo de ultrasonidos, 15 min) a una concentracion de aproximadamente 0.0005 mg/mL.
Posteriormente, se depositaron dos microlitros de dispersion sobre un sustrato de micay
se dejaron secar al aire para su posterior observacion.

Para estudiar el comportamiento coloidal, se determinod el potencial zeta de las
suspensiones a 25.0 + 01°C y valores de pH entre 4 y 9. El potencial zeta (ZP) fue medido
con un equipo Zetasizer Nano ZS de Malvern (Reino Unido).

La caracterizacion reologica fue realizada en un redémetro rotacional (RheoStress
6000, Thermo Hakee, Alemania) mediante un sistema de doble cono y plato, de 60 mm
de diametro y angulo de cono 20°. El software empleado para registrar los datos es el
Rheowin Job y para el tratamiento y analisis de los mismos se utilizd el Rheowin Data.
Durante las mediciones, el ciclo de velocidad controlada (CR) consta de varias etapas,
primero un aumento del gradiente de velocidad de 0 a 1000 s en 300 s, posteriormente
un periodo de velocidad constante a 1000 s durante 60 sy, por ultimo, una disminucion
de velocidad desde 1000 s'a 0 s'en 300 s.
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Las medidas reoldgicas se han realizado en suspensiones preparadas a
diferentes concentraciones (1, 1.5 y 3 mg/mL) y con los tres tipos de nanotubos de pared
multiples (MWCNTSs) que han sido seleccionados para su estudio, a temperaturas de 25,
30y 37 °C, utilizando agua y FBS como medio de dispersion. Antes de realizar la medida
reoldgica, las muestras se han sometido a 5 min de ultrasonidos (US) en un sonicador
de punta Sonicador (SONOPLUS HD 2070 BANDELIN) a una potencia del 50% para
conseguir una mejor dispersion de los nanotubos de carbono. Para cada muestra se

realizan 3 réplicas.

3 RESULTADOS
31 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

En trabajos previos realizados por los autores (Negri et al., 2010, Cerpa et al., 2013,
Cerpa et al., 2019) se pueden encontrar mas detalles de la caracterizacion estructural de
los diferentes nanotubos SWCNTs utilizados en la comparativa realizada con los MWCNTs
estudiados en este trabajo.

Los espectros de IR mostrados en la Figura 1 confirmaron la presencia de grupos
carboxilicos con la banda de estiramiento del grupo (C=0) a 17700 cm™, la vibracion
de estiramiento (C-O) del grupo carboxilico alrededor de 1200 cm™y la banda de
estiramiento O-H a 3400 cm™. El pico alrededor de 1570 cm™"se asigno al estiramiento
C=C del esqueleto de carbono. Las imagenes TEM muestran la estructura tubular de
los nanotubos de carbono que tienden a mostrarse en forma de manojos agrupados.
Los MWCNTs Com tienen longitudes de 1 a 5 ym, mientras que los MWCNTs Oxi y
MWCNTs Com-Oxi presentan una distribucion de longitudes entre 100-400 nm y 400
nm-1.5 pym, respectivamente.

La Figura 2, muestra la alta tendencia a la agregacion de los nanotubos de
carbono con la proteina de albumina de suero bovino (BSA) presente en el suero fetal
bovino, cuya proteina es la predominante. Este comportamiento también se observo
mediante el modelado de simulaciones utilizando calculos de dinamica molecular
(Cerpa et al., 2019).

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancos e Possibilidades Capitulo 2 m



Figura 1. Caracterizacion fisicoquimica de MWCNTs Com, MWCNTs Com-Oxi y MWCNTs Oxi. (a) Microscopia
Electronica de Transmision (TEM), (b) Espectros infrarrojos (IR).
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Figura 2. AFM, Representacion tridimensional (3D) de (a) suero fetal bovino (FBS), (b) MWCNTs Com-Oxi y (c)
SWCNT oxidados durante 24 horas en suspensiones FBS.

3.2 ESTABILIDAD COLOIDAL

En la Figura 3, se muestran los valores potencial zeta de los diferentes nanotubos
tipo MWCNTs medidos en dos medios de dispersion: agua y FBS. Las suspensiones en
agua son ligeramente mas estables que en FBS y tienen un ZP mayoritariamente con
valores negativo y comprendido entre -10 y -18 mV, mientras que en el medio FBS su
potencial zeta varian de -6 a -18 mV a pH = 6-8, que es el rango de pH de mas interés

en aplicaciones biomédicas. Sin embargo, el ZP del FBS sin presencia de nanotubos de
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carbono fue también determinado, obteniéndose un valor medio de potencial zeta de
alrededor de -20 mV y un valor de PIE = 5.8. Este mismo comportamiento se observo
para los SWCNTs (Cerpa et al., 2019).

Figura 3. Potencial zeta vs pH para diferentes suspensiones de nanotubos de carbono (MWCNTSs) en agua y FBS
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A continuacion, en la Tabla 1 se muestra los valores de potencial zeta (ZP) y punto
isoeléctrico (PIE) obtenidos para las suspensiones de los diferentes MWCNTSs estudiados
atemperatura de 25 °C. Podemos apreciar que los valores de PIE se encuentran alrededor
de pH = 5. Ademas, se compara con los valores de ZP obtenidos por Cerpa et al. (2019)
en nanotubos SWCNTs.

Tabla 1. Comparativa del potencial zeta (PZ) a pH = 7 y el valor de pH del PIE para diferentes suspensiones de
nanotubos de carbono en aguay FBS a T = 25 °C.

AGUA FBS
Tipos de nanotubos

PZ (mV) PIE PZ (mV) PIE
MWCNTs Com -17 5.09 -15.2 5.32
MWCNTs Com-Oxi -12 4,96 -12.3 5.27
MWCNTs Oxi -13 5.21 -11.3 5.28

SWCNTs Com -30 - -18 -

SWCNTs Oxi -70 - -21 -
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3.3 COMPORTAMIENTO REOLOGICO
3.3.1 Efecto del tipo y concentracion de CNTs

En la Figura 4, se muestra la viscosidad en funcion del gradiente de velocidad
para las diferentes suspensiones de MWCNTs estudiadas a diferentes concentraciones y
temperatura de 37 °C en agua y FBS. Ademas, se compara con los resultados obtenidos
para las suspensiones de SWCNTs en los mismos medios de dispersion (Cerpa et al.,
2019). Las suspensiones preparadas en ambos medios de dispersion muestran un
comportamiento de un fluido newtoniano.

Se aprecia que el cambio de concentracion en la suspension preparada con
FBS no provoca cambios significativos en los valores de viscosidad, mientras que, en las
suspensiones acuosas la viscosidad aumenta al aumentar la concentracion. Los valores
de viscosidad de las suspensiones de MWCNTs son mayores que los de las suspensiones
de SWCNTs cuando el medio de dispersion es agua. Los valores de viscosidad de las
suspensiones de MWCNTs se encuentran entre 2 y 6 mPa's y para el caso de las
suspensiones de SWCNTs son inferiores a 3 mPa-s.

Se confirma que en el medio acuoso la concentracion es un parametro influyente
en el valor de viscosidad, mientras que en el FBS no se aprecia variacion considerable en
la curva de viscosidad respecto a la concentracion.

Figura 4. Viscosidad vs gradiente de velocidad para diferentes suspensiones de nanotubos de carbono y distintas
concentraciones a temperatura de 37 °C. a) Agua y b) FBS.
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En la Tabla 2, se muestra una comparativa de la viscosidad para los MWCNTs y
SWCNTs a 37 °C en agua y FBS y para gradientes de velocidad de 500 sy 1000 s™. Se
puede apreciar que lo cambios de viscosidad son poco significativo, los valores obtenidos
se diferencian poco, como consecuencia del comportamiento de un fluido newtoniano.
Se observa un aumento de la viscosidad con la concentracion de la suspension, asi como
la variacion de esta con el tipo de nanotubo de carbono utilizado, obteniendo valores

mayores cuando se utilizan los nanotubos de pared multiples (MWCNTSs).

Tabla 2. Comparativa de la viscosidad para los distintos nanotubos de carbono (MWCNTs y SWCNTs) en agua y

FBS a 37 °C.
Viscosidad en mPa-s (37 °C)
Gradiente
Tipos de de
nanotubos velocidad AGUA FBS
(sY)
Concentracion en mg/mL
1 1.5 3 1 1.5 3
500 2448 3.658 5.624 1.923 1.851 2.315
MWCNTs Com
1000 2.835 3.527 5.004 2.605 2.538 2.754
MWCNTs 500 3.562 4,652 5.645 1.841 1.870 2.038
Com-Oxi 1000 3519 4,052 5.002 2530 2,511 2698
500 1912 2198 2.384 1.820 1.818 1.885
MWCNTSs Oxi
1000 2.529 2.718 2.886 2523 2.512 2.392
500 2117 - - 1.740 - -
SWCNTs Com
1000 2.257 - - 2.358 - -
500 1457 1472 - 1.853 2.018 -
SWCNTSs Oxi
1000 2.084 2.029 - 2.376 2474 -

3.3.2 Efecto de la temperatura y el medio de dispersion

En la Figura 5, se ha representado de manera esquematica los valores que de
viscosidad en funcion de la temperatura a una concentracion de 1 mg/ mL para los dos
medios de dispersion estudiados (agua y FBS).

Como se puede observar la viscosidad disminuye con la temperatura, tal como es
esperado. Por otro lado, se aprecia que el medio de dispersion es un factor que influye
en la estabilidad y comportamiento reoldgico de las suspensiones. Para los distintos tipos
de nanotubos MWCNTSs dispersados en agua, se aprecia que los MWCNTs Com-Oxi son
los que tienen valores de viscosidad mas altos (4-5 mPa-s) a una temperatura de 25 °C

y, por lo tanto, se trata de suspensiones menos estables o con valores de potencial zeta
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mas bajos (12 mV). Ademas, se puede observar que el rango de viscosidad es mas amplio
para los diferentes MWCNTSs estudiados (2 y 6 mPa-s) comparados con los resultados
obtenidos para SWCNTs (Cerpa et al., 2019) cuyos valores de viscosidad son mas bajos
(<8 mPa-s), cuando el gradiente de velocidad es 1000 s*. En cambio, cuando el medio de
dispersion es FBS, el rango de viscosidad de los nanotubos MWCNTs es mas estrecho,
comprendidos entre (1.8 — 2.8 mPa-s). Lo mismo sucede al comparar con los valores
obtenidos para los SWCNTs (Cerpa et al., 2019).

Figura 5. Viscosidad vs Temperatura para diferentes suspensiones de nanotubos de carbono a una concentracion
de 1 mg/mL en agua 'y FBS
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4 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos por Atomic Force Microscope muestran una alta
tendencia a la agregacion entre los nanotubos de carbono y la proteina de albumina de

suero bovino (BSA) presente en el suero fetal bovino.
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La estabilidad coloidal de los nanotubos de carbono cambia con el tipo y tamario,
asi como, con el medio de dispersion.

Las suspensiones preparadas en agua y FBS muestran un comportamiento de
flujo newtoniano. Dependiendo del medio de dispersion y tipo de nanotubos de carbono
utilizado, la viscosidad cambia. Los valores de viscosidad de las suspensiones de MWCNTSs
son mayores (2 y 6 mPa-s) comparadas con las de los SWCNTs (<3 mPa-s), cuando se
utiliza agua como medio de dispersion.

El cambio de concentracion en la suspension preparada con FBS no provoca
cambios significativos en los valores de viscosidad mientras que en las suspensiones
acuosas la viscosidad aumenta al aumentar la concentracion. Ademas, observamos que
la viscosidad disminuye linealmente con el aumento de temperatura de 25 °C a 37 °C,

aunque los cambios son pequenos.
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ESTRUCTURAS DENTINALES

RESUMEN: La cara oclusal de premolares
se desarrolla por unién de cuatro lobulos
adamantinos. Su falta de coalescencia origina
las fosas excavadas en esmalte las que pueden
comunicarse con la dentina subyacente.
Esmalte y dentina estan separados por el limite
amelodentinal y relacionados por estructuras
dentinales como canaliculos, husosy penachos
de Linderer. La permeabilidad de la dentina
permite la invasion bacteriana, junto con sus
toxinas y acidos, favoreciendo el avance de
caries. Objetivos: analizar histolégicamente:
las formas de la fosa y de su parte terminal,
tipo de esmalte alrededor del terminal y paso
de colorante desde la fosa hacia dentina. Se
incluyeron premolares superiores (PMS) e
inferiores (PMI) sanos, ambos sexos, extraidos
en servicios publicos, privados y del IUNIR.
Las raices se inmovilizaron en moldes con
sus coronas emergentes, se inyecto fucsina
y se la dejo secar. Las caras libres vestibular,
palatina o lingual fueron devastadas hasta su
proximidad a las fosas. Mediante la técnica de
desgaste se obtuvieron laminas transparentes
que se examinaron con microscopio optico
(MO). Total, 30 premolares, 15 superiores y 15
inferiores. La fosa con formade tubo amplio fue
mayoria (p=0,0255); predominaron el terminal
redondeado de mayor tamano (p=0,0049);
el esmalte fisurado adherido a estructuras
dentinales (p=0,0068). En ambos grupos hubo
paso minimo de tincion (p<0,0001). En PMI,
la mayoria fueron varones con mayor edad
promedio, a diferencia del grupo de PMS. El

Capitulo 3


https://www.linkedin.com/in/santiago-cueto-70438267/?originalSubdomain=ar
mailto:liciakohli2009@hotmail.com

esmalte irregular alrededor de la parte terminal fue similar al nudoso de las cuspides y
podria tener la misma funcion. Las caracteristicas en PMI que pueden predisponer a la
caries: esmalte fisurado adherido a estructuras dentinales y la forma de terminacion de
las fosas que originan una mayor superficie de contacto. El paso del colorante fue minimo,
se deberia probar otros métodos para difundirlo profundizando en este tema.
PALABRAS CLAVES: Tipos de esmalte. Permeabilidad dentinal. Factores de caries.

HUMAN PREMOLARS: STUDY OF OCCLUSAL PITS INJECTED WITH DYE AND THEIR
RELATIONSHIP WITH DENTINAL STRUCTURES

ABSTRACT: The occlusal face of the premolars is developed by the union of four
adamantine lobes. Its lack of coalescence results in pits excavated in enamel which
can communicate with the underlying dentin. Enamel and dentin are separated by the
amelodentinal limit and related by dentinal structures such as canaliculi, spindles, and
Linderer’s plumes. The permeability of dentin allows bacterial invasion, together with its
toxins and acids, favoring the advancement of cavities. Objectives: histologically analyze:
the shapes of the fossa and its terminal part, type of enamel around the terminal and
passage of dye from across the fossa to dentin. Healthy upper (PMS) and lower (PMI)
premolars were included, both sexes, extracted in public, private and the IUNIR services.
The roots were immobilized in molds with their emerging crowns, fuchsin was injected
and allowed to dry. The buccal, palatal or lingual free faces were devastated up to their
proximity to the fossae. Through the wear technique, transparent sheets were obtained
which were examined with an optical microscope (MO). Total, 30 premolars, 15 upper and
15 lower. The tube-shaped big fossa was the majority (p = 0.0255); the big he rounded
terminal were predominated (p = 0.0049) and he were the fissured enamel joined to
dentinal structures (p = 0.0068). In both groups there was a minimal staining step (p
<0.0001). In PMI, the most there was men with an older average age, unlike the PMS group.
We found irregular enamel around the terminal part of the pit similar at found in cusps.
The characteristics in PMI that can predispose to caries are fissured enamel adhered to
dentinal structures and the termination of the pits that create a greater contact surface.
The dye step was minimal but other methods should be tried and to depth on this topic.
KEYWORDS: Enamel types. Dentinal permeability. Caries factors.

1INTRODUCCION

a- Estos dientes, ubicados por detras de los caninos, se desarrollan por la unién
de cuatro I6bulos embrioldgicos: tres vestibulares y uno palatino o lingual cuyo mayor
desarrollo permite la aparicién de la cara oclusal con dos cuspides separadas por un
surco, éste es una hendidura que senala el fin de la zona de coalescencia. Adoptan
una forma y disposicion utiles para definir las diferencias anatémicas entre premolares
superiores e inferiores.

b- También se forman excavaciones irregulares algo mas profundas que los

surcos llamadas fosas principales una mesial y otra distal las que no siempre se hallan
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alineadas entre si (Aprile H. 1967). En la profundidad de las fosas se unen dichos I6bulos
y cuando su coalescencia es incompleta dejarian dentina al descubierto (Aprile H. 1967;
Figun M. 2008; Gomez de Ferraris M.E.2009). Estan excavadas superficialmente pero
se profundizan y transcurren por la corona hasta terminar cercanas al tejido dentinal.
Este tejido es permeable por la presencia de tubulos dentinales, los que permiten el
avance de gérmenes cariogénicos, sus toxinas y acidos producidos por su metabolismo
(Nikiforuk G. 1991). Ademas, su dureza es menor por tener mayor contenido organico en
su composicion quimica (Gomez de Ferraris M.E.2009); Garcia Barbero 1997). Esmalte
y dentina estan separados por el limite amelodentinal (LAD) traspasado por estructuras
dentinales, también llamadas ajenas como: tubulos o canaliculos dentinales penetrantes,
husos adamantinos y penachos de Linderer (Gomez de Ferraris M.E. 2009).

c- La funcion de los premolares es triturar el alimento, confinado en el sitio de
molienda y uno de los factores de riesgo para enfermar de caries son las caracteristicas
de la cara oclusal que favorece la acumulacion de placa bacteriana y restos de alimentos
como sucede con las fosas (Garcia Barbero 1997).

d- Sonimportantes los cuidados parentales como el cepillado dental y tratamientos
fluorados entre ellos los dentifricos y selladores oclusales (Yuca G. 1998; Sonbul H. 2011;
Lin Y. 2001). También influye el control de dieta aplicado desde la infancia y que deberia
ser puesto en practica durante todas las etapas de la vida (Lalic M. 2013). El consumo
de hidratos de carbono cariogénicos esta difundido en nuestra poblacién, porque son
de facil acceso por su bajo costo y disponibilidad (Kohli A. 2007). Si son consumidos
en bocas con factores anatémicos desfavorables se incrementaria el riesgo de caries.
Estudios epidemiologicos realizados durante el siglo XIX, han demostrado que la caries es
baja en poblaciones que siguen una dieta con poco azucar pero que aumenta la tasa de
caries cuando se deja la dieta y se adquieren los habitos convencionales de alimentacion
(Gustaffson B. 2008). Si los alimentos y bebidas son azucarados y adhesivos, son mas
dificiles de eliminar, pasan mayor tiempo en contacto con la superfice dental y los
gérmenes producen mayor desmineralizacion (Garcia Barbero 1997).

e- Nuestros objetivos fueron analizar histoldogicamente, las formas de la fosa y
de su parte terminal, tipo de esmalte alrededor de ellas y filtracion de colorante en fosas
oclusales de premolares res humanos para detectar factores microscopicos que pueden
influir en el desarrollo de caries.

f- Los datos fueron evaluados con un analisis descriptivo-relacional, comparacion
entre e intra grupos, test de Mann-Whitney/Pueba bilateral y se complementaron con el
test Z de comparacion de proporciones para muestras independientes, con un nivel de

significacion del 5%.
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2 MATERIAL Y METODO

a- No consideramos que fuera necesaria la aprobacion del Comité de Etica,
porqgue los dientes fueron donados a estudiantes de Odontologia espontaneamente por
los pacientes, quienes los extrajeron en servicios publicos, privados y del IUNIR donde
posteriormente realizaron tratamiento ortodoncico.

b- Se incluyeron premolares superiores (PMS) e inferiores (PMI) sanos, de ambos
sexos. Fueron separados en grupos, segun pertenecieran al arco superior o inferior.
Luego, las raices dentales fueron cubiertas con cera y se inmovilizaron con yeso taller
en moldes, dejando las coronas emergentes, como se puede observar en la fotografia
nuamero 1.

c- Con jeringa, se les inyectd fucsina a presion y se la dejo secar. Se utilizd
instrumental rotatorio para desvastar sus caras libres en sentido mesio-distal, se preservo
la parte central con las fosas, como se aprecia en la fotografia nimero 2.

d- Se separ¢ el tejido remanente y con técnica por desgaste, se lo redujo a una
lamina transparente frotandolo sobre piedras de grano grueso, mediano y fino, el avance

del trabajo se comprueba en la fotografia numero 3.

Fotografia N° 1 Fotografia N° 2 Fotografia N° 3

F

e- Las fosas fueron analizadas con MO a menor (100X) y mayor aumento (400X)

y se tomaron fotografias de los campos mas representativos.

3 RESULTADOS

a- Obtuvimos un total treinta dientes: 15 PMS, provenientes de pacientes
masculinos en un 33% y femenino en un 67%; edad promedio 15+7,6. El segundo grupo
contd con 15 PMI, un 53% de varones y 47% de mujeres; edad promedio de 18+9. Cuando
se analizo la forma de la fosa, hubo algunas no visibles: 33% en PMS y 13% en PMI
(p=0.0998); otras con forma de tubo estrecho: 33% y 13% respectivamente (p=0.0998)
y de tubo amplio: 40% en PMS y 73% en los PMI, con diferencia significativa (p=0.0255).

Datos estadisticos en el grafico numero 1.
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GRAFICO 1-FORMA DE LAS FOSAS EN AMBOS GRUPOS
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b- Segun terminara cercana o no al LAD, |la longitud de la fosa fue No visible 33%
en PMS y 13% en PMI (p=0,0998); cortas superiores 41% y 67% en inferiores (p=0,1643),
largas 26% y 20% respectivamente (p=0,742), comprobamos que ninguna diferencia
estadistica fue significativa.

c- A 400X, examinamos la forma de la fosa en su porcion terminal hallandose
algunas no visibles 33% en PMS y 13% en PMI, terminales de diametro estrecho 33% en
PMS y 20% en PMI (p=0.35); grande y redondeada 54% en PMS y 93% en inferiores,
siendo esta diferencia significativa (p=0.0049). La distribucion estadistica, se observa en

el grafico niumero 2.

GRAFICO 2- FORMA DE LAS FOSAS EN SU PORCION
TERMINAL
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d- El aspecto histologico del esmalte alrededor de la porcion terminal de la fosa
fue no visible 33% en superiores y 13% en inferiores, irregular 67% en PMS y 80% en
PMI (p=0.3483); irregular unido a estructuras dentinales o ajenas 13% en ambos grupos
(p=0.99); fisurado 40% en PMS y 33% en los PMI (p=0.99) y fisurado-unido a estructuras
ajenas 13% en superiores y 53% en PMI, con diferencia significativa (p=0.0068). Datos

en el grafico nimero 3.

GRAFICO 3-TIPO DE ESMALTE RODEANDO LA PARTE
TERMINAL DE LAS FOSAS

90% 80%
67%
60% 53%

50% 0%

% 13% 1 3%1 3%

= PMI =PMS

e-A 100X, se observan tipos de fosas, en la fotografia nimero 4 una fosa corta con
forma de tubo amplio, cuya terminacion esta rodeada con esmalte fisurado comunicado
con la dentina. En la nimero 5, otra con caracteristicas similares, pero sin defectos de

esmalte ni comunicacion con dentina.

Fotografia N° 4 Fotografia N° 5
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f- El colorante en PMS, mostré un 80% de no pasaje a dentina y estructuras
dentinales y solamente hubo un 20% de pasaje. En PMI el no pasaje fue de 93% y
solamente hubo un 7% de infiltracion, con una diferencia muy significativa (p<0.0001).

Los datos se constatan en el grafico 4.

GRAFICO 4- PASAJE DE COLORANTE EN AMBOS
GRUPOS
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g- A 400 X, en la fotografia nimero 6, se aprecia la parte terminal de una fosa
redondeada, de mayor tamano comunicada con la dentina por los canaliculos dentinales a
través de los cuales se comprobd el pasaje de colorante. En la nimero 7, la parte terminal
esta rodeada de esmalte irregular, fisurado y unido a estructuras dentinales, con paso de

colorante a través de la fisura.

Fotografia N°6 Fotografia N°7
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4 DISCUSION

a- Este fue un estudio observacional descriptivo de caracteristicas morfo-
histologicas en dos grupos de premolares. Por sus caracteristicas anatémicas fueron
discriminados por arco de pertenencia concordando nuestra descripcion con los datos
aportados por anatomistas odontoldgicos (Aprile H. 1967).

b- Cuando se desgastaron las caras libres se preservo la parte central con el
surco y ambas fosas. Pero al reducir el volumen dental, llevandolo a un plano y obtener
una lamina transparente, se perdio la visibilidad en forma total o parcial de una de ellas.
Este resultado concuerda con las descripciones de los anatomistas que sostienen que
ambas fosas no son simétricas, pueden estar ligeramente desplazadas hacia vestibular
o lingual y méas cerca o lejos de los rebordes marginales respectivos (Aprile H. (1967);
Figin 2008).

c- Hemos comprobado que en ambos grupos de PM existen fosas de longitud
y forma diferentes. Este hallazgo concuerda con los resultados de un estudio
realizado sobre réplicas de resina de vinilo que incluia la parte terminal de las fosas
de PM. Estas fueron observadas con microscopio electronico de barrido, obtuvieron
microfotografias y las clasificaron en cuatro tipos diferentes: puntiagudas, curvas, con
varias separaciones que luego se reunen y con forma redondeada y grande también
denominada de cabeza de rosa) (Galil, Khadry A 1973). Si bien nosotros no las hemos
clasificado, nuestra descripcion concuerda con algunas de las formas descriptas, entre
ellas las que denominamos estrechas las que pueden identificarse con las puntiagudas
y las redondeadas de mayor tamano similares a la forma denominada cabeza de rosa.
Estas terminaciones actuarian como nichos retentivos para la placa bacteriana, restos
de alimentos y gérmenes cariogénicos, pero no hallamos trabajos similares con los
cuales comparar nuestros resultados.

d- El esmalte nudoso, descripto en bordes incisales y cuspides tiene por
funcion resistir las fuerzas de la masticacion (Gomez de Ferraris M.E. 2009). El esmalte
irregular hallado por nosotros alrededor de las fosas en ambos grupos, es similar
histologicamente, pero ocupa otro lugar anatémico. También hemos hallado defectos
en el esmalte que rodea la porcion terminal de las fosas, los que hemos denominados
fisuras por ser muy similares a lineas de fractura. Esta denominacién tal vez no sea la
apropiada, podria confundirse nuestro hallazgo histolégico con el nombre con que suele
definirse al surco oclusal durante su mineralizacion (Campos A. 2000). Comprobamos
que algunas fisuras comunican el esmalte con dentina e involucran a las estructuras

dentinales, este defecto podria desorganizar la matriz dentinal facilitando el avance de
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la caries. Consideramos que a los factores anatomicos descriptos en la bibliografia,
se los deberia complementar con datos histolégicos porque en mayor o menor grado
influyen en el desarrollo de caries.

e- Esta afecta sobre todo a los pacientes que carecen de autocuidados dentales
y no realizan las restauraciones correspondientes (Kohli A. 2011). Pero nunca contamos
con los datos sobre dichos cuidados en los donantes (Lalic M. 2013) y no hallamos
investigaciones similares para realizar una comparacion.

En Rosario, hay pacientes que por motivos econdmicos, gusto o costumbres, no
utilizan elementos fluorados de venta libre como dentifricos y colutorios (Yuca G. 1998;
Sonbul H. 2011; Hirata Y. 2003). Tampoco recurren al sellado preventivo de fosas y fisuras
como se aconseja (Beauchamp J. 2008), pero no es el caso de nuestros donantes quienes
extrajeron sus premolares sanos para realizar tratamiento ortodoncico. Ademas, las caras
oclusales no mostraron rastros que evidenciaran el haber sido tratados con sellantes.

Otro factor que influye en el desarrollo de caries es la calidad de la dieta, siendo
importante evitar aquellos alimentos considerados peligrosos para la integridad de los
tejidos dentales. Entre ellos el consumo excesivo de hidratos de carbono cariogénicos
porque se comprobd que jovenes y adultos con consumo de estos alimentos en forma
diaria en reiteradas ocasiones presentaban un indice CPO mas elevado que aquellos que
los consumian ocasionalmente (Kohli A. 2007). Otro es el consumo excesivo de alimentos
azucarados sobre el cual investigadores concluyeron que ocho exposiciones diarias del
esmalte a la sacarosa produce mayor desmineralizacion en el esmalte y aumento de las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de estreptococos mutans en la placa dental
(Cury J. 2001). También se comprobd que los dulces adhesivos, tardan mayor tiempo en
ser eliminados de la superficie dental aumentando la desmineralizacion superficial del
esmalte (Krasse B. 2001). Pero en nuestro estudio no se incluyeron datos sobre consumo
de los alimentos descriptos, debido a este hecho, consideramos util difundir consejos de
dieta (Al-Dajani M.2012).

f- Hemos hallado un paso minimo del colorante en ambos grupos, aunque éste fue
algo mayor en PMS comparado con los inferiores. Deberiamos probar otros medios para
difundirlo por eso consideramos que se deberia profundizar en este tema. Pero nuestro
resultado puede ser Uutil para decidir que piezas sellar preventivamente primero en un plan
de tratamiento. También, aconsejamos recurrir al sellado preventivo de fosas, para aislar
los posibles defectos del esmalte del medio bucal, evitar las grandes caries y la pérdida

de piezas dentales recuperables.
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5 CONCLUSIONES

a- En el grupo de PMI hubo mayoria de pacientes masculinos y mayor promedio
de edad a diferencia del grupo de premolares superiores.

b- En los PMI, las fosas cortas con forma de tubo amplio son un riesgo
predisponente de caries por favorecer el empaquetamiento de placa bacteriana y restos
de alimentos.

c- Ademas, si la porcion terminal es redondeada y de mayor tamafo también lo
es, porque pone en contacto los acidos resultantes del metabolismo microbiano con la
permeabilidad dentinal y sus estructuras.

d- En ambos grupos, el esmalte irregular alrededor de las fosas, podria tener la
funcion de resistir las fuerzas de la masticacion.

e- Mientras que la proporcion similar de fisuras podria estar asociado a una falta
de fusiodn entre los l6bulos embrionarios.

f- Si bien hubo un paso minimo de colorante, no lo descartamos como un riesgo,
aunque éste sea menor, porque los defectos hallados ponen en comunicacion al medio

bucal con la permeabilidad dentinal.
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ABSTRACT: The increase of antimicrobial
resistance is a growing global public health.
One mechanism by which microorganisms
acquire resistance to antibiotics is the biofilms.
Approximately 80% of chronic and recurrent
microbial infections are due to this resistance
strategy produced by a diverse group of
microorganisms. This context has motivated
the search for new antimicrobial substances
with anti-biofilm activity. The extensive and
varied flora of the Central West Region of
Argentina offers an important resource for
the study of natural products in the search
for antimicrobials with potential therapeutic
use in clinical infections. Within these species,
Zinnia peruviana (L.), is an herb with proven
antimicrobial properties in its aerial part.
The objective of this work was to evaluate
the effect of the addition of acetonic extract
from the roots of Z peruviana at different
concentrations on the biofilm production of L.
monocytogenes, E. coli and C. albicans. Biofilm
production was evaluated by determining
adherence to 96-well microplates U-bottom.
The tested extract inhibited 29% and 50% of
the biofilm production of L. monocytogenes
with 0.625 mg ml" and 5 mg ml" respectively.
For E. coli the reduction was 33% (0.625 mg ml-
) and 51% (0.078 mg ml") while for C. albicans
a significant reduction in biofilm formation was
observed with 3 concentrations of extract:
59% (5 mg ml), 42% (0.625 mg ml") and 44%
(0.078 mg ml). All the biofilm reduction values
showed significant differences (p<0.05). The
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high biological activity of the roots of Z. peruviana represents an alternative potential
for the treatment and control of microbial infections. Further studies on toxicity and
bioapplicability are needed.

KEYWORDS: Zinnia peruviana. Acetonic root extract. Microbial biofilms.

EFECTO DE EXTRACTO DE RAIZ DE Zinnia peruviana SOBRE LA PRODUCCION DE
BIOPELICULAS MICROBIANAS

RESUMEN: El aumento de la resistencia a los antimicrobianos constituye una creciente
preocupacion de la salud publica mundial. Un mecanismo por el cual los microorganismos
adquieren resistencia a los antibiéticos es la formacion de biopeliculas. Aproximadamente
el 80% de las infecciones microbianas cronicas y recurrentes se deben a esta estrategia
de resistencia producida por un grupo diverso de microorganismos. Este contexto ha
motivado la busqueda de nuevas sustancias antimicrobianas con actividad anti-biofilm.
La extensa y variada flora de la Region Centro-Oeste de Argentina ofrece un importante
recurso para el estudio de productos naturales en la busqueda de antimicrobianos con
potencial uso terapéutico en infecciones clinicas. Dentro de estas especies, Zinnia
peruviana (L.), es una hierba con propiedades antimicrobianas demostradas en su
parte aérea. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicidon de extracto
acetonico de raices de Z. peruviana a distintas concentraciones sobre la produccion de
biofilm de L. monocytogenes, E. coliy C. albicans. La produccién de biofilm se evalud
por determinacion de la adherencia a microplacas de 96 pocillos fondo en U. El extracto
ensayado inhibio el 29% y 50% de la produccion del biofilm de L. monocytogenes con
0,625 mg ml" y 5 mg ml* respectivamente. Para E. coli la reduccion fue de 33 % (0,625
mg ml”) y 51% (0,078 mg ml”) mientras que para C. albicans se observo una significativa
reduccion en la formacion de biofilm con 3 concentraciones de extracto: 59 % (5 mg
ml7), 42 % (0,625 mg ml?) y 44 % (0,078 mg ml”). Todos los valores de reduccion de la
produccion del biofilm presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
La elevada actividad biolégica de las raices de Z. peruviana representa un potencial
alternativo y alentador para el tratamiento y control de infecciones microbianas. Se
necesitan mas estudios sobre toxicidad y bioaplicacion.

PALABRAS CLAVE: Zinnia peruviana. Extracto acetonico de raiz. Biopeliculas microbianas.

1INTRODUCTION

Worldwide, antibiotics are used to treat infections in humans and animals. In
addition to therapeutic use, antibiotics are commonly added to animal feed in small
amounts as prophylaxis and for growth promotion purposes, promoting a steady increase in
antimicrobial resistance of microbes and a decrease in the ability of available antimicrobials
to treat common infections. Antimicrobial resistance (AMR) represents a health threat and
an emerging risk to the global population of entering a post-antibiotic era in which existing
antibiotics are gradually rendered ineffective due to resistance. This increased resistance

is mainly associated with the overuse and misuse of antibiotics, the appearance of
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resistant strains and the slowdown in the discovery of antimicrobial drugs (Lofa et al.,
2019; Asmerom et al., 2020). One important mechanism whereby microorganisms acquire
resistance to antibiotics and evade the immune system is by forming biofilms. Microbial
biofilms are communities of bacteria, embedded in a self-producing matrix, forming on
living and nonliving solid surfaces (Vasudevan, 2014). Biofilm-associated cells have the
ability to adhere irreversibly on a wide variety of surfaces, including living tissues and
indwelling medical devices as catheters, valves, prosthesis, and so forth (Parsek and
Singh, 2003). They are considered an important virulence factor that causes persistent
chronic and recurrent infections; they are highly resistant to antibiotics and host immune
defenses (Grant and Hung, 2013).

Bacteria protected within biofilm exopolysaccharides are up to 1,000 times more
resistant to antibiotics than free-floating (planktonic cells) (Sharma et al., 2019), which
generates serious consequences for therapy and severely complicates treatment options
(Sun et al, 2013). Biofilm resistance is due to several reasons, like restricted diffusion
of antibiotics into biofilm matrix, expression of multidrug efflux pumps, type IV secretion
systems, decreased permeability, and the action of antibiotic-modifying enzymes
(Alekshun and Levy, 2007). The increased biofilm resistance to conventional treatments
enhances the need to develop new control strategies (Simoes et al, 2007). Biofiim
inhibition is considered a major drug target for the treatment of various bacterial and
fungal infections, and pharmacological development of these drugs is now extensively
studied (Namasivayam et al., 2013).

The microorganisms producing biofilm comprise a diverse group of organisms,
including both Gram-negative and Gram-positive bacteria, as well as fungal species.
Gram-positive specie involved in infections associated with the formation of biofilm
is Listeria monocytogenes that produces listeriosis due to food contamination and
coinfections with other bacterial species. Among Gram-negative infections, Escherichia
coli is responsible for hemolytic uremic syndrome, acute diarrhea, and urinary tract
infections. Candida species have emerged as a significant cause of morbidity and
mortality and account for approximately 72% of all nosocomial fungal infections.
C. albicans is a very common opportunistic pathogen producing oral, vaginal and or
systemic candidiasis. Furthermore, biofilm formation by Candida has been documented
on a variety of medical devices such as catheters, dialysis and joint devices. While fungal
implant infections are less common than bacterial infections, they tend to be more serious
or troublesome. Antifungal drugs, mainly polyenes and azoles, are commonly used to

treat Candida infections. However, efficacy of these drugs is limited in many cases due
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to development of resistance, poor penetration power in biofilm and undesirable side
effects (Jafri and Ahmad 2019; Ahmad et al., 2020). Given the alarming incidence of
antimicrobial resistance in microorganisms of clinical importance, there is a continuing
need for new and effective therapeutic agents. This context has led to the investigation
of new antimicrobial substances from plant species popularly used in folk medicine.
Therefore, the study of new agents of natural origin with antimicrobial and antibiofilm
activity constitutes an important clinical challenge.

The field of natural products of plant origin currently links two axes of study. From
a structural point of view, natural products pose significant challenges for the application
of strategies that allow their isolation, purification and structural elucidation. However,
the axis of greatest importance is undoubtedly their bioapplicability, since the bioactivity
reported in the literature for many secondary or chemically derived metabolites makes
them potentially interesting in the search and development of molecular models in the
design of new drugs. In this framework, the extensive and varied flora of the Central-
West Region of Argentina is an important source of renewable resources in the study
of natural products and their applications in the search for antimicrobials with potential
therapeutic use in clinical infections. Zinnia genus contains annual and perennial plants
belonging to the family Asteraceae and comprises about 20 species native to South
America (Goma et al,, 2019). Zinnia peruviana (L.) L., commonly known as “Chinita del
Campo”, is a native plant that grows in the center and north of Argentina (Del Vitto et al.,
1997). The aerial parts of this species present diverse ethnopharmacological uses and
have been evaluated for different biological properties (Barboza et al., 2009; Satorres et
al, 2012; Mohamed et al., 2017).

On the other hand, the genus Zinnia has shown the presence of a diversity of
secondary metabolites of different classes (Bastos et al. 2020). Among them, the
sesquiterpene lactones are one of the main constituents that have been isolated and they
are responsible of various biological activities such as anticancer, anti-inflammatory and
immunomodulatory effects, anti-ulcer, antifungal and antiviral activities (Lent et al,, 1977,
Subramaniam et al., 2014).

Previous works of our research group (Mattana et al, 2016; Satorres et al,, 2012;
Mohamed et al, 2017; Mohamed et al, 2018) motivate the progress and deepening of
the study of this promising plant as a possible source of new antimicrobial agents with
direct application in clinical microbiology and, as part of our studies of antimicrobial herbal
constituents, was studied the in vitro the inhibitory effect of Z. peruviana roots against

biofilm of L. monocytogenes, E. coliy C. albicans.
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2 MATERIALS AND METHODS
21 PLANT MATERIAL

Zinnia peruviana (L.) L. were collected in El Trapiche and La Florida, San Luis,
Argentina (latitude: 33° 7' 0" S; longitude: 65° 5' 0" W), in March 2018/February 2019. A
voucher specimen was deposited at the Herbarium of the National University of San Luis
(L.A. del Vitto N° 8841).

2.2 PREPARATION OF ACETONIC EXTRACT

Z. peruviana roots collected were air-dried and ground in knife mills to fine grain
size. Powdered air-dried material of Z. peruviana (200 g) was macerated in 500 ml of
acetone at room temperature for one week (Figure 1). The crude acetonic extract was
filtered through Whatman filter paper N° 1, and the filirates were concentrated under
reduced pressure at 40 °C. The extract was dried, weighed (31 g) and stored at 4 °C in

storage vials for preliminary antimicrobial screening.

Figure 1. A: Zinnia peruviana plant. B: Z. peruviana roots collected. C: Maceration of Z. peruviana roots in acetone.
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Photos: own authorship.

2.3 MICROBIAL STRAINS

The microorganisms tested included Listeria monocytogenes CLIP 74904,
Escherichia coli ATCC 35218 and Candida albicans ATCC 36801.

2.4 ANTIBIOFILM ACTIVITY. INHIBITION OF THE BIOFILM FORMATION

The potential of the acetonic extracts from Z. peruviana roots to prevent initial cell

attachment was investigated through the biofilm inhibition assay on microplate U-bottoms
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(Microplate method). In brief, 50 ul of culture medium (supplemented with 1% glucose), 50
ul of bacterial inoculum (108 CFU ml”) and 100 pl of extract at different concentrations were
added to each well and incubated at 37 °C for 48 h. Three concentrations were tested: 5
mg ml" (C1), 0.625 mg ml" (C2) and 0.078 mg ml" (C3). The culture was discarded and the
adhered content (sessile cells) was washed with sterile physiological solution, fixed with
methanol and stained with crystal violet. The optical density reading was performed at
550 nm in ELISA reader (Microplate Reader Benchmark, BIO-RAD). The experiment was
carried out in quadruplicate and was repeated 2 times.

Percentages of inhibition for each sample were determined by comparing the
mean optical density (OD) of control wells (without extracts added) with the bacterial
suspension (with the addition of extracts). Thus the percentage of biofilm inhibition was

determined by the formula:

Biofilm reduction %= OD control - OD sample x 100%
OD control

2.5 STATISTICAL ANALYSIS

GraphPad Prism 5 program, One-way analysis of variance (ANOVA), Bonferroni
test were used to analyze the result and p values less than 0.05 were considered
statistically significant. All experimental data were derived from at least 2 independent

experiments.

3 RESULTS AND DISCUSSION

There is recently an increased interest in using green antimicrobials as an
alternative to prevent and destroy biofilms, such as plant extracts and phytochemicals.
Natural products derived from Z. peruviana present biological activity against Gram-
positive and Gram-negative bacteria and yeasts. This study assessed the ability of
acetonic extract obtained from the roots of Z. peruviana to prevent further formation of
biofilms at 48 h. This extract showed significant inhibition of the biofilm production L.

monocytogenes, E. coli and C. albicans (p<0.05) (Figure 2).
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Figure 2. Reduction of biofilm production with the addition of Zinnia peruviana root extract at three concentrations.
*p < 0.05 compared with control. **p < 0.01 compared with control. ***p < 0.001 compared with control (biofilm).
Each value represents means + SD.
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The acetonic extract inhibited 29% and 50% of the biofilm production of L.
monocytogenes with 0.625 mg ml* and 5 mg ml” respectively, following a dose-dependent
effect. Concentrations lower than 0.625 mg ml* did not show antibiofilm effect for this
bacterium. Against E. coli, the reduction in biofilm production was 33% (0.625 mg ml-)
and 51% (0.078 mg ml") however, the reduction was not dose-dependent. In contrast,
C. albicans reduced biofilm production with the three concentrations tested with dose-
dependent effect with values of 59% (5 mg ml) and 44% (0.625 mg ml" and 0.078 mg ml).

The secondary metabolites of plants present a wide chemical diversity and
important pharmaceutical properties. Among them, several classes of phytochemicals
have been shown to present antimicrobial properties, either when used alone or together

with other antimicrobials products, against clinically important pathogens, interfering
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with some of the main factors involved in biofilm development, such as motility, adhesion,
intercellular aggregation, and communication (Sakarikou et al. 2019). In this case, regarding
the antibiofilm activity of the Zinnia root extract, the ziniolide compound identified as the
major secondary metabolite, would be responsible for this activity by a mechanism that
has not yet been elucidated.

It is generally more difficult to eradicate pre-existing biofilms by the extracts.
Some reports have also noted that it is less difficult to inhibit cell attachment than to get
rid of established biofilm (Cerca et al., 2005; Sandasi et al., 2011). We have carried out
studies of the antibiofilm activity of Zinnia root extract on the already formed biofilm (data
not shown in this work) with less active results to eradicate the biofilm. This confirms
that pathogens are able to resist the action of antimicrobials more when they exist in
biofilms and their infections are able to persist on different biotic and abiotic surfaces
(De La Fuente-Nufez et al,, 2013). Factors which cause resistance in biofilms include
presence of an extracellular polymeric matrix which causes strong attachment of
microbes to surfaces and low antibiotic penetration or increased activity of efflux pumps
which expel antimicrobial agents from cells (Jamal et al, 2018) and too interfering with
intercellular communication strategies (quorum sensing) of the bacteria, thereby reducing
biofilm formation (Merghni et al., 2018). The plant extracts may have interfered with any
of these factors. Specifically, the excellent ability of the plant extracts to interfere with
the initial stage of biofilms formation may be attributed to interference with forces, such
as Brownian, sedimentation, Lifshitz-Van der Waals and electrostatic interaction forces,
that favour the deposition and adherence of bacteria to surfaces (Tiwari et al., 2018). Also,
since certain organic and inorganic molecules and other nutrients are important for cell
growth and hence cell adhesion (Sandasi et al., 2010), it is possible that the plant extracts
may inhibit the availability of nutrients.

The strong biological activity of the acetonic extract of the root of Z. peruviana
demonstrated in this work represents an alternative potential for the treatment of microbial
infections. We are conducting other studies to elucidate the antibiofilm action mechanism,
as well as cytotoxicity and genotoxicity studies to determine the safety of the acetonic

extract of the root of Z. peruviana.
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RESUMEN: La endometriosis (EDT) se
define como el crecimiento de tejido tipo
endometrial fuera de la cavidad uterina. Se
trata de una enfermedad croénica, estrogeno
dependiente, que afecta al 5-15% de las
mujeres en edad reproductiva. Esta patologia
aun no tiene cura y los tratamientos actuales
suelen presentar efectos secundarios
indeseados. Recientemente, nuestro grupo
de investigacion informd correlacion positiva
entre los niveles de cobre (Cu) en fluido
peritoneal (FP) y el volumen de las lesiones
inducidas en ratones. También existen
reportes de otros autores sobre niveles
elevados de Cu en muestras de pacientes con
EDT. En muchos céanceres, la desregulacion en
la homeostasis de Cu promueve la progresion
tumoral. Por consiguiente, nuestro objetivo
fue evaluar el impacto de tetratiomolibdato de
amonio (TM, quelante de Cu) en la progresion
de la EDT experimental. Veintiin ratones
hembra C57BL/6 se dividieron en tres grupos:

Capitulo 5


https://orcid.org/0000-0002-3434-2178
https://orcid.org/0000-0002-2556-1205
https://orcid.org/0000-0003-4334-5845

Sham (cirugia placebo), EDT y EDT+TM. La induccion de la EDT se realizd mediante
transferencia autéloga de tejido uterino al mesenterio intestinal. El grupo EDT+TM recibid
0,70 mg de TM/dia/raton en el agua de bebida durante tres semanas, comenzando
el dia 8 postoperatorio. Luego de un mes de inducida la patologia, los ratones fueron
sacrificados. Las lesiones fueron identificadas, contadas, medidas con calibre y pesadas.
También se recolectd FP para la determinacion de estradiol por quimioluminiscencia. El
tratamiento con TM redujo el peso y volumen de las lesiones establecidas en ratones,
en comparacion con el grupo EDT (p<0,05). Ademas, el quelante de Cu disminuyo la
concentracion de estradiol, logrando un nivel similar al dosado en el grupo Sham (p<0,05).
Esta hormona mostré correlacion positiva con el volumen de los implantes (r= 0,5644,
p<0,05). En conclusion, nuestro trabajo muestra resultados prometedores para continuar
con el estudio del TM como posible terapia para la EDT.

PALABRAS CLAVE: Endometriosis. estradiol. Cobre. Tetratiomolibdato de amonio.

EVALUATION OF THE THERAPEUTIC POTENTIAL OF AMMONIUM
TETRATHIOMOLYBDATE IN EXPERIMENTAL ENDOMETRIOSIS

ABSTRACT: Endometriosis (EDT) is defined as the growth of endometrial-like tissue
outside the uterine cavity. It is a chronic, estrogen-dependent disease that affects 5-15% of
women of reproductive age. This pathology still has no cure, and current treatments often
have unwanted side effects. Recently, our research group reported a positive correlation
between copper (Cu) levels in peritoneal fluid (PF) and the volume of induced lesions in
mice. There are also reports by other authors on elevated Cu in samples from patients
with EDT. In many cancers, dysregulation in Cu homeostasis promotes tumor progression.
Therefore, our aim was to evaluate the impact of ammonium tetrathiomolybdate (TM, Cu
chelator) on the progression of experimental EDT. Twenty-one female C57BL/6 mice were
divided into three groups: Sham (placebo surgery), EDT, and EDT+TM. The EDT induction
was performed by autologous transfer of uterine tissue to the intestinal mesentery. The
EDT+TM group received 0.70 mg of TM/day/mouse in the drinking water for three weeks,
starting on postoperative day 8. After one month of induction of the pathology, the mice
were sacrificed. The lesions were identified, counted, measured with calipers, and weighed.
PF was also collected for the determination of estradiol by chemiluminescence. Treatment
with TM reduced the weight and volume of established lesions in mice compared to the
EDT group (p<0.05). Furthermore, the Cu chelator decreased the estradiol concentration,
reaching a level similar to those of the Sham group (p<0.05). This hormone showed a
positive correlation with the volume of the implants (r = 0.5644, p<0.05). In conclusion,
our work shows promising results to continue with the study of TM as a possible therapy
for EDT.

KEYWORDS: Endometriosis. Estradiol. Copper. Ammonium tetrathiomolybdate.

1 INTRODUCCION

La endometriosis (EDT) se define clasicamente como una enfermedad
ginecoldgica cronica y progresiva, caracterizada por el establecimiento y crecimiento de

tejido tipo endometrial (glandular y estromal) fuera de la cavidad uterina. Estos implantes
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endometriosicos responden a hormonas sexuales y originan microsangrados que
producen un foco inflamatorio constante. En consecuencia, la EDT es la causa mas comun
de dolor pélvico cronico. También se han descrito otros sintomas como dismenorrea,
dispareunia, disuria y subfertilidad, lo que repercute negativamente en la calidad de vida
de las pacientes (Bulun y cols., 2019). Dado que afecta el metabolismo en el higado y el
tejido adiposo, conduce a inflamacion generalizada y altera la expresion de genes en el
cerebro causando sensibilizacion al dolor y trastornos del estado de animo, ahora se la
considera una enfermedad sistémica en lugar de una enfermedad exclusiva de la zona
pélvica (Taylor y cols., 2021).

La EDT afecta al 5-15% de las mujeres en edad reproductiva en todo el mundo y
aun no existe una cura. Las estrategias de tratamiento se limitan a la reseccién quirtrgica
de las lesiones o a la supresién de la funcion ovarica y la accion del estradiol. Sin embargo,
los sintomas reaparecen en el 20-40% de los casos después de la cirugia, y la supresion
ovarica a largo plazo suele ser ineficaz, suprime la fertilidad y un estado hipoestrogénico
tiene efectos secundarios no deseados. Existe, por lo tanto, una necesidad clinica
insatisfecha de nuevos tratamientos, principalmente no hormonales, que permitan
controlar los procesos que favorecen la progresion de la EDT (McKinnon y cols., 2016;
Rogers y cols., 2017).

Los desequilibrios en la homeostasis de elementos traza parecen desempenfar un
papel importante en la progresion de la EDT (Turgut y cols., 2013; Pollack y cols., 2013;
Rzymski y cols., 2015). Nuestro grupo de investigacion demostrd que los niveles de cobre
(Cu) en el fluido peritoneal (FP) se correlacionan positivamente con el volumen de las
lesiones tipo endometridsicas inducidas en raton (Delsouc y cols., 2019). También existen
reportes de niveles elevados de Cu en muestras de suero y orina de pacientes con EDT
(Turgut y cols., 2013; Pollack y cols., 2013). Cu ha sido asociado particularmente con el
estrés oxidativo en esta patologia. Sin embargo, en otras patologias proliferativas, se ha
demostrado que la desregulaciéon de la homeostasis de Cu esta implicada en multiples
aspectos de la progresion tumoral, incluida la proliferacion celular, la angiogénesis y la
metastasis (Denoyer y cols., 2015; Leliévre y cols., 2020). Ademas, puede potenciar la
accion estrogénica, favoreciendo la proliferacion de células tumorales dependientes
de estradiol (Darbre, 2006). Por consiguiente, una modalidad terapéutica que permita
reducir los niveles de Cu en EDT resulta un enfoque novedoso para el tratamiento médico
de la afeccion.

El tetratiomolibdato de amonio (TM; [NH,],MoS,) es un quelante de Cu de réapida
accion y buen perfil de seguridad, que se esta investigando como estrategia contra el

cancer debido a sus propiedades antiangiogénicas y antiproliferativas (Brewer y cols.,
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2000; Pany cols., 2002; Cox y cols., 2003; Redman y cols., 2003; Chan y cols., 2017; Xu y
cols., 2018). Lo distingue de otros quelantes de Cu su mecanismo de accién dual: por una
parte, TM interfiere en la absorcion de Cu a nivel gastrointestinal y, por otra parte, forma
un complejo tripartito estable con la albumina sérica y el Cu libre en el torrente sanguineo,
reduciendo la carga de Cu en el paciente.

Hasta ahora, ningun trabajo previo ha analizado los efectos de TM sobre la EDT
teniendo en cuenta que, al igual que el cancer, esta patologia se caracteriza por la invasion
celular y el crecimiento sin restricciones, el desarrollo de nuevos vasos sanguineos y la
disminucion del numero de células apoptoéticas. Por lo tanto, el objetivo del presente

trabajo fue evaluar el impacto de TM en la progresion de la EDT experimental.

2 MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6 de dos meses de edad, con un
peso de 19-21 g. Las colonias de cria se establecieron en el Bioterio de la Universidad
Nacional de San Luis (San Luis, Argentina) bajo rigurosas condiciones de luz (12 h de luz, 12
h de oscuridad), temperatura controlada (22 + 2 °C), con la administracion de agua estéril
y comida ad libitum. Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo
con la Guide for the care and use of laboratory animals of the National Institutes of Health.
El estudio en animales fue revisado y aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales (CICUA) de la Universidad Nacional de San Luis (Protocolo N° B-304/19).

21 INDUCCION QUIRURGICA DE LA ENDOMETRIOSIS PERITONEAL EN RATONES

Veintitin ratones hembra se dividieron aleatoriamente en tres grupos: 1) Sham
(cirugia placebo), 2) EDT (ratones con EDT inducida) y 3) EDT+TM (ratones con EDT
inducida, tratados con TM). Primero, los animales fueron anestesiados con 100 mg/kg
de ketamina (Holliday Scott, Buenos Aires, Argentina) y 10 mg/kg de xilacina (Richmond,
Buenos Aires, Argentina) administrados via intraperitoneal. Posteriormente, se hizo una
incision ventral media y se extrajo el cuerno uterino derecho del animal, el cual se colocé en
medio DMEM-F12 (Gibco, Life Sciences, Great Island, NY, EE. UU.). Luego, el cuerno uterino
se abri6 longitudinalmente y se corté en tres piezas cuadradas de aproximadamente 4 mm?
cada una, las cuales se suturaron al mesenterio intestinal con un solo punto (Supralon 6-0,
Ethicon, Somerville, Nueva Jersey). En ratones pertenecientes al grupo Sham, se realizaron
tres suturas en el mesenterio intestinal sin la adicién de tejido (Figura 1). Por ultimo, el area
se hidratd con solucion fisiologica estéril suplementada con antibidtico-antimicético y el

abdomen de los animales se cerrd con el mismo material de sutura y puntos contiguos.
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2.2 ADMINISTRACION DE T™M

Se verificd y registro el consumo diario de agua de cada ratén durante 10 dias
(Cox y cols., 2003). A partir de esa informacion, cada animal del grupo EDT+TM recibid
TM (catalogo #323446; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU) diariamente en agua potable
estéril (dosis optima: 0,7 mg/dia/ratdon; Cox y cols., 2003), desde el dia 8 postoperatorio
hasta el dia de la eutanasia. Los animales de los grupos Sham y EDT recibieron sélo
agua potable estéril (Figura 1). Para controlar que no ocurriera deficiencia severa de Cu
en ratones tratados con TM, semanalmente se verifico que el peso de cada animal no
disminuyera mas del 10% del valor inicial y que el hematocrito no disminuyera por debajo
del 80% de la linea base (Brewer y cols., 2000, Brewer y cols., 2003).

Luego de un mes de inducida la EDT, los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical, en estadio de diestro. Inmediatamente, se abrid un pequefio orificio
medioventral a través del cual 1,5 mL de buffer fosfato salino se inyecté en la cavidad
peritoneal de cada animal. ElI FP se recogio y se centrifugd a 250 g durante 10 minutos
a 4 °C. Los sobrenadantes se almacenaron a -80 °C hasta la determinacion de estradiol.
Finalmente, se abrié completamente el abdomen para tener acceso a las lesiones tipo

endometridsicas presentes en los animales inducidos.

Figura 1. Representacion esquematica del disefio experimental.

— — —»O — ﬁ N

Hembras C57BL/6 Autotransplante de tejido
2 meses de edad uterino en el mesenterio
intestinal
( (¢ J
\ /\ l

Sham /  \

(n=7)
EDT EDT+TM
(n=7) (n=7)
Semanas
L 2 1 3 1 4
¥ | | 1
. Semanas 2-4:
Dia 0: - Grupos Sham y EDT (control): agua potable
cirugia - Grupo EDT+TM (tratado): 0,70 mg de TM/dia/ratén

Protocolo CICUA-FQByF-UNSL: B-304/19

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancos e Possibilidades Capitulo 5



2.3 EVALUACION MACROSCOPICA DE LOS IMPLANTES

Las lesiones fueron identificadas, contadas y medidas con calibre en dos
diametros perpendiculares para el calculo del volumen, mediante la siguiente ecuacion:
V=(4/3) tr?r, (r,yr,sonlos radiosy r.<r,). Luego, fueron pesadas utilizando una balanza

analitica (precision 0,1 mg).

2.4 ENSAYO DE ESTRADIOL

Las muestras de FP se enviaron a un laboratorio clinico para el analisis de rutina
de estradiol mediante el método de quimioluminiscencia, usando el instrumento ADVIA
Centaur XP system (Siemens Healthcare Diagnostics Inc, Deerfield, IL, USA). Los niveles

de estradiol en FP se expresaron en pg/mL.

2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de datos se utilizé el software GraphPad Prism. Los valores se
presentan como la media + S.E.M de 7 animales por grupo. Las diferencias entre las
medias de cada grupo experimental se analizaron utilizando la prueba de t-Student o
ANOVA | seguido de la Prueba de Tukey, seguin correspondiera. La relacion entre volumen
de lesion y estradiol se evalud mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p<0,05.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

31EFECTO DEL TM EN EL DESARROLLO DE LESIONES TIPO ENDOMETRIOSICAS

Mediante el examen macroscopico del tejido uterino ectdpico, se pudo observar
que el tratamiento con TM no afecto el numero de lesiones establecidas por raton (Figura
2A). Sin embargo, la administracion de este quelante de Cu disminuyé significativamente
el volumen y el peso de las lesiones, en comparacion con el grupo no tratado (p<0,05;
Figura 2B, C).
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Figura 2. Efecto del tratamiento con TM sobre el nimero de lesiones establecidas por ratéon (A), el peso (B) y
el volumen (C) de los implantes. En la parte inferior del panel se proporcionan fotografias de las lesiones tipo
endometriosicas (delimitadas en amarillo) (D) representativas de los grupos EDT (i) y EDT+TM (ii). *p<0,05
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Similar a lo reportado en estudios sobre varios canceres, TM exhibié efectos
antitumorales. Esto puede deberse a que el agente quelante de Cu posee reconocidas
propiedades antiangiogénicas y antiproliferativas, ya que Cu es necesario para la uniéon
del factor inducible por hipoxia (HIF)-1la a los elementos de respuesta a la hipoxia,
modulando asi la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) y las citocinas angiogénicas (Baldari y cols.,
2020). La angiogénesis es fundamental para el crecimiento de los implantes en sitios
ectopicos porque asegura los medios necesarios para el suministro adecuado de oxigeno
y nutrientes, componentes inmunes, hormonas y la eliminacion de productos de desecho.
Por lo tanto, se sabe que su inhibicion obstaculiza la progresion de la EDT. Ademas, Cu tiene
la capacidad de mediar la activacion de diferentes vias de sefalizacion responsables de los
procesos celulares basicos, incluida la proliferacion, apoptosis, adhesion e invasion (Walter
y cols., 2006; Turski y cols., 2012). Este metal también es considerado un metaloestrogeno
capaz de potenciar la accion estrogénica (Darbre, 2006) y es esencial para la actividad de
la enzima superodxido dismutasa 1 (Cu/Zn-SOD), cuya sobreexpresion se ha considerado
importante para la formacion de tumores, mientras que su inhibicion provoca la apoptosis
en las células cancerosas (Eleutherio y cols., 2021). Estos antecedentes dan sustento a

nuestros resultados obtenidos por la quelacion del metal.
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3.2 EFECTO DE TM SOBRE LA CONCENTRACION DE ESTRADIOL EN FP DE
RATONES CON EDT INDUCIDA

El establecimiento de la EDT incrementd la concentracion de estradiol en FP,
mientras que, luego de la administracion del TM, se logré alcanzar valores similares a
los del grupo Sham (p<0,05; Figura 3A). Ademas, se verifico la existencia de correlacion
positiva entre el volumen de las lesiones tipo endometridsicas y la concentracion de
estradiol, para todo el grupo de ratones con EDT inducida (coeficiente r de Pearson:
0,5644, p<0,05; n= 14; Figura 3B).

La relacion entre las variables no es un detalle menor considerando que la EDT es
unaenfermedad dependiente de estradioly que, asuvez,las células epiteliales y estromales
endometridsicas son las principales responsables de la secrecion local de estradiol en la
EDT peritoneal. Ambas células, que sobreexpresan enzimas esteroidogénicas que utilizan
dehidroepiandrosterona (DHEA) y colesterol como sustrato (Rizner, 2009), posiblemente
se vieron afectadas, considerando la reduccion del peso y volumen de las lesiones.

Figura 3. Efecto del tratamiento con TM sobre los niveles de estradiol en FP de animales pertenecientes a los

grupos Sham, EDT y EDT+TM (A). *p<0,05. La relacién entre volumen de lesion y estradiol (B) se determind
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.
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Cu también desempefia un papel en la esteroidogénesis. Se ha reportado que en
niveles elevados puede estimular la expresion de enzimas involucradas en la sintesis de
estradiol (Soniy cols.,2018; Suny cols.,2019), mientras que en niveles bajos puede disminuir
la DHEA sérica (Klevay & Christopherson, 2000). Ademas, tanto Cu como estradiol se
consideran pro-proliferativos en diversas patologias y se ha demostrado la existencia de
correlacion positiva entre Cu y el volumen de las lesiones tipo endometriosicas inducidas

en ratones (Delsouc y cols., 2019). Por consiguiente, TM podria causar la regresion de
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las lesiones tipo endometridsicas a través de los mecanismos descritos que, aunque

diferentes, estan relacionados entre si.

4 CONCLUSIONES

La capacidad de TM de causar regresion de las lesiones tipo endometridsicas y
su buen perfil de seguridad son caracteristicas atractivas para continuar con el estudio de

este agente quelante de Cu como posible tratamiento no hormonal para la EDT.
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RESUMEN: EI| objetivo del estudio fue
identificar si existen interrelaciones
ambientales entre la enfermedad cardiacay el
ejercicio. Este estudio consistio en unarevision
de laliteratura estructuradaen la busqueda del
patron de sistematizacion de la informacion.
Se utilizé la plataforma MedLine, Scielo,
Lilacs, Ebsco, Capes, PubMed y Academic
Google, donde se recopilaron articulos y
libros de estudio. Para ello, los descriptores
se utilizaron Unicamente en inglés, espafol
y portugués. Sin embargo, segun algunos
controles, se descartaron trabajos que no
abordaran el tema especifico o por presentar
sintomas congénitos, factor que excluyé el
estudio. Asi, vemos que, en los ultimos anos,
la educacion fisica se ha vuelto mas evidente
como herramienta auxiliar en la medicina.
Dado que el corazon es un organo muy
importante para el funcionamiento del cuerpo
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humano en su conjunto, es necesario comprender que el ejercicio fisico se convierte
en una herramienta auxiliar para mantener los niveles de salud del cuerpo humano.
También es necesario demostrar que el factor ambiental puede reaccionar favorable o
negativamente ante posibles dafios al sistema cardiaco y érganos relacionados.
PALABRAS CLAVE: Enfermedad cardiovascular. Medio ambiente. Ejercicio fisico.

CARDIOPATHIES, EXERCISE AND ITS ENVIRONMENTAL INTERRELATION:
LITERATURE REVISION

ABSTRACT: The aim of the study was to identify whether there are environmental
interrelationships between heart disease and exercise. This study consisted of a
literature review structured in a search for the pattern of systematization of information.
The MedLine, Scielo, Lilacs, Ebsco, Capes, PubMed and Academic Google platform were
used, where articles and study books were collected. For this purpose, the descriptors
were used only in English, Spanish and Portuguese. However, according to some controls,
works that did not address the specific topic or because they presented congenital
symptoms were discarded, a factor that excluded the study. Thus, we see that in recent
years, physical education has become more evident as an auxiliary tool in medicine.
Since the heart is a very important organ for the functioning of the human body, it is
necessary to understand that physical exercise becomes an auxiliary tool in maintaining
the health levels of the human body. It is also necessary to show that the environmental
factor can react favorably or negatively to possible damage to the cardiac system and
related organs.

KEYWORDS: Cardiovascular Disease. Environment. Physical exercise.

AS CARDIOPATIAS, O EXERCICIO E SUA INTERRELAGAO AMBIENTAL: REVISAO DA
LITERATURA

RESUMO: O objetivo do estudo foi identificar se existem inter-relagcdes ambientais entre
as cardiopatias e o exercicio. Este estudo foi composto de uma revisdo de literatura
estruturada em uma busca no padrao da sistematizacado de informacoes. Utilizou-se a
plataforma MedLine, Scielo, Lilacs, Ebsco, Capes, PubMed e Google Académico, onde
foram captados os artigos e livros de estudo. Para tanto utilizou-se os descritores somente
em inglés, espanhol e portugués. Contudo, conforme alguns controles, foram descartados
os trabalhos que ndo abordarem o tema especifico ou por apresentarem sintomatologia
congénita, fator de descarte do estudo. Assim, vemos que nos ultimos anos, a educagao
fisica se tornou mais evidente como uma ferramenta auxiliar da medicina. Visto que o
coragdo é um orgao muito importante para o funcionamento do corpo humano como
um todo, sendo necessario compreender que o exercicio fisico se torna uma ferramenta
auxiliar na manutencao dos niveis de saude do corpo humano. Também é necessario
evidenciar que o fator ambiental pode reagir favoravel ou negativamente aos possiveis
danos que sdo acometidos ao sistema cardiaco e 6rgaos relacionados.
PALAVRAS-CHAVE: Doenca Cardiovascular. Meio ambiente. Exercicio fisico.
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1 INTRODUCCION

El ambiente siempre esta relacionado con las diferentes acciones de nuestra
vida diaria, aunque a veces mas y otras menos. En este sentido, los problemas cardiacos
siempre se han asociado a diferentes factores ambientales.

La enfermedad cardiovascular es una patologia insidiosa (Lunkes et al., 2018),
considerada la principal causa de mortalidad en el mundo (Avelino et al., 2020). En Brasil,
las enfermedades cardiacas representan el 28% de la poblacion, constituyendo un
problema de salud publica relevante (Sarraf et al. 2018).

Actualmente, es comun en los cursos de pregrado que existan disciplinas que
presenten el corazon, su anatomia, fisiologia, posibles enfermedades y tratamientos a
partir del ejercicio fisico. Sin embargo, la prescripcion y desarrollo de una formacion mas
especifica sigue siendo un cuidado que debe ser atendido bajo las guias de cardiologia
(Silva et al., 2021).

La comprension de la aplicabilidad del ejercicio como herramienta de recuperacion
y estabilizacion del individuo afectado por la insuficiencia cardiaca es ya una realidad y
puede ampliarse desde la perspectiva de la situacion ambiental hasta la deficiencia.

La Sociedad Brasilefia de Cardiologia destaca que los pacientes con enfermedades
cardiacas pueden obtener beneficios positivos del ejercicio fisico regular, ayudando con
habitos de vida saludables y tratamiento (Précoma et al., 2019).

Bomfim y col. (2021), destaca en su estudio la necesidad de la actividad fisica para
protegerse de las enfermedades cardiovasculares, siendo un mecanismo directamente
relacionado con la prevencion y el control. Para ello, los beneficios de esta practica solo se
conseguiran si los ejercicios se realizan de forma adecuada y regular (Trapé et al., 2018).

El estudio de Silva et al. (2021) se pudo observar la mejoria clinica de algunos
pacientes cardiacos que se encontraban en un grupo de riesgo en relacion con la
indice Cintura Cadera (ICC) e indice de Masa Corporal (IMC), y luego de las actividades
aerodbicas y anaerdbicas, migraron al rango normal previsto en el protocolo.

Sin embargo, se ha descubierto que muchas caracteristicas del entorno tienen
una influencia importante en el riesgo, la progresion y la gravedad de las enfermedades
cardiovasculares (ECV). Los cambios en el medio ambiente debido a la migracion a
diferentes ubicaciones geograficas, los cambios en las elecciones de estilo de vida y
los cambios en las politicas sociales y las practicas culturales alteran el riesgo de ECV,
incluso en ausencia de cambios genéticos (Bhatnagar, 2017).

En este contexto, este estudio tiene como objetivo identificar si existen

interrelaciones ambientales entre la enfermedad cardiaca y el ejercicio.
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2 MATERIALES Y METODOS

Este estudio consistid en una revision de la literatura estructurada en la busqueda
del patron de sistematizacion de la informacion. Se utilizo la plataforma: MedLine, Scielo,
Lilacs, Ebsco, Capes, PubMed y Academic Google.

Para ello se utilizaron los siguientes descriptores: Enfermedad cardiaca, ejercicio
y rehabilitacion cardiaca, medio ambiente y enfermedad cardiaca, formacion profesional
en educacion fisica. Se utilizaron los descriptores correspondientes en inglés: “Cardiac
diseases”, “cardiac exercise and rehabilitation”, “environment and heart disease” e
“vocational training physical education” e espanhol: “Enfermedades cardiacas”, “ejercicio
y rehabilitacion cardiacos”, “medio ambiente y enfermedades cardiacas” y “formacion
profesional en educacion fisica”.

En este primer momento se utilizaron libros y articulos encontrados con la
tematica considerada material de apoyo académico para estudiantes de pregrado y
aportan la relevancia del tema abordado. De los articulos encontrados, luego de ser leidos,
se descartaron trabajos que no abordaran el tema especifico o por presentar sintomas
congeénitos, lo que fue un factor para descartar el estudio.

El método de este estudio es revisar los articulos para reportar los demas
resultados alcanzados en las investigaciones y que estos puedan asociarse con un
equipo interprofesional como alternativa al tratamiento de la enfermedad, asi como la

asociacion con el medio ambiente.

3 REVISION Y DISCUSION
31EL CORAZON

El corazén es parte del sistema circulatorio y se considera el érgano principal.
Se ubica en el centro mediano de la cavidad toracica, pesa menos de 500g y con dos
tercios de su masa a la izquierda de la linea media del cuerpo (Tortora & Derrickson,
2016). Sus caracteristicas basicas son la division en cuatro camaras, también llamadas
camaras cardiacas.
“El corazon, la estructura principal del mediastino medio, esta dividido en dos
mitades, derecha e izquierda, por un tabique longitudinal. Cada mitad consta
de dos camaras, las auriculas que reciben sangre de las venas, y en otra, los
ventriculos, que conducen la sangre a las arterias: la aorta y la pulmonar”
(PORTO, 2017, p 430).
Estos tienen la funcion de almacenar y redistribuir el volumen de sangre en todo el
sistema. El principio activo del corazon es el de una bomba de impulsién y aspiracion que

tira'y empuja la sangre por todo el cuerpo (Spencer, 1991).
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La constitucion basica del corazon es de un musculo cardiaco, Unico en el sistema
anatomico del ser humano, con caracteristicas muy especificas y diferenciadas de los
musculos lisos y estriados que componen el resto del cuerpo y 6rganos. Su formato puede
ser relacionado con el de una mano totalmente cerrada (Tortora & Derrickson, 2016 y
Spencer, 1991), dedos flexionados en secuencia, pero con un gran espacio ocupado por
las camaras denominadas de atrios y ventriculos.

En el corazén estan las auriculas (parte superior) que recolectan sangre y los
ventriculos (parte inferior) la expulsan al resto del cuerpo. La auricula derecha es donde
fluyen las principales venas sistémicas. La auricula izquierda recibe las venas pulmonares
que entran por separado o en grupos. El ventriculo derecho tiene caracteristicas
especificas, como una media luna en seccion transversal. El ventriculo izquierdo forma el
vértice del corazon y su pared es mas gruesa que la derecha.

Este organo esta ubicado en la region central del torax, protegido por la caja
toracica, entre los dos pulmones y cubierto por una membrana fibrosa conocida como
pericardio (Furtado et al., 2017).

3.2 ENFERMEDADES CARDIACAS

Las cardiopatias se encuentran entre las principales causas de muerte en
diferentes paises en vias de desarrollo y desarrollados (Guimaraes et al., 2015). Las
enfermedades cardiacas pueden adquirirse o presentarse desde el nacimiento. Los
adquiridos tienen diferentes nombres como: enfermedades del miocardio, infeccion
cardiaca, enfermedad valvular, enfermedad cardiaca hipertensiva y enfermedad cardiaca
isquémica (Nunes & Silva, 2020).

Las enfermedades cardiacas, incluidas las congénitas, se pueden diagnosticar
mediante pruebas de capacidad funcional. En este caso, el evaluador somete al paciente
a un cierto esfuerzo fisico y los datos obtenidos pueden reportar las incapacidades del
corazon. Ademas de la prueba fisica, es necesario realizar un seguimiento del médico,
como una encuesta histérica de posible afectacién cardiaca (Silva et al., 2021).

Ademas de la prueba de esfuerzo, esta el electrocardiograma en reposo, el
ecocardiograma en reposo o asociado al esfuerzo y uso de farmacos, radiografia de
torax, gammagrafia miocardica y ventriculografia coronaria.

Desde el tratamiento inicial hasta los tratamientos mas prolongados, depende del
médico determinar los procedimientos en las fases de recuperacion, incluido el uso de
equipo reglamentario o cirugia.

En Godoy (1997) se presentan los actos y comportamientos profesionales,

mostrando que el médico esta siempre en primer plano en la atencion seguida por el
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fisioterapeuta, el terapeuta ocupacional y el nutricionista, y acaba con el profesional
de Educacion Fisica. Estos actos corresponden a las fases |, Il y lll del proceso de
recuperacion y rehabilitacion de la afectacion cardiaca. Esta presentacion de la conducta
evidencia la prestacion del servicio del profesional de Educacion Fisica en el proceso, sin
embargo, es necesario enfatizar que el hecho de existir en la conducta no convierte al

profesional, efectivamente, en un prestador (GUIMARAES et al. 1999).

3.3 EDUCACION FiSICA

En los ultimos afnos, la educacion fisica se ha vuelto mas evidente como
herramienta auxiliar en la medicina. En 1997, el Consejo Nacional de Salud - Ministerio de
Salud, mediante Resolucion CNS No. 218 del 6 de marzo de 1997, comenzo a catalogar la
Educacion Fisica como un area de salud. El mismo consejo, incluso en 1997, comenzo a
reconocer al profesional de Educacion Fisica como miembro del area de salud (BRASIL,
1997), permitiendo que el profesional formado en cursos de educacion superior se
reuniera con médicos y otros profesionales y entornos relacionados con esta. gran
superficie (Loch et al., 2020).

Aungue era el ano 1997, pocos cursos de educacion superior aprovecharon esta
oportunidad y, al igual que los cursos, los profesionales graduados también hicieron poco.
Durante los ultimos 22 afios, este problema se ha reorganizado. Los nuevos marcos
curriculares se mostraban mas abiertos a este cambio y no esperaban a que solo el
profesional abriera este camino.

En 2004, el Consejo Nacional de Educacion emitio directrices (07 del 31/04/04 -
Brasil, 2004, y 04 del 06/04/2009 - Brasil, 2009) para cursos en el area de la salud que
hacen mas efectiva esta caracteristica. Las disciplinas estan estructuradas con el objetivo
de la interdisciplinariedad y la atencion de la salud en su conjunto. En este contexto inicial,
aprovechando la realineacion de los cursos de educacion fisica dentro del area de la
salud y apuntando a su relacion con el medio ambiente, comenzamos a darnos cuenta
de la importancia de identificar las interrelaciones ambientales entre la cardiopatia y el
ejercicio fisico.

El conocimiento sobre enfermedades y procesos de recuperacion debe
basarse en principios basicos de egreso en Educacion Fisica como anatomia, fisiologia,
bioquimica, cineantropometria, entrenamiento deportivo, asistencia a grupos especiales,
entre otras disciplinas. EI mayor problema de la graduacion es el tiempo asignado en el
plan de estudios para que estas materias puedan satisfacer la demanda necesaria en la

prestacion de servicios especializados.
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En torno a esto surge la necesidad de una formacion complementaria que puede
darse a través de cursos de formacion complementaria o de especializacion lato-sensu.

A diferencia del curso de medicina, la educacion fisica no cuenta con un programa
formativo complementario especifico como la residencia médica. Esta formacién adicional
aparece segun sea necesario. La educacion fisica tiene una formacién muy generalizada
en su proceso formativo y hace que sea imposible impartir una formacion especifica. En
este contexto, los egresados necesitan orientar su carrera hacia el trabajo y también
hacia la formacién continua, lo que les obliga a cruzar muchos caminos si no tienen uno
ya elegido (Candido et al., 2018).

En 1998, la educacion fisica fue reconocida como profesion, el egresado, a partir
del 1 de septiembre de 1998 (Brasil, 1998), pasé a ser conocido como profesional de
educacion fisica, hasta entonces como docente de educacion fisica. Si bien esto sucedio,
aun se necesitaron otros seis afos para que el Consejo Nacional de Educacion (BRASIL,
2004) formalizara la separacion de bachillerato y licenciatura, haciendo mas evidente la
formacion para el area de la salud.

Este cambio en el estatus de egreso en educacion fisica es lo que posibilito los
cambios mas efectivos en los planes de estudio, aunque todavia, en un principio, no tan
notorios. Los cursos comenzaron a mostrar disciplinas que ya tenian menos caracteristicas
deportivas y un cuidado mas efectivo para el individuo en su conjunto (Rocha et al., 2019).

El proceso de formacion en educacion fisica, en su base mas remota, aparece
como un curso de formacion para la licenciatura, es decir, la formacion del profesorado
para la educacion formal, y asi fue durante muchos anos. En 1987 se crea el bachillerato
en educacion fisica, un intento de desvincular la ensefianza formal de la practica
deportiva y otras posibilidades que pudiera tener el egresado en educacion fisica
(Ramalho & Cardoso, 2021).

El bachillerato es la carrera que se relaciona directamente con el area de la salud,
conteniendo disciplinas que sugieren su rol en la prevencion y control de la salud en
individuos considerados saludables, y su desempefio esta garantizado en los casos que
requieran la practica de ejercicios durante la recuperacion de afectados por diferentes
problemas en su salud. Una de estas practicas es la rehabilitacion cardiaca.

La resolucion surgid y nunca fue efectivamente llevada a cabo por el maximo
6rgano de educacion (MEC), por lo que los grados, licenciatura y bachillerato, convivieron
hasta 2004 cuando efectivamente se separaron.

El MEC autorizo, en base a resoluciones, la separacion oficial de asignaturas,
convirtiendo la educacion fisica en dos titulaciones especificas. Actualmente, bajo pautas
especificas, los cursos se desarrollan en cursos de educacion superior en todo el pais
(Barboni & Dias-Junior, 2017).
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3.4 EJERCICIO FiSICO

A partir de la formacion completa el profesional de educacion fisica necesita estar
regularmente inscrito en el consejo de clase para poder actuar. El Consejo Federal de
Educacion Fisica - CONFEF fue creado bajo la Ley n° 9696 de 1° de septiembre de 1998
(1998) iniciando la profesionalizacién de la formacion en educacion fisica (licenciados y
bachilleres) a través del sistema de control de la actuacién profesional CONFEF / CREFs
(Consejo Regional de Educacion Fisica).

Los CREFs se ubican en los estados, en Santa Catarina es el CREFO3 que coordina
los registros y fiscaliza la actuacion profesional garantizando al usuario la calidad en la
prestacion del servicio que involucra el ejercicio, el deporte, la gestion y la educacion
fisica escolar.

La mencion con respecto al CONFEF es solo informar que el profesional debe
estar habilitado para el ejercicio no soélo con el diploma, sino también con el registro en el
consejo de clase.

En este contexto, podemos afirmar que larealizacion del programa de entrenamiento
o ejercicio fisico en el proceso de rehabilitacion debe ser realizada por un profesional de
educacion fisica tan pronto como sea dado de alta por su médico (Pessoa et al., 2017).

El concepto de actividad fisica puede caracterizarse por cualquier movimiento que
genere un gasto caldrico superior al nivel en reposo (Caspersen, Powell & Christenson
(1985). Los mismos autores también destacan que el ejercicio fisico consiste en una
actividad fisica sistematica, estructurada y con objetivos especificos.

El uso indiscriminado del término actividad fisica, principalmente por parte de los
medios de comunicacion, conlleva muchos retrocesos en la comprension de ambos. Un
ejemplo de esto se encuentra en el articulo de Nascimento et al. (2016) donde el titulo
sugiere actividad fisica y el cuerpo del texto se refiere al ejercicio.

Los ejercicios fisicos tienen la funcion basica de promover el desarrollo de
habilidades fisicas que, por tanto, promueven la mejora de la condicion fisica. La aptitud
fisica esta relacionada con la capacidad del individuo para resolver problemas cotidianos
o relacionados con el deporte.

La referencia a la mejora de la calidad de vida y la salud se relaciona con el uso
del ejercicio fisico como fuente de beneficios para el cuerpo, el razonamiento, la salud y el
espiritu (Martin & Stockler, 1998; Lipp & Rocha, 1996). La practica de ejercicios para este
fin no busca registros, sino objetivos practicos para mejorar el comportamiento fisico y
fisiologico, capacitando al individuo para vivir con calidad y autonomia el mayor tiempo

posible en la vida, haciéndolo util en el periodo mas critico, que es el final de tu vida.
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Mandsager y col. (2018) presentan un estudio a largo plazo en el que se analizaron
122.007 participantes en una prueba en tapiz rodante para determinar la capacidad
cardiorrespiratoria y la mortalidad asociada. En este estudio, fue posible encontrar que
una aptitud extremadamente alta se asocio con una supervivencia mas larga y se asocio
con un beneficio en los participantes mayores e hipertensos.

En el caso especifico de personas con enfermedad cardiaca, el médico sera el
responsable de brindar la informacion inicial para el programa a implementar, e incluso se
le debera preguntar sobre las diferentes posibilidades de capacitacion con su paciente,
de acuerdo con el Art. 4 de la Resolucion No. 1236/87 (CFM, 1987).

Los programas deben ser individualizados para que se puedan observar los
efectos y la continuidad sea un factor decisivo en la busqueda de metas concretas, sin
embargo, es necesario enfatizar que la practica de ejercicios no puede verse como un

factor unico en el proceso de rehabilitacion.

3.5 EL FACTOR AMBIENTAL

Los factores ambientales son complejos y sus dominios naturales, sociales
y personales son muy variables debido a la diversidad, las historias evolutivas, las
estructuras sociales y las elecciones individuales (Bhatnagar, 2017).

Kivimakiy col. (2017) en su estudio de cohorte muestra que las personas que estan
mas comprometidas, en términos de horas de trabajo, son mas propensas a la fibrilacion
auricular (40%) que aquellas que solo cumplen con las horas de trabajo estandar. Podemos
decir que los ambientes estresantes o altamente responsables afectan al individuo y uno
de los danos mas evidentes esta en el corazon.

El entorno residencial, que podria ser un consuelo o descanso, a veces puede
convertirse en una molestia, lo que puede generar estrés adicional. De todos modos, eso
si, el entorno también puede estar por debajo de las condiciones ideales de vida y, en este
caso, puede estar relacionado con factores mas determinantes del aumento del estrés
psicologico y fisioldgico.

Andrade y Dolinski (2017) realizaron una revision sobre la practica de ejercicios y
el medio ambiente y notaron que, en los estudios analizados, existia una correspondencia
entre contaminantes y limites establecidos para la normalidad de la practica. Sin embargo,
en otro estudio de Andrade et al. (2018) realizado en colaboracion con instituciones de
Europa, ya es posible establecer que hay lugares de practica de ejercicio que estan
trabajando con indices de concentracion de CO2 muy superiores a los recomendados

para la salud.
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En este sentido, es bueno recordar que el ejercicio puede verse comprometido por
la ineficiencia de la ventilacion en el espacio fisico y convertirse en un elemento nocivo.

Para Mantovani et al. (2016) y Pope Il (2004) retratan la existencia de estudios que
presentan los contaminantes del aire con destaque para: las primarias, como el monoxido
de carbono (CO), los 6xidos de nitrogeno (NOx), PM (particulas de diametro inferior a
10 micras) y fracciones como PM (particula de diametro inferior o igual a 2,5 ym) que
componen entre el 60% y el 70% del material en particulas PM. Estos componentes van a
interferir en el individuo y pueden producir dafios a la salud. En este caso Sade et al. (2015)
presentaran, en su estudio que la PM esta asociada a enfermedades cardiovasculares y
que puede incidir en el ACV a partir de la contaminacién en ambiente de desplazamiento.

Si bien aun es necesario identificar con mayor claridad los mecanismos de accion
y las caracteristicas de los individuos, existe evidencia de que gran parte de los efectos
adversos sobre la salud humana, relacionados con la contaminacion atmosférica, en
los grandes centros urbanos se pueden atribuir a las emisiones del trafico vehicular.
(Rodrigues et al., 2017).

Los estudios en Itabira-MG mostré que la mineria a cielo abierto de mineral de
hierro es la fuente aparentemente mas relevante de emisién de material particulado
inhalable, siendo que aumentos de 10 g / m3 en la concentracion de este contaminante
resultaron, para las enfermedades cardiovasculares, un efecto agudo con crecimiento de
mas del 4% (IC95%: 0,8-8,5) en las atenciones de emergencia el mismo dia el mismo dia
de la exposicion al contaminante. El efecto parece ser mayor para los pacientes con edad
entre 45 y 64 anos (Mantovani et al., 2016).

Asi, el compromiso de trabajar de forma mas agresiva genera un resultado muy
estresante para el corazon. Aliado a la rutina laboral esta el trafico complicado que hace
que el individuo gane un estrés adicional. La jornada laboral aumenta por el retraso y los
contratiempos encontrados en los desplazamientos grandes y prolongados, a menudo

aumentados por incidentes inusuales en el camino.

4 CONSIDERACIONES FINALES

Es posible entender que el corazon es un dérgano muy importante para el
funcionamiento del cuerpo humano en su conjunto, también es necesario entender
que con el tiempo pueden surgir posibles enfermedades por diferentes motivos vy, si,
podemos tener enfermedades heredadas de nuestros antepasados para que puedan o
no manifestarse en el curso de nuestras vidas.

El ejercicio fisico se convierte en una herramienta auxiliar en el mantenimiento

de los niveles de salud del cuerpo humano, evidenciando que su practica, ejercitada de

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancos e Possibilidades Capitulo 6



manera consistente y bien programada, puede incidir en aspectos relacionados con el
mantenimiento y ganancia de la calidad de vida.

También es necesario demostrar que el factor ambiental, en diferentes
circunstancias, puede reaccionar favorable o negativamente ante posibles dafios al

sistema cardiaco y organos relacionados.
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RESUMO: A regidao nuclear do Dominio
Cerrado esta localizada no Planalto Central
Brasileiro e representa um divisor das
principais bacias do pais e da América do
Sul. O Cerrado é a mais extensa savana
da Ameérica do Sul e compreende 21% do
territorio brasileiro, e se espalha numa area de
dois milhées de km2. Além de elevada riqueza
biologica, uma boa parte de suas espécies
sdo endémicas, ou seja, seu habitat Unico é
o Cerrado. A predominancia de terras altas
no Brasil central fornece condi¢cdes para que
as aguas de superficie sejam drenadas para
regides mais baixas. A interface de divisor de
aguas pode representar um nucleo potencial
para espécies aquaticas endémicas, além de
conferir areas prioritarias para a conservacao

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancos e Possibilidades

aquatica no Brasil. O conhecimento da
microfauna aquatica em riachos de cabeceira
vem contribuir para aumentar o registro de
novas espécies e endémicas para o Dominio
Cerrado. O presente capitulo apresenta
resultados obtidos por estudos desenvolvidos
no Cerrado do Brasil central em regides de
cabeceiras de riachos e interfaces entre
biomas (Amazénia-Cerrado-Caatinga). Estes
estudos registraram novas ocorréncias de
espécies, bem como a relagdo das espécies
com as condi¢des naturais e ainda protegidas
de cabeceiras do Cerrado central do Brasil.
PALAVRAS-CHAVE: Savana brasileira.
Areas preservadas. Biodiversidade aquatica.
Espécies endémicas.

MICROFAUNA OF THE HEADWATER
STREAMS IN THE CENTRAL CERRADO OF
BRAZIL

ABSTRACT: The nuclear region of Cerrado
Domain located in the Brazilian Central
Plateau and represents a divisor of the main
basins’ country as also of South America.
The Cerrado is the most extensive savanna
in South America and comprises 21% of the
Brazilian territory, and spreads across an area
of two million km2. In addition to high biological
richness, high part of Cerrado’ species are
endemic, that is, their unique habitat is the
Cerrado. The predominance of highlands in
the central Brazil provides conditions for the
surface water drainage to lower regions. The
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watershed interface may represent a potential nucleus for endemic aquatic species, in
addition to providing priority areas for aquatic conservation in Brazil. The knowledge of
aquatic microfauna in headwater streams contributes to increase the records of new and
endemic species for the Cerrado Domain. This chapter presents results obtained from
studies carried out in the central Cerrado of Brazil on stream headwaters and interfaces
between biomes (Amazon-Cerrado-Caatinga). These studies registered new occurrences
of species, as well as the relationship of the species with the natural and still protected
conditions of headwaters in the central Cerrado of Brazil.

KEYWORDS: Brazilian savanna. Preserved areas. Aquatic biodiversity. Endemic species.

1INTRODUGAO

O Cerrado é a mais extensa savana da América do Sul e compreende 21% do
territério brasileiro, com uma area de dois milhdes de km2. A regido nuclear dessa
savana neotropical esta localizada no Planalto Central Brasileiro e representa um
divisor das principais bacias do pais e da América do Sul (Fonseca et al., 2014). E
biologicamente o mais rico do mundo, com um grau significativo de endemismo
(PADOVESI-FONSECA et al., 2015).

O relevo do Planalto Central do Brasil apresenta extensas superficies planas a
suaves onduladas, as chapadas, situadas em cotas acima de 1000m de altitude. Riachos
de cabeceiras da regido nuclear do Cerrado emergem dessas terras altas e fornece
condicdes para que as suas aguas superficiais sejam drenadas para bacias hidrograficas
contiguas. Com isso, essa regido representa o principal divisor das aguas no pais.
Nascentes e uma infinita rede de ecossistemas I6ticos de pequeno porte, como riachos e
corregos, fluem em profusdo (PADOVESI-FONSECA, 2005).

Ainterface de divisor de aguas pode representar um nucleo potencial para espécies
aquaticas endémicas, além de conferir areas prioritarias para a conservacao aquatica no
Brasil (PADOVESI-FONSECA et al., 2015). Além de abrigar espécies endémicas e uma
elevada biodiversidade (PADOVESI-FONSECA et al.,, 2021), estas areas de interface
podem estar ainda sob condicao pristina. Portanto, amostragem da microfauna em
riachos do Cerrado configura uma importante estratégia para conservacéo de cabeceiras
de sistemas aquaticos no Brasil (PADOVESI-FONSECA et al., 2016).

Zooplancton compde um conjunto de microrganismos aquaticos que vivem
em suspensdo na agua, sem conseguir transpor a correnteza. Os microinvertebrados
planctonicos de agua doce sdo compostos por crustaceos (Cladocera e Copepoda) e
rotiferos (PADOVESI-FONSECA et al., 2015). Suas espécies sdo comumente referenciadas
como elementos de qualidade para a conservacdo ambiental em sistemas aquaticos
(ROCHA, 2020).
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Aguas de superficie naturais do Cerrado tendem a exibir uma notavel
heterogeneidade ambiental (REZENDE et al, 2014) e com uma elevada diversidade
zooplancténica (GOMES et al., 2020). Com base nesta heterogeneidade, e em especial,
de locais mais altos e protegidos, sua preservagao permanente tem sido um desafio para
abrigar espécies endémicas e ameagadas de extingao, revelando um elevado patriménio
de diversidade biolégica (REZENDE et al., 2019).

O conhecimento da microfauna aquatica em riachos de cabeceira vem contribuir
para alavancar o registro de novas espécies e endémicas para o Dominio Cerrado. A
amostragem da biota aquatica nestas areas de conexao também confere uma importante
estratégia para reduzir lapsos relacionados a distribuicdo geografica das espécies, e em
especial em areas protegidas e ainda pristinas. E uma fonte notavel de registros novos
e de espécies novas pois suas cabeceiras fluem para bacias mais baixas, formando
corredores ecoldgicos naturais para muitas espécies aquaticas.

Este capitulo apresenta estudos realizados no Cerrado do Brasil central em
regides de cabeceiras de riachos e interfaces entre biomas (Amazénia-Cerrado-Caatinga).
Apresenta resultados da microbiota aquatica a partir das publicacbes: PADOVESI-
FONSECA et al. (2016), PADOVESI-FONSECA & REZENDE (2017), TORRES et al. (2019),
PADOVESI-FONSECA (2021) e PADOVESI-FONSECA et al. (2021).

2 A RIQUEZA BIOLOGICA NAS NASCENTES DO CERRADO

A microbiota aquatica registrada em aguas naturais no Dominio Cerrado do Brasil
central apresenta tendéncias de diversidade biolégica diferente mais locais que regionais.
Esta tendéncia foi observada por PADOVESI-FONSECA et al. (2021) e a diversidade de
zooplancton esteve direcionada por escalas espaciais menores, como as microbacias de
riachos de cabeceira localizados no Distrito Federal.

Os corregos de cabeceira no Cerrado (Figura 1) tendem a ter aguas mais frias
(em torno de 17°C), transparentes, com baixo teor de nutrientes e levemente acidas
(FONSECA et al,, 2014). Neste sentido, investigar as caracteristicas abioticas dessas

aguas é relevante como direcao na diversidade do zooplancton em sistemas tropicais.
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Figura 1. Corredeiras na frente; ao fundo uma piscina. Rio dos Couros, Chapada dos Veadeiros-GO.

Foto: Claudia Padovesi Fonseca.

O zooplancton deve ser considerado uma ferramenta de qualidade essencial
para a conservacdo ambiental em ambientes aquaticos (CHIBA et al., 2018; ROCHA,
2020). Tal aspecto ¢ possivel pela ubiguidade do zooplancton em ambientes dulcicolas,
especialmente em sistemas lénticos e loticos de grande porte (KUMAR et al., 2011).

Muitos recentes estudos sobre o zooplancton de aguas doces vém sendo
conduzidos no Brasil (PICAPEDRA et al., 2016; GOMES et al., 2020). Entretanto, poucos
estudos foram realizados em sistemas loticos de pequeno porte (BRITO, 2020; XIONG et
al., 2020), e principalmente, em aguas de cabeceira de regides tropicais (PICAPEDRA et
al., 2016; GOMES et al., 2020), comparado com os sistemas lénticos dessa regido (LOPES
et al., 2019; PINESE et al., 2015). A comunidade zooplanctonica de lagoas naturais do
Cerrado, formadas por afloramento do lencol freético, foi bem investigada (LOPES et al.,
2019; PADOVESI-FONSECA & REZENDE, 2017). Portanto, amostragem de microfauna
em corregos de nascente no Dominio Cerrado configura uma importante estratégia para
a conservacao de mananciais e de sua biota (PADOVESI-FONSECA et al., 2016).

A regido nuclear dessa savana tropical, localizada no Planalto do Brasil central,
exibe aguas com uma forte heterogeneidade ambiental (FEIO et al., 2018; REZENDE et

al., 2014), e comportam uma elevada diversidade zooplanctonica (GOMES et al., 2020;
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LOPES et al., 2019). As cabeceiras de corregos de planalto se originam em areas mais
elevadas, que naturalmente fluem para partes ou bacias mais baixas, e podem formar
corredores naturais para muitas espécies aquaticas (REZENDE et al., 2017).

Baseado no potencial de elevada heterogeneidade ambiental dos sistemas
aquaticos localizados em éareas altas e protegidas (Figura 2), sua preservagéo permanente
tem sido um desafio para abrigar espécies endémicas e em perigo de extingcéo, revelando
um elevado patrimonio de biodiversidade (REZENDE et al., 2019). Neste sentido, estudos
sobre a composicdo taxondmica do zooplancton (principalmente em termos locais e
regionais) e as condigdes de qualidade da agua séo relevantes para a conservagao das
areas de cabeceira no Dominio Cerrado.

Figura 2. Heterogeneidade ambiental em corregos de planalto. Piscina com agua parada em trecho do rio dos
Couros, Chapada dos Veadeiros-GO.

Foto: Cladia Padovesi Fonsea.

A potencialidade de obter novos registros de espécies em areas de nascentes do
Dominio Cerrado foi obtida no estudo realizado por PADOVESI-FONSECA et al. (2016)
na regiao de transicéo entre Cerrado e Amazénia. Com este estudo, nove espécies de
Cladocera (microcrustaceos aquaticos) foram registradas pela primeira vez. Regides de
nascentes localizadas em areas de confluéncias entre biomas fornecem condigdes de
ter uma diversidade nova e endémica, e especialmente referente a areas protegidas em

condicdes pristinas.
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3 ZOOPLANCTON COMO INDICADOR BIOLOGICO DE QUALIDADE DAS AGUAS DO
CERRADO

O termo bioindicador representa qualquer forma de vida capaz de quantificar e
monitorar as propriedades dos ecossistemas. Sao espécies ou grupos bioldgicos que
indicam condigdes ambientais e suas alteracdes, que podem ser usados na avaliagao
dessas condicdes ambientais, e com possibilidade de intervencéao humana precoce. As
comunidades aquaticas respondem de maneira previsivel as variagdes ambientais, como
visto para os bentos em corrego periurbano do Distrito Federal (MOREYRA & PADOVESI-
FONSECA, 2007). Os impactos de origem humana, por representarem elementos
externos ao sistema, afetam este equilibrio dinamico, resultando em alteracées nos
padroes esperados (PADOVESI-FONSECA et al., 2010).

Em aguas de nascentes do Cerrado as caracteristicas locais tendem a ser
preponderantes na condugdo da diversidade zooplancténica (PADOVESI-FONSECA et
al., 2021). Os resultados desse estudo apontam que a importancia de escalas espaciais
menores pode ser explicada pela soma de dois principais fatores. Um deles é a dispersao
passiva dos organismos do zooplancton, direcionada pela conexao entre os pontos de
amostragem. O segundo fator corresponde as caracteristicas do nicho, bem como a
heterogeneidade ambiental e a sua estabilidade pela acao protetora da vegetacao riparia
(PADOVESI-FONSECA et al., op.cit. e referéncias). Vimos, com isso, destacar o papel do
zooplancton como indicador util e ferramenta auxiliar no monitoramento da qualidade das

aguas (Figura 3).

Figura 3. Coleta de zooplancton em corregos de planalto. Rio Tocantizinho, Chapada dos Veadeiros-GO.

Foto: Claudia Padovesi Fonseca.
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Em coérregos de cabeceira, além de ter baixas densidades numeéricas, o
zooplancton é dominado por microcrustaceos de pequeno porte e de estagios larvais
(PADOVESI-FONSECA et al, 2016). A baixa riqueza de espécies em coérregos de
cabeceira pode ser explicada pela associacado do zooplancton com aguas mais paradas
(PADOVESI-FONSECA & REZENDE, 2017), como remansos. Os remansos Sao mais raros
em corregos de cabeceira, se comparados com 0s rios maiores.

Além disso, o zooplancton apresenta alta dependéncia de nutrientes dissolvidos
na agua (PADOVESI-FONSECA & REZENDE, 2017). Os nutrientes foram essenciais para
registros maiores de riqueza de espécies em corregos de cabeceira do Distrito Federal
(PADOVESI-FONSECA et al., 2021). Apesar disso, estas cabeceiras do Dominio Cerrado
apresentam baixas concentracdes de nutrientes (FONSECA et al., 2014), o que explica as
baixas densidade, diversidade e riqueza do zooplancton (MUYLAERT et al., 2010).

A heterogeneidade ambiental permite a diversificacdo de nichos e adaptacéao
diferenciada em ambientes de correnteza, como os corregos. Ambientes de correnteza
exerce agao sobre o modo de vida plancténico. Os efeitos da correnteza do rio e arraste
dos organismos representam dois fatores que limitam o plancton no canal dos cursos
d’agua. Grupos associados ao fundo dos rios, os chamados bentos, sdo adaptados a este
tipo de ambiente e predominam, como cos quidorideos (PERBICHE-NEVES et al., 2012).
Assim, grupos nao planctonicos sao tipicos representantes de cabeceiras do Cerrado.
PADOVESI-FONSECA et al. (2016) registraram 80% de claddceros ndo-planctdnicos em
corregos de interface Amazoénia-Cerrado.

Adaptacoes morfoldgicas também sao observadas no zooplancton de rios. As
espécies adaptadas a correnteza apresentam corpos cobertos por carapacas rigidas e
com frequéncia sdo achatados dorso-ventralmente (Figura 4).

Figura 4. Espécies adaptadas a correnteza; vivem associados ao substrato ou vegetagao. (a) Copepoda Cyclopoida;
(b) Cladocera, Alona guttata. Estacao Ecolégica de Aguas Emendadas-DF.

—
(a) (b)

Fotos: Damido Ferreira da Costa.
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As espécies planctonicas sdo adaptadas a ambientes parados, e nos rios sédo
arrastadas para areas laterais de remanso, ou piscinas ao longo do rio. Neste caso,
quando sao arrastados pela correnteza, morrem e quando capturados, estdo com os
corpos desidratados e quebrados (Figura 5). Este detalhe é importante salientar pois
dificulta a identificacéo taxonémica dos espécimes coletados.

Figura 5. Espécies adaptadas a aguas paradas; sdo arrastadas de remansos e piscinas dos cérregos. Efeito:

corpos desidatrados e partes quebradas. (a) Cladocera, Daphnia gessneri; (b) Copepoda Calanoida. Rio dos
Couros, Chapada dos Veadeiros-GO.

(a) (b)

Fotos: Claudia Padovesi Fonseca.

A riqueza do zooplancton em corregos de cabeceira normalmente é baixa e,
por conseguinte, resulta em diferengas sutis entre os pontos de amostragem, e em
escalas maiores as dissemelhancas nao sdo detectadas (vide resultados de PADOVESI-
FONSECA et al., 2021). Além do ambiente de correnteza ndo favorecer o desenvolvimento
do zooplancton, como dito anteriormente, a ndo variagao da diversidade do zooplancton

nestas areas podem também ser explicada por:

(1) Similaridade entre os pontos de amostragem pelo estado de conservacao
dos cérregos, que preserva um numero similar de habitats (VAN ONSEM et
al., 2010);

(2) Baixa concentracdo de nutrientes (FONSECA et al., 2014; REZENDE, et al.,
2019) que pode limitar o nimero de espécies zooplanctonicas (MUYLAERT
et al., 2010).
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Estes corregos sao situados em areas de protecao, em que suas cabeceiras sao
originalmente protegidas por uma densa vegetacao riparia (FEIO et al., 2018; REZENDE,
et al, 2019). Sob condi¢cdes naturais, suas aguas sdo oligotroficas, transparentes,
ligeiramente acidas e com baixo teor de nutrientes e de ions (FEIO et al., 2018; FONSECA
et al., 2014; REZENDE, et al., 2014).

Assim, padroes de diversidade de espécies sdo essenciais para o entendimento
da ecologia de comunidades, bem como para prover informacdes em estratégias de
conservacao em corregos do Cerrado. Finalmente, baseado nas caracteristicas peculiares
desses corregos localizados em areas protegidas e de planalto, sua preservagao
permanente deve ser considerada essencial na preservacdo de espécies endémicas,
revelando um vasto patriménio, como substanciado pelos estudos apresentados aqui

para os corregos do Cerrado do Brasil central.
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RESUMO: Conceitua-se como residuo sélido
todo e qualquer tipo de residuo, no estado
solido e semissolido, produzido e descartado
pela atividade humana de origem doméstica,
hospitalar, comercial, agricola, industrial,
de servigos e de varricao. A importancia em
se estudar os residuos solidos se faz pelos
fatos de sua produgcédo excessiva, acumulo
e ma gestdo constituirem-se em fatores que
podem causar grandes impactos no ambiente
natural, como a poluicdo dos rios e mares,
comprometendo a vida dos organismos
nestes ecossistemas. Neste trabalho propds-
se estudar a produgdo de residuos sélidos,
0s processos seletivos e o destino destes, da
Universidade Federal do Tocantins, Campus
de Porto Nacional. Portanto, observou-se que
os residuos solidos ndo sdo corretamente
destinados visto que ndo ha no municipio
de Porto Nacional uma empresa (publica ou
privada) que realize coleta de residuos solidos
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reciclaveis de forma ampla. Sdo gerados em
média 86,25kg de residuos solidos a cada
quinze dias no Campus, a geracao de residuos
per capita foi de 0,147kg por semana e 0,30 kg
por dia. O processo seletivo se dava por meio
das lixeiras seletoras, que demostraram ser
insuficientes em sua eficacia.
PALAVRAS-CHAVE: Falta de gestao. Residuo
Solido. Destinacéao. Per capita.

STUDY ON GENERATION, SELECTION
PROCESS, AND FINAL DESTINATION
OF SOLID RESIDUES FROM FEDERAL
UNIVERSITY OF TOCANTINS, PORTO
NACIONAL CAMPUS

ABSTRACT: Solid residue is defined as any
kind of solid or semi-solid waste, produced and
scrapped out by the human activity of domestic,
hospital, commercial, agricultural, industrial,
service, and sweeping origin. The importance
of studying solid residues is due to the fact
that their excessive production, accumulation,
and mismanagement constitute factors
that can cause vast impacts on the natural
environment, such as the pollution of rivers and
seas, compromising the organisms'’ life in these
ecosystems. In this paper, it was proposed to
study the production of solid residues, as well
as their selective processes, and destination,
at the Federal University of Tocantins, Porto
Nacional campus. Therefore, it was observed
that solid residues are not properly disposed
of, since there is no company (public or private)
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in Porto Nacional municipality, which collects recyclable solid residues in a broad manner.
An average of 86,25 kg (189.75 pounds) of solid residues are generated every fifteen days
on the campus, the per capita waste generation was 0,147 kg (0.3234 pounds) per week,
and 0,30 kg (0.66 pounds) per day. The selection process happened through the selective
trash cans, which demonstrated to be insufficient in their effectiveness.

KEYWORDS: Mismanagement. Solid residue. Destination. Per capita.

1 INTRODUCAO

A ampliacdo do consumo do “descartavel” teve como consequéncia a geracao
em larga escala de residuos solidos e o surgimento de algumas questdes ambientais
e ecologicas. Essa excessiva producao de residuos solidos, vem causando problemas
recentes, com impactos intensos aos ecossistemas, ocasionando a baixa qualidade da
saude dos ambientes e das pessoas, tanto no meio rural como no urbano.

Segundo a Norma NBR 10.004:2004 criada pela ABNT:

“Residuos Sélidos diz-se de todo e qualquer tipo de residuo, no estado solido
e semissolido, produzido e descartado pela atividade humana de origem
doméstica, hospitalar, comercial, agricola, industrial, de servigos e de varrigao.
Na definicdo de residuos sdlidos, estao incluidos os lodos de estagdes de
tratamento de agua e de efluentes e os liquidos cujas caracteristicas tornam
inviavel o seu langamento na rede publica de esgotos ou nos corpos de
agua. Os residuos solidos sdo classificados de acordo com a sua origem e
composicao, o que permite uma escolha mais adequada para o seu tratamento
e/ou disposicéo final”. (ABNT, 2004, p.1)

No Brasil, o Ministério do Meio Ambiente, através do CONAMA (Conselho Nacional
do Meio Ambiente) criaram legislacoes especificas sobre o tema, como por exemplo, a
Resolugado CONAMA n° 005, de 05 de agosto de 1993, relativa a definicdo de normas
para tratamento de residuos soélidos oriundos de servigo de saude, portos e aeroportos e
terminais ferroviarios e rodoviarios.

O principal registro da Conferéncia das Nagdes Unidas sobre o Meio Ambiente
Humano, a Conferéncia de Estocolmo na Suécia, foi a Agenda 21, que consigna o
compromisso assumido pelos 179 paises participantes da conferéncia, contendo mais
de 2,5 mil recomendacdes de ordem pratica. O documento ampliou o conceito de
desenvolvimento sustentavel, buscando conciliar justica social, eficiéncia econdmica e
equilibrio ambiental (Kohler & Philippi Jr; 2003).

Na Constituicao brasileira o gerenciamento dos residuos solidos gerados nas
cidades é de responsabilidade do poder publico municipal. A Pesquisa Nacional de
Saneamento Basico (PNSB/2008) aponta que 61,2% das prestadoras dos servicos de

manejo dos residuos solidos sdo vinculadas a administragdo direta do poder publico.
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Este servico exerce um impacto no orgcamento que pode atingir até 20% nos gastos das
administragdes municipais.

No ano de 2010 foi instituida a Politica Nacional de Residuos Sdlidos (PNRS) que,
segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA), contém importantes instrumentos que
permitem o avanco necessario em relagcdo ao enfrentamento de problemas ambientais
e socioeconémicos decorrentes do inadequado manejo dos residuos solidos no Brasil
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014). Paraisso, o PNRS prevé a destinacdo adequada
de residuos, o que inclui a reutilizacao, a reciclagem, a compostagem, a recuperacao
e o aproveitamento energético, e ainda a distribuicdo ordenada de rejeitos em aterros,
observando normas operacionais especificas de modo a evitar danos ou riscos a saude
publica e & seguranca e a minimizar os impactos ambientais diversos (CAMARA DOS
DEPUTADQOS, 2014).

Com efeito, essa problematica de ma gestao de residuos solidos se da também em
instancias especificas, como os Campi universitarios. Com a expansao desses centros de
estudos em numero de vagas e cursos, a geracao dos residuos solidos tende a aumentar,
dessa forma, existe uma demanda por entender os processos que ocorrem quanto a esta
problematica. Pois, sendo as instituicoes de ensino superior exemplo de desenvolvimento
do saber e da pesquisa, elas servem de influéncia e norteamento das acdes na sociedade
(RIVETTI, et al; 2012).

A problematica observada quanto aos residuos soélidos no campus universitario,
permitiu criar as seguintes hipoteses: i) os residuos solidos ndo sdo corretamente
coletados na Universidade Federal do Tocantins, campus de Porto Nacional, pela falta
de pratica de coleta seletiva na comunidade académica; ii) os residuos soélidos ndo sao
corretamente destinados.

Este trabalho justifica-se pela necessidade de estudos para a real aplicacao da
Lei n° 12.305/10 que institui a Politica Nacional de Residuos Sélidos. Estudos que possam
oferecer dados a respeito da produgéo, seletividade e destino dos residuos solidos para
subsidiar a aplicacdo da Lei em instituicdes publicas e privadas do municipio de Porto
Nacional, no estado do Tocantins.

2 METODOLOGIA

«  Areade estudo

O local escolhido para o estudo foi o Campus de Porto Nacional da Universidade
Federal do Tocantins, que corresponde a area de 72.756m?2, localizada a 60 km de Palmas,

capital do estado do Tocantins. A comunidade académica é composta por 4 segmentos,
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a saber com seus respectivos quantitativos: Discentes mestrandos e graduandos do
PARFOR (Plano Nacional de Formacao de Professores da Educacédo Basica), EAD
(Educacao a Distancia) e presencial (1.428); docentes (87); técnicos- administrativos (43);

terceirizados (55), totalizando 1.613 pessoas.

Figura 1: Representacéo esquematica da planta baixa da Universidade Federal do Tocantins campus Porto Nacional.
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Primeiramente foi realizada a observacdo dos pontos de geracado de lixo no
perimetro interno, e apds, o campus foi dividido em zonas como demonstra o esquema
da figura 01, com: Zona A - Bloco I, Administrativo e Sala dos Professores; Zona B -
Biblioteca; Zona C - Bloco Il ao VIII, incluindo o prédio do PARFOR; Zona D - NEAMB

(Nucleo de Estudos Ambientais).
« Tipo de pesquisa

Quanto ao modo de abordagem do problema, a presente pesquisa se deu de
forma exploratéria (de acordo com Gil, 2008) por possuir amostras com grande nimero
de casos. Em se tratando do objetivo geral, a pesquisa € descritiva, conforme Chemin
(2012), visto que esse tipo de pesquisa estuda caracteristicas de grupo, tratando-se da
analise do residuo solido gerado na UFT-Porto Nacional. Quanto aos procedimentos
técnicos, de acordo com Gil (2008), esta pesquisa caracteriza-se como um estudo de
campo, pois procura o aprofundamento de uma realidade especifica, sendo realizada por

meio da observacao direta das atividades do grupo estudado.
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De acordo com os procedimentos técnicos utilizados a pesquisa € do tipo ex-
post facto. O estudo é realizado depois da ocorréncia dos fatos, quando a pesquisadora
observa um fenébmeno ja produzido numa situagdo e em seguida tenta encontrar as
possiveis causas ou fatores que originaram esse fenémeno (LEOPARDI, 2002). A
pesquisa € Longitudinal, coleta dos dados em dois ou mais momentos, havendo um

acompanhamento do desenrolar do fenémeno considerado (CHEMIN, 2012).
«  Amostra

O residuo solido foi coletado em todos os blocos do campus, exceto o gerado na
lanchonete que nao foi contabilizado, dadas as dificuldades inerentes ao processo de lida
com o material em questéo e por uma limitagao no setor de recursos humanos. Nos cinco
dias iniciais ndo houve amostras dos residuos gerados nos banheiros por nao terem sido

coletados, estes residuos s6 foram quantificados nos dez dias que seguiram de coleta.
e Coleta de dados

Como metodologia de coleta, optou-se pela caracterizagdo quali- quantitativa,
onde os residuos solidos foram coletados por um periodo de 15 dias uteis, durante o
més de dezembro do ano de 2014. A cada dia os residuos eram acumulados em um local
coberto para a selecao e entdo eram identificados, segregados, pesados e categorizados
segundo o recomendado por Mandelli (2013) - com adaptacdes para os residuos
encontrados na caracterizacédo. Apds a coleta de dados os residuos eram entregues para
a destinacao por parte do pessoal responsavel.

Para a pesagem dos residuos coletados foram utilizados os seguintes materiais:
uma balanca eletrénica de mao com capacidade de 50 kg e graduacao de 10g; corda;
caderno e caneta; sacos plasticos para acondicionamento dos residuos; materiais de

higienizacao (alcool e panos de limpeza) e Equipamentos de Protecéo Individual (EPI’s).
« Analise de dados

A geragéo de residuos per capita foi calculada dividindo-se a média do residuo
produzido por dia, pelo numero de pessoas que compdem a comunidade académica.
Os residuos solidos foram categorizados conforme Tabela 1, baseada na classificagao

proposta por Curc (2011) apud Rosales et al., (2013).

Tabela 1: Categoria de classificagdo dos residuos sélidos.

Residuos Organicos

Residuos Alimenticios Qualquer tipo de residuo de alimento
Papel e Cartao Papel, periddicos e revistas

Outros organicos Folhas, arvore e ramas
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Residuos Inorganicos

Plastico PET, sacolas, restos de plasticos
Vidro Garrafas
Metal Latas de aluminio e metais diversos

Nao reciclaveis

Construgao e Demoligéo Areia, madeira e outros
Perigosos Reativos, baterias, inseticidas, outros
Qutros Residuos sanitario e outros

Fonte: Collage and University Recicling Council (CURC, 2011) apud Rosales, et al. (2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os residuos sao coletados diariamente, nos turnos da manha e tarde, realizados
pelo grupo da empresa terceirizada responsavel pelos servigos de limpeza do Campus.
Apds a coleta os funcionarios levam os residuos para uma lixeira localizada no lado
externo do Campus universitario, de onde sao recolhidos pelos funcionarios da prefeitura
através de caminhdes basculantes numa periodicidade de dois em dois dias, e dai sdo
encaminhados para a area de “lixao” da cidade.

Na PNSB, a Regido Norte apresenta um contingente maior de municipios com
este servico gerenciado pelo poder publico, ja a Regido Sul destaca-se pelo nimero de
entidades privadas atuando no setor. A Regido Sul do Brasil registra a menor proporgao
de destinacdo dos residuos solidos aos lixdes, destacando o Estado de Santa Catarina,
onde 87% dos residuos gerados sdo destinados a aterros sanitarios e controlados. As
Regides Norte e Nordeste registraram as maiores proporg¢des de destinagao de residuos
em lixdes com 85% e 89% respectivamente. Na regido Norte o Estado do Para se destaca
com 94% dos residuos destinados a lixdes (PNSB, 2008).

Segundo Rufo e Picanco (2005) o municipio de Porto Nacional — TO produz
aproximadamente 30 toneladas de residuos solidos por dia, que sdo recolhidos em
caminhdes basculantes ou compactadores, sem nenhum tipo de separacdo. O residuo
hospitalar nao recebe a devida destinagao sendo disposto juntamente com o residuo de
origem domeéstica, comercial e industrial desde o seu recolhimento até o destino final.
Portanto, se faz necessaria a produgéo de trabalhos na area para dispor de dados que
colaborem com o processo de implantacao adequada de aterro sanitario, bem como o
processo de selecao, reutilizacao, reciclagem e disposicao final dos residuos.

Das quatro zonas delineadas pela presente pesquisa observou-se que ha
distribuicao de lixeiras seletoras em trés delas, exceto na Zona D. No entanto, a eficiéncia

destas lixeiras em selecionar os residuos conforme categoria ndo foi constatada durante
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a coleta, ou seja, as lixeiras seletoras ndo sado o suficiente para adotar medidas de
segregacao do residuo gerado no Campus, elas devem vir acompanhadas de agdes que
provoquem e estimulem a consciéncia ambiental.

Considerando-se as trés semanas utilizadas para amostragem, verifica-se que
no Campus foram produzidos cerca de 238 kg de residuos soélidos, como demonstra a
Tabela 2. A média do que é gerado por dia é de 47,5 kg o que, de acordo com o total da

comunidade académica de 1.613 pessoas, teremos uma geragao de 0,30 kg per capita.

Tabela 2: Quantitativo de residuo solido coletado por dia, semana e quinzena.

SEMANA/DIA SEG TER QUA Qul SEX TOTAL
1°(S/WC) 5,81 12,72 19,30 16,23 11,10 65,15
2° (C/WQC) 14,96 14,40 21,26 23,88 10,00 84,55
3° (C/WC) 2119 17,54 13,62 23,94 11,68 87,96

TOTAL 41,95 44,63 54,23 64,07 32,78 237,66

Analisando a Tabela 2, observa-se que na primeira semana de coleta, onde nao
houve amostras dos residuos dos banheiros (S/WC), foi quantificado um total de 65 kg,
correspondendo a 27% do recolhido nas trés semanas. A segunda e a terceira semanas
com amostras dos residuos dos banheiros (C/WC) apresentaram um percentual de 36%
e 37% respectivamente, do valor total coletado nos quinze dias, e a média de geracao
de residuos sélidos apresentado nestas duas semanas foi de 86 kg e a média nas trés
semanas foi de 79 kg. Os residuos dos banheiros representam cerca de 20% do volume
total gerado nas duas semanas.

A partir dos dados apresentados na Tabela 2, é possivel inferir que o dia de maior
coleta de residuos solidos no Campus universitario de Porto Nacional foi quinta-feira,
seguida da quarta-feira e terga-feira, sendo estes os dias com maior concentracao de
estudantes no local. A média diaria dos residuos sélidos gerados, que inclui dos banheiros,
é de 32,44 kg. Levando em consideracéo que o calendario académico & composto por
190 dias letivos, referente a um ano, pode-se supor que o Campus da UFT- Porto Nacional
gera um quantitativo de 6.163,9 kg anualmente.

As principais categorias de residuos solidos encontrados nas amostras, conforme
apresenta a Tabela 3, foi o residuo organico, seguido do Inorganico e, o Nao Reciclavel foi
0 que obteve a menor representatividade. Estes resultados estdo em consonancia com
os encontrados em estudo realizado no Instituto Tecnologico de Tepic, México (Rosales,
et al; 2013) o qual foi realizado em um ambiente académico com uma metodologia similar
ao do presente estudo, dividindo-se o instituto em duas zonas: Zona A: 54% (Organico);

39% (Inorganico); 7% (Nao reciclaveis) e a Zona B: 56% (Organico); 25% (Inorganico);

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancos e Possibilidades Capitulo 8 m



19% (Nao reciclaveis). Ainda de acordo com a Tabela 3, a zona que obteve o maior volume
total de residuo foi a Zona C, seguida das Zonas A e D; a Zona B foi a que apresentou o

menor volume do total recolhido.

Tabela 3: Total de residuos sélidos recolhido por zona e categoria.

Categoria/ Zona A B C D TOTAL
Organico 61,51 4,74 54,74 16,97 137,96
Inorganico 23,92 2,64 27,45 3,75 57,76
Néo reciclavel 12,56 31 22,94 38183 14,94
TOTAL 97,99 10,49 105,13 24,05 237,66

A divisdo do Campus universitario em zonas teve como objetivo obter resultados
da geracédo de residuos solidos nesses espacos isolados. De maneira a provocar
reflexdes quanto ao que se pode fazer em termos de educacdo ambiental para
minimizar a geragao e evitar desperdicios a partir das caracteristicas de cada area,
bem como o reaproveitamento de recursos, como o residuo organico util no processo
de compostagem.

Os residuos solidos gerados no Campus de Porto Nacional, da Universidade
Federal do Tocantins ndo séo corretamente coletados, inferindo- se como causa a falta
de pratica de coleta seletiva na comunidade académica. Os residuos também nao séo
corretamente destinados visto que ndo ha no municipio de Porto Nacional uma empresa
(publica ou privada) que realize coleta de residuos solidos reciclaveis de forma ampla.

A Zona C (Bloco Il ao VIl e Prédio PARFOR) apresentou a maior geracado
de residuos solidos e a Zona B (Biblioteca) apresentou a menor, este resultado era
esperado ja que a Zona C possuia a maior area e a Zona B, a menor. As lixeiras seletoras
demonstraram néo ser o suficiente para a separacao do lixo no ato do descarte, tendo

visto, durante a coleta, a frequente mistura de residuos nas mesmas.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo da pesquisa aqui apresentada foi a realizagao de um estudo sobre a
geracgéao de residuos solidos, dos processos seletivos e do destino destes, da Universidade
Federal do Tocantins, de forma que os resultados podem contribuir potencialmente para
a implantacao de acbes de educacao ambiental no Campus de Porto Nacional.

Sugerimos como possiveis objetivos futuros, o estabelecimento de uma cultura
de coleta seletiva eficaz e capaz de possibilitar a compreensao acerca da importancia do
seu desenvolvimento, do seu processo e do seu reflexo na saude ambiental, assim como

na limpeza visual do Campus proporcionando um ambiente saudavel e esteticamente
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agradavel, o que provoca a harmonizacédo socio espacial e a diminuicao dos focos de
dengue, leishmaniose e de nichos de animais pe¢onhentos.

Se por um lado existem preocupagdes mundiais acerca do meio ambiente,
ocorrem grandes falhas e descaso no que diz respeito a gestao dos residuos solidos no
Brasil. Como postula Blumenshein (2004), faz-se necessaria a busca de solugdes para o
problema da disposi¢cao, como o fortalecimento do processo de reciclagem e a reutilizagéo
dos produtos. O mau gerenciamento desses produtos contribui para o esgotamento das
areas de disposicéao final do lixo urbano, custos adicionais do governo e desperdicio dos

recursos naturais nao renovaveis.
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RESUMEN: Objetivos: Los efluentes de
la industria aceitunera son altamente
contaminantes. Estos tienen altos valores de
carga organica, asi como demanda bioldgica
y quimica de oxigeno, salinidad, y otras, que
superan las normativas vigentes. El objetivo
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de este trabajo fue el de lograr, a través de biorremediacion con microorganismos
nativos, la reduccion de la contaminacion del efluente para su posible uso en mezcla y
curado de morteros y hormigones especiales. Métodos: La biorremediacion se logré
complementando el efluente con una fuente de carbono, nitrogeno y fosforo en una
proporcion aproximada de 100: 5: 1, en condiciones aerdbicas a temperatura ambiente (25
+1°C) durante un periodo de 7 a 14 dias. Resultados: Los microorganismos nativos lograron
por bioestimulacion una reduccion aproximada del 25-80% de los parametros especificos
e indicadores de contaminacion como DBO,, DQO y conductividad, transformando el
efluente en un liqguido menos contaminado. Durante el ensayo se verifico la existencia
de microorganismos viables que consumieron rapidamente la fuente de carbono y luego
posiblemente otra materia organica mas compleja, siendo los mismos responsables
de la reduccién de contaminantes. Conclusion: La flora nativa logro la reduccion de la
contaminacion original del efluente de “aceitunas mecanizadas” por bioestimulacion,
transformandolo en un liquido menos contaminado que podria ser utilizado para otros
usos como la elaboracion de hormigén, mezclas y curado de morteros.

PALABRAS CLAVES: Aguas de maquinado de aceitunas. Biorremediacion.
Microorganismos Nativos. Incorporacion de efluentes.

BIOLOGICAL TREATMENT OF OLIVE MACHINING WATER EFFLUENTS

ABSTRACT: Purpose Effluents from machined olive waters are highly polluting. These
have high organic load values such as the biological demand of oxygen and the chemical
demand of oxygen, salinity, and others, which far exceed current regulations. The
objective of this work was to achieve, through bioremediation by native microorganisms,
the reduction of effluent contamination in order to possible use in mixing and curing of
mortars and special concretes. Methods: Bioremediation was achieved by supplementing
the effluent with a source of carbon, nitrogen, and phosphorus in the approximate ratio
100: 5: 1, under aerobic conditions at room temperature (25 + 1 °C) for a period of 7 to
14 days. Results:The native microorganisms achieved by biostimulation an approximate
reduction of 25-80% of the specific parameters and pollution indicators such as BOD,,
COD and Conductivity, transforming the effluent into a less contaminated liquid that
can be used for other reuses or destinations. During the test, the existence of viable
microorganisms was verified that quickly consumed the carbon source and then
possibly other more complex organic matter, being the same ones responsible for the
reduction of pollutants. Conclusion: The native flora achieved the reduction of the original
contamination of the effluent from “mechanized olives” by biostimulation, transforming it
into a less contaminated liquid that could be used for other uses such as the preparation
of concrete, mixtures and curing of mortars.

KEYWORDS: Machined Olive Waters. Bio-remediation. Native Microorganisms. Effluent
Insertion.

1INTRODUCCION

El Consejo Oleicola Internacional (2019) en su campana de aceitunas de mesa,
de septiembre de 2017 a agosto de 2018, sefald que la produccion mundial fue de 3.284
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mil toneladas, donde la Union Europea se coloco a la cabeza con una produccion de 912
mil toneladas, seguida de Egipto, Turquia y Argelia con 750, 450 y 303,5 mil toneladas
respectivamente. Argentina ocupo el sexto lugar con una produccién de 106 mil toneladas.
Los datos provisionales para la campana 2018/2019 no fueron alentadores, se estimo
una caida del 22% en la produccion mundial de aceituna de mesa y una del 25% para
Argentina. Sin embargo, para la campana 2019/2020 se proyectd un incremento en la
producciéon mundial del 14% respecto a la campana anterior y del 25% para Argentina.

No obstante, el rubro de aceitunas maquinadas tales como: picadas, rebanadas
y/o descarozadas para aceitunas rellenas y pasta; representa aproximadamente el 60% de
las aceitunas de mesa. Estas, al tener una textura delicada requiere aun para su transporte
agua potable o salmuera en todas las etapas del proceso. Por esto, para este proceso de
mecanizacion, se invierte de un litro a un litro y medio de agua por kg de aceituna. Por
tanto, estariamos ante una media de 64.000 L de efluente, cuyo volumen depende de la
produccion y la eficacia de la fabrica. Este, es un efluente con caracteristicas de emulsion
debido a la cantidad de grasa y sélidos en suspension que transporta el agua.

Del andlisis general se puede decir que es acido (pH 4.8 a 5.49) con alta
conductividad eléctrica (25.000 uS / cm), DBO, superior a 10.000 mg O, / L, DQO de
aproximadamente 20.000 O, / L.

El crecimiento de la industria aceitunera no solo influye en el medio ambiente a
través de su produccion, sino que también lo modifica a través de la gran generacién de
efluentes que, sino se tratan correctamente, lo contaminan. Este es un gran problema junto
con el cambio climatico que afecta la disponibilidad de agua potable. Aproximadamente
entre 10 y 30 millones de litros de efluentes se generan cada afno a partir de la produccién
de aceite de oliva (McNamara et al. 2008) y voliumenes semejantes se producen en la
industria de conservas de aceitunas de mesa (Borgo, 2013).

Como resultado de la contaminacion y el cambio climatico, hoy, dos tercios de
la poblacion mundial vive en regiones donde el agua es escasa durante al menos un
mes al afno. Unos 500 millones de personas viven en areas donde el consumo de agua
excede los recursos hidricos renovables localmente en una proporcion de dos a uno.
Las areas altamente vulnerables, aquellas donde los recursos no renovables (como las
aguas subterraneas fésiles) continian agotandose, se han vuelto muy dependientes de
las transferencias de areas con abundantes recursos hidricos y buscan constantemente
fuentes economicas alternativas (UNESCO, 2017).

La politica medioambiental actual favorece los protocolos que incluyen la
recuperacion de residuos. Esto hace que los tratamientos biolégicos sean de especial

importancia. Por tanto, la investigacion sobre diferentes tipos de biodegradacion
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de las fuentes de la industria olivicola y de los residuos de las almazaras, son todos
requeridos actualmente junto con el desarrollo de nuevas tecnologias y / o estrategias
de biorremediacion, asi como la valorizacion de la biotecnologia microbiana (Morillo et
al.,, 2009).

Por otro lado, la economia circular es un paradigma que busca modificar la
forma en que producimos y consumimos. Frente a una economia lineal de extraccion,
producciéon, consumo y desperdicio, la economia circular fomenta un flujo constante,
tal solucion virtuosa, en la que los desperdicios pueden ser utilizados como recursos
para reingresar al sistema productivo. De esta forma, se reducen nuestros residuos y se
extraen menos recursos naturales del planeta. Para Arroyo Morocho (2018) la economia
circular es un modelo de negocio que se basa en el reciclaje, reutilizacion y reduccion de
los recursos naturales, contrario a lo que ocurrié desde la revolucion industrial, donde
las empresas han creado multitud de productos, que promueven el consumo y generan
residuos destinados a la contaminacion ambiental sin tratamiento.

En este contexto, la biorremediacion es un proceso que utiliza las capacidades
cataliticas de los organismos vivos para degradar y transformar contaminantes en
ecosistemas terrestres y acuaticos con un gran potencial para mitigar la contaminacién
ambiental. La biorremediacion se ha centrado en la explotacién de la diversidad
geneética y la versatilidad metabdlica que caracterizan a las bacterias para transformar
contaminantes en productos inocuos, o en su defecto, menos téxicos, que luego pueden
integrarse en ciclos biogeoquimicos naturales (Garbisu et al., 2002). La biorremediacion
ha demostrado ser una alternativa para establecer nuevos sistemas de tratamiento de
aguas residuales y optimizar los sistemas convencionales (Chen et al. 2015).

Por lo tanto, se busca la bioconversion de efluentes y residuos de la industria
aceitunera en productos de alto valor afiadido. Tal es el caso, que han surgido la produccion
de enzimas, biopolimeros, biocombustibles (biocombustible y biogas), compost, biomasa
de diferentes fuentes como subproductos del tratamiento de efluentes de la industria
olivicola. (Morillo et al., 2009).

Considerando la situacion actual y los desafios que enfrenta el cambio climatico, es
necesario pensar y actuar de manera colaborativa, con creatividad y ambicion, para lograr
un hormigén mas sostenible en la industria de la construccion, dado que su elaboracion
requiere el uso de agua. La cadena de valor de la industria alimentaria es un area desafiante
para el tema, difundiendo las mejores practicas disponibles y los ultimos avances en
tecnologia e innovacion, que sirven de inspiracion y promueven nuevos desafios para los
actores locales (TC 291-AMC, 2018; Guzman et al, 2019). La industria aceitunera puede

convertirse en un ejemplo de reciclaje para lograr la sostenibilidad en una economia circular.
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Es muy importante acercar a los profesionales y funcionarios a una vision actual y futura
para mejorar el desempefo de ambas industrias (Abaza, 2007; Morillo et al., 2009, Barreca
& Fichera, 2013), donde la informacioén técnica del potencial de los materiales reciclables
debe ser validada mediante investigacion para usar en la construccion y sus aplicaciones.
En este caso, como primer paso, se ha buscado estudiar cémo impacta la bioestimulacion

de microorganismos nativos del efluente de aguas de maquinado aceitunero.

2 MATERIALES Y METODOS

21 ANALISIS FiSICOQUIMICO

Para la caracterizacion del efluente utilizado en el ensayo se tomd una muestra de
tres litros después de agitar para realizar los siguientes andlisis segun APHA (1992): pH,
temperatura, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto, DQO, DBO,, nitratos amoniacales,
nitrégeno, fosfatos, sedimentos soélidos a los 10 min y 2 horas, sélidos solubles totales,
solidos suspendidos fijos, solidos solubles volatiles, cloruros, sulfatos, sodio, potasio,

alcalinidad total, carbonatos totales y polifenoles totales.

2.2 ENSAYO DE BIOESTIMULACION

Se vertié medio litro de efluente de aguas de maquinado de aceitunas en cinco
erlenmeyers de un litro de capacidad. A los mismos se los bioestimuld con una fuente de
carbono, nitrégeno y fésforo en una proporciéon de aproximadamente 100: 5: 1. A cada
erlenmeyer se le anadieron los siguientes compuestos: 10 g / L de glucosay 2 g/ L en
forma de las siguientes sales: (NH,) , SO,, K, HPO,, K H,PO,, TRIPLE 15®. El efluente
también se complemento con Mg agregando 1g / L de Mg CL, y MgSO,. Luego, cada
erlenmeyer se colocd en un agitador Dragon Lab a 220 rpm para la incorporacion de aire
durante el experimento generando condiciones de aerobiosis a temperatura ambiente (25
+1° C) por un periodo de 7 a 14 dias.

Se monitored la evolucion de diferentes indicadores de contaminacion a lo largo
del tiempo: DBO, y DQO segun el método normalizado (APHA 1992); conductividad
eléctrica (APHA 1992), pH por electrodo (APHA 1992), azlcares reductores totales por el
método DNS (Miller 1959) y polifenoles totales segun la técnica de Folin-Ciocalteau por
espectrofotometria (APHA 1992).

2.3 ANALISIS MICROBIOLOGICOS

El nimero total de bacterias se determind por recuento en placa de agar Plate

Count Marca Britania, el niumero total de hongos y levaduras en agar papa glucosado
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marca Britania mediante recuento total y los bacilos gramnegativos entéricos en agar
eosina azul de metileno (Britania). Todos los medios fueron diluidos con agua destilada y
efluente en una proporcion de 35 %, 50% y 100%. Luego, se aislaron los microorganismos
mas representativos, hasta lograr los cultivos axénicos mediante la técnica de estrias en
superficie de agar, preparando el medio de cultivo con agua destilada y efluente al 35, 50

y 100% para seleccionar los microorganismos viables y resistentes al efluente.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

La contaminacién del agua y los temas relacionados a ella se encuentran
regulados por la Resolucion N° 778/96 de la Provincia de Mendoza (23/12/1996) y sus
modificaciones (Resolucién N° 627/00), que establecen los parametros que deben tener
vertidos industriales y de aguas residuales para reutilizacién agricola. La resolucién
se basa en el principio regulado que pregona “El que contamina paga” (del art. 59).
En consecuencia, todos los establecimientos que viertan efluentes al dominio publico
hidraulico deben obtener la correspondiente autorizacion administrativa y deben contar
con un sistema de tratamiento de efluentes adecuado para cumplir con los requisitos
técnicos previstos en la legislacion vigente. La autorizacion mencionada es el “Permiso
de Vertido” y es otorgada por la Superintendencia de la Direccion General de Irrigaciéon
(DGI). Si los establecimientos no cumplen con los requisitos necesarios para obtener
dicho permiso, deberan suscribir un “Contrato de Gestion de Permisos de Descarga”,
mediante el cual se les otorga un plazo para ajustar la calidad de sus efluentes y mejorar
sus sistemas de tratamiento.

En la Tabla 1 se presentan los resultados caracteristicos de los parametros del
efluente mas importantes contemplados por la legislacion local de aguas y su clasificacion
en tolerados, permitidos, prohibidos y no cumplidos, segun la cuantificacion del parametro

para posibilitar su vertido al canal publico.

Tabla 1. Composicion inicial de los efluentes.

Variable Promedio Unidad Resolucion N° 778
pH 6.2 - Tolerado
Temperatura 25 °C Permitido
Conductividad eléctrica 0,37 dS/cm Prohibido
Oxigeno disuelto 0,29 mg/| No cumple
DQO 13.575 mg/| Prohibido
DBO, 15.500 mg/| Prohibido
Nitratos 0,38 mg/| Permitido
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Variable Promedio Unidad Resolucion N° 778

Nitrégeno amoniacal 6,19 mg/| Prohibido
Fosfatos 7,74 mg/| Prohibido

Solidos sedimentables 10 min 2,875 mg/| Prohibido
Solidos sedimentables 2 horas 4,75 mg/| Prohibido
Solidos solubles totales 9.878,86 mg/| Prohibido
Solidos suspendidos fijos 162,14 mg/| Prohibido
Soélidos solubles 9.716,72 mg/| Prohibido
Cloruros 5575 mg/| Prohibido

Sulfatos 137 mg/| Permitido

Sodio 3.098,2 mg/| Prohibido

Potasio 1.271,8 mg/| No cumple
Alcalinidad total 510,6 mg/| No cumple
Carbonatos totales 22.34 meq/l CaCO, No cumple
Polifenoles totales 1.55 mg acido galico/I Prohibido

En la Tabla 2 se observa que la DQO presenté inicialmente un valor elevado
de 13.575 mgO,/L y luego del tratamiento se redujo a1.240 mgO,/L a los catorce dias.
La efectividad de los microorganismos se demuestra en la disminucion practicamente
exponencial de la curva DQO hasta el séptimo dia y luego la misma, siguio variando muy
levemente para finalmente volverse casi asintética con el eje x, con lo que la tasa de
disminucion de contaminante fue de 100 a 0,1 % el dia. 14. Este parametro disminuyo la
contaminacion en casi dos ordenes de magnitud. Por la Resolucion 778, para permitir el uso
publico, el valor de la DQO, debe ser inferior a 250 mg O,/L. Por otro lado, la disminucion
de la DQO fue consistente con una reduccion del 90% en la DBO, registrada por las
muestras, que disminuy6 de un promedio de 15.500 mg O,/L a 1.500 O,/L. Este valor es
mayor al indicado en la legislacidn: Resolucion 778, para permitir el uso publico, debe ser
de 120 mg O /L. No obstante, la normativa de hormigones no establece restricciones al

respecto por lo que se estima podria usarse para la elaboracion de los mismos.

Tabla 2: Evolucion de la demanda quimica de oxigeno.

Muestra DQO Inicial DQO Final % de disminucion
1 13575 1240 91%
2 13575 960 93%
3 13575 1570 89%
4 13575 1680 88%
5 13575 172 99%
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Por su parte otros autores han logrado resultados muy promisorios
complementando la biodegradaciéon con la reaccion de Fenton para lograr una mayor
eficiencia Lucas y Pérez (2009). También, la biorremediacion ha sido mas eficaz que la
biodegradacion aerdbica y la desintoxicacion de aguas residuales utilizadas por Fadil
et al. (2003). Los autores lograron remociones de DQO del 55.0%, 52.5% y 62.8% en
aguas residuales fermentadas con hongos y levaduras respectivamente. La eficiencia en
términos de biodegradacion también es multicausal si se toman otros ejemplos. Por ello,
a pesar de que en los ultimos afios se ha reconocido el tratamiento bioldgico de estos
efluentes, numerosos investigadores han propuesto métodos mixtos mediante el uso de
tratamientos quimicos y biolégicos con el fin de evitar la muerte de microorganismos
degradantes (Kyriacou et al., 2005). Para comparar Fadil et al. (2003) estudiaron un
efluente con 124 g O,/L de DQO, pH 5.2, sdlidos totales (g = 1) 92.4, sélidos voléatiles
(g = 1) 86.2, solidos minerales (g = 1) 6, 2 amoniaco (g = |) 0,15 azucares reductores (g
= 1) y 12,8 y compuestos fendlicos totales (g acido tanico = 1) 8,2 pero estos son Olives
Mills Waters (OMW) su composicion diferente a la del efluente estudiado. Por un lado, el
efluente en estudio es similar sélo en sélidos totales de este ultimo estudio nombrado,
pero la mayoria de los demas parametros son diferentes. En el presente trabajo se
utilizé la bioestimulacion de microorganismos nativos viables. En general, estas Ultimas
condiciones son mas efectivas que los microorganismos aclimatados. Pero otros estudios
también han reportado muy buenas tasas de degradacion como Garcia Garcia et al.
(2000). Estos autores lograron una reducciéon de DQO del 73% y una reduccion de fenol
del 76% utilizando Aspergillus Niger, una reduccion de DQO del 75% y una reduccién
de fenol del 92% en Olives Milll Waste Waters (OMWW), utilizando Phanerochaete
chrysosporium. En resumen, la efectividad de usar microorganismos nativos es que
generalmente tienen la fuerza enzimatica necesaria para degradar el ambiente en el que
viven. Esta es una solucioén gratuita que ofrece la naturaleza. Este resultado es importante
porque utiliza solo los microorganismos nativos, en comparacion con Kyriacou et al.
(2005) que estudiaron la biorremediacion combinada, oxidacion avanzada con H,0, y
electrocoagulacion de las aguas residuales del procesamiento de aceitunas verdes.
Los mismos, obtuvieron resultados prometedores con Aspergillus niger logrando una
reduccion de DQO de aproximadamente 66-86%. Ademas, con la coagulacion eléctrica
finalmente se logré un 98% de reduccion. También fue consistente con la reduccion de
azucares reductores que se utilizé como indicador indirecto de la actividad microbiana
que se muestra en la Figura 1, ya que es la primera fuente de carbono aparentemente

consumida por los microorganismos en su fase de crecimiento exponencial.
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Figura 1. Evolucion de los azlcares reductores.
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La Figura 1 muestra la disminucién de azucares reductores. La disminucion en el
tiempo fue muy rapida hasta que se volvieron practicamente indetectables en cantidad. Al
cuarto dia no quedaron mas azucares reductores dado a que los microorganismos nativos
los usaron como fuente de carbono simple y rapida. Esto es consistente con la disminucion
de la DQO (ver Tabla 2), que en el dia cuatro esta en declive exponencial completo para
volverse practicamente asintotica en el dia siete. Este comportamiento probablemente
podria deberse a que los microorganismos, que crecieron entre las primeras 24 horas y
las 72 horas, lo habrian hecho a expensas del consumo de azucares reductores, que son
los mas faciles de degradar y luego contintan creciendo a expensas de otras fuentes de
carbono complejo. También fue encontrado un comportamiento similar por Laconi et al.

(2007) en aguas residuales de almazara también en condiciones aerdbicas.

Figura 2. Recuento de microorganismos.
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La Figura 2 muestra el crecimiento de microorganismos viables. En esta se puede
verificar el crecimiento de tres importantes grupos poblacionales: aerobios mesofilos,
coliformes y levaduras. Se evidencio el comienzo de la actividad metabolica a las 4
horas de transcurrido el ensayo para los aerobios mesofilos. Es probable que hasta ese
momento los microorganismos permanecieran en fase de latencia. El patron de la curva
para los coliformes se asemej6 al de aerobios mesofilos, donde a las 8 horas se observo
un maximo en el crecimiento microbiano, luego comenzé una fase de muerte celular, a
las 12 horas comenzd un nuevo crecimiento, aunque a un ritmo menor, para luego entrar
en una nueva fase de muerte a partir de t=16. Las levaduras estuvieron presentes en
la ultima fase del proceso de fermentacion. Estas aparecieron a partir de las 12 horas,
aparentemente habiendo estado en latencia hasta ese momento.

Como se menciond anteriormente, el crecimiento de microorganismos en general
fue mayor mientras existia una mayor cantidad de materia organica en el sistema (DQO)
y especificamente acompanado de la presencia de azlcares reductores. Sin embargo,
siempre hubo crecimiento de microorganismos nativos viables. Esto indica que estuvieron
presentes durante todo el proceso, pero posiblemente su tasa metabolica se redujo por falta
de fuente de carbono, por lo que llego al final del proceso mostrando un comportamiento

asintotico en los diferentes parametros seguidos para visualizar su comportamiento.

Figura 3. Evolucion del pH.
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La evolucion del pH se puede observar en la Figura 3. La evolucion del pH fue

diferente para cada erlenmeyer con efluente, aunque se utilizd el mismo efluente en
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todos ellos. Cada uno se comporté como un biorreactor individual, aunque hubo algunas
similitudes a considerar. Al principio, el primer dia, parece haber un ligero cambio en el
pH de las repeticiones. Al segundo dia, el pH muestra un pequefio aumento en tres de los
matraces erlenmeyer (2, 3 y 4). Este comportamiento ocurrio principalmente durante las
primeras 24 horas. Este cambio posiblemente podria interpretarse debido al crecimiento
microbiano que transformé el medio. Probablemente, el nitrdgeno inorganico existente
en la muestra lo utilizan para generar proteinas basicas y proteinas de constitucion de la
membrana celular (Nelson; Cox, 2005). En técnicas de bioestimulacion y bioaumentacion
estudiadas por otros autores se utilizaron también fertilizantes comerciales con contenido
de N y P para garantizar el 6ptimo nutricional del proceso metabdlico bacteriano (Duke
et al. 2000; Garcia et al. 2007; Sanscartier et al. 2009). En este trabajo, la cantidad de
glucosa, nitrogeno y fésforo se agregd mediante la adicion de fertilizantes para alcanzar
la proporcion de 100: 5: 1 como sugieren (Nannipieri et al., 2017) para promover el
crecimiento microbiano.

Por otro lado, las muestras 1y 5 presentaron una disminucion del pH entre el dia 2
y 3, posiblemente debido a la produccion de acidos liberados por la respiracion aerébica
de azucares por el ciclo de los acidos citrico (Nelson et al. 2005). Los azucares reductores
se respiraron casi por completo a las 100 horas como se muestra en la Figura 2. De
hecho, si se observa la Figura 3 entre los dias 2 y 4 hay crecimiento de microorganismos
(coliformes y aerobios mesdfilos). Por otro lado, las levaduras crecieron a partir del dia 6
donde el pH estuvo cerca del valor 6. La disminucion del pH también ha sido reportada
por otros autores en respiracion aerdbica similar (Flamarique et al., 2016). Esto también
es consistente con lo encontrado por Barrera y Mejias (2018), quienes mostraron que
los procesos de biorremediacion para la depuracion de aguas residuales, mantuvieron
el pH entre 4 y 91, con una mediana de 71 como el pH 6ptimo para el desarrollo de
microorganismos.

Esta disminucion del pH es consistente, también, con los cambios organolépticos
que se registraron. Los cambios de color observados en el efluente opalescente mostraron
como se desarrollaron y multiplicaron los microorganismos. La actividad microbiana fue
consistente con las variaciones de pH que se observaron en cada muestra, comprobando
que el aumento de masa microbiana y productos del tratamiento aerdbico elevd casi
dos puntos de pH hacia el décimo dia. La actividad microbiana y su respiraciéon fueron
consistentes con la disminucién de la demanda quimica de oxigeno. Probablemente
podria indicar el consumo de otros productos organicos mas complejos que la glucosa

anadida en las muestras tratadas.
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La Tabla 3 muestra la evolucion de la conductividad eléctrica. La conductividad
inicial de las muestras 1, 2 y 3 fue inicialmente mayor que la de las muestras 4 y 5,
posiblemente debido a la matriz compleja tratada. Sin embargo, durante el tratamiento,
se observo una disminucién de la conductividad promedio del 35%. Las causas de las
cuales se estudiaran en detalle en un trabajo futuro. Es interesante analizar esto, ya que
no se conoce ni se comprende el mecanismo por el cual se produjo la disminucion de la
conductividad eléctrica. Esto podria ser causado por cualquiera de los microorganismos

seleccionados o por su trabajo sinérgico.

Tabla 3: Evolucion de la conductividad eléctrica (EC).

Muestra Conductividad inicial Conductividad final % de disminucion
1 417354 25581,6 39%
2 35136,8 26638,8 24%
3 42500,8 254694 40%
4 42.234,4 25132,8 40%
5 33.792,0 23632,0 30%

4 CONCLUSIONES

Se ha logrado reducir los parametros fundamentales de los indicadores de
contaminacion de un efluente debido a la accién de microorganismos biorremediadores
obtenidos de efluentes nativos viables. Estos parametros como DQO y DBO, disminuyeron
aproximadamente un 90% y la conductividad un 35% en promedio. Se verifico la
presencia de microorganismos nativos viables que consumieron los azucares reductores
hasta dejar trazas de azucares. Es posible que posteriormente el crecimiento de los
mismos se deba al consumo de compuestos mas complejos. Esto fue consistente con
la disminucion de la DQO. Se deben realizar mas estudios para comprender y relacionar
las causas de la disminucion de la conductividad eléctrica. Los resultados de laboratorio
son prometedores como un primer acercamiento a la biorremediacion de este efluente
complejo y contaminante para la industria local, ya que el agua resultante podria ser

aplicada para el mezclado y curado de morteros y hormigones especiales.
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RESUMEN: EI aprovechamiento de los
residuos resultado de las actividades
agricolas, es una de las alternativas para
generar productos con valor agregado
que pueden ser utilizados como enmienda
organica en los suelos, mejorando la calidad
de estos y asi mismo la productividad y
sustentabilidad en los cultivos. Esta alternativa
logra reducir el impacto ambiental que dichos
residuos generan y puedan ser reinsertados
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QUIMICAS DEL SUELO

en el proceso productivo. Teniendo en cuenta
esto es posible implementar tecnologias
apropiadas para la generacion de estas
enmiendas, es este proyecto se desarrolld una
alternativa de aprovechamiento de los residuos
solidos organicos como: Mazorca cascaras de
Naranja, Papa, Platano, arveja, y Otros como
cascaras de huevos, lechuga, cilantro, cebolla
y Malezas, generados en el corregimiento de
la Pradera, mediante la aplicacion de pirolisis
lenta, técnica que permite la produccion
de enmiendas organicas que aumenta la
sostenibilidad de los suelos aportando
beneficios como el aumento de absorcion
de nutrientes, capacidad de intercambio
cationico, capacidad de retencion de agua y
aumento de la materia organica esto debido
al mecanismo de secuestro de carbono. El
biochar generado se caracterizd mediante un
analisis elemental donde se comprobd que
cumplia con la NTC 5167 siendo una enmienda
organica no humica solida, posteriormente se
evaluo el efecto del biochar aplicado al suelo
en las propiedades fisicoquimicas del suelo
obteniéndose una variacion en el PH, en la
textura y en el carbono organico del suelo
(COS), que aumentd a medida que el cultivo
iba avanzando, demostrando asi que el Biochar
permite la captura de CO, o el aumento del
secuestro de carbono, también se evaluo la
productividad del cultivo de hortalizas en dos
parcelas; a una de estas se le agrego biochar
y a la otra no; la parcela que fue cultivada
con biochar obtuvo mayor rendimiento
aproximadamente en un 25%.
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PRODUCTION OF ORGANIC AMENDMENTS FROM ORGANIC WASTE AND ITS USE
IN SOILS FOR THE IMPROVEMENT OF THE PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES
OF THE SOIL

ABSTRACT: The use of residues resulting from agricultural activities is one of the
alternatives to generate products with added value that can be used as an organic
amendment in soils, improving their quality and also the productivity and sustainability
of crops. This alternative manages to reduce the environmental impact that said waste
generates and can be reinserted into the production process. Taking this into account,
it is possible to implement appropriate technologies for the generation of these
amendments, in this project an alternative was developed for the use of organic solid
waste such as: Cob, Orange, Potato, Banana, pea, and others such as egg shells, lettuce,
coriander, onion and Weeds, generated in the Pradera district, through the application
of slow pyrolysis, a technique that allows the production of organic amendments that
increases the sustainability of soils, providing benefits such as increased absorption of
nutrients, cationic exchange, water retention capacity and increase in organic matter this
due to the carbon sequestration mechanism. The biochar generated was characterized
by an elemental analysis where it was found that it complied with NTC 5167, being a
solid non-humic organic amendment, later the effect of biochar applied to the soil on
the physicochemical properties of the soil was evaluated, obtaining a variation in the PH,
in the texture and soil organic carbon (SOC), which increased as the crop progressed,
thus demonstrating that Biochar allows the capture of CO2 or the increase in carbon
sequestration, the productivity of the vegetable crop was also evaluated in two plots;
Biochar was added to one of these and not to the other; the plot that was cultivated with
biochar obtained a higher yield by approximately 25%.

KEYWORDS: Biochar. Organic Amendment. Organic Waste. Organic Carbon. Productivity.
Pyrolysis.

1INTRODUCCION

Los residuos solidos han ocasionado impactos ambientales negativos por su
disposicion inadecuada y porque cada vez son mas, asunto asociado al incremento de
la poblacion humana, a los procesos de transformacion industrial (globalizacion), y a los
habitos de consumo de los individuos. En el Municipio de Subachoque Cundinamarca
en el area rural se producen 133,33 Ton/mes de residuos solidos que estan siendo
entregados a la empresa de servicios publicos directamente para su disposicion final, la
gran mayoria tiene un alto potencial de aprovechamiento; el 47,72% que son los residuos
organicos producto de las actividades agricolas son un claro ejemplo. Estos residuos
tras su aprovechamiento pueden ser utilizados en la fabricacion de abonos organicos, de

enmiendas organicas y para formular sustratos (IGRACO LTDA, 2015).
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Actualmente la problematica radica en que no han sido implementadas técnicas de
aprovechamiento para los residuos agroindustriales ni se ha prestado atencion a realizar
estudios para la obtencion de materiales carbonosos o solidos porosos que permitan
obtener un aumento de la capacidad de adsorcion de CO,. Una gestion ambiental
adecuada sobre los residuos agroindustriales contribuye a mitigar el Cambio Climatico,
pudiéndose lograr en muchos casos Proyectos de Desarrollo Limpio, con derecho a
Créditos de Carbono, en el marco del Protocolo de Kioto. En este sentido lo que se busca
es implementar una alternativa de aprovechamiento que al mismo tiempo permita generar
un producto con las caracteristicas apropiadas para ser utilizado como enmienda en los
suelos, con el fin de mejorar la productividad agricola. De igual forma se pretende evaluar
la captura de carbono en el suelo siendo relacionado con la disminucion de gases de
efecto invernadero, en especifico el CO,, a la atmosfera.

MATERIALES Y METODOS. Para este proyecto se plantea una metodologia
cuantitativa (descriptiva, correlacional y experimental) para dar cumplimiento a los
objetivos planteados; el desarrollo del proyecto se realizara en tres fases que sé que se

describen a continuacion:

2 PRIMERA FASE. RECOLECCION, PRETRATAMIENTO Y CARACTERIZACION DE
RESIDUOS

Para la seleccion y recoleccion de los residuos se utilizd el método de cuarteo
segun el documento “Caracterizacion de residuos solidos” (Rendon, 2012); La llustracion
1 representa este método del cuarteo, donde se muestra la circunferencia y la division
en cuartos, dos de los cuales se toman en cuenta para la siguiente circunferencia, en
donde se extrae el material que se encuentra en la zona de color gris y se descarta la
zona de color blanco. Con lo seleccionado se realiza nuevamente otra circunferencia y
el mismo procedimiento de division por cuartos, hasta lograr una disminucion del tamarno

de la muestra.

llustracioén 1. Caracterizacion de residuos solidos. Método Cuarteo.

Fuente: (Rendon, 2012).
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Posteriormente, cada uno de estos residuos se pesa, y la suma total de los
residuos dara la totalidad de la muestra, y el peso de cada fraccion de residuos darda como
resultado el porcentaje de residuos organicos presentes. Se realizaran 4 cuarteos para
tener un promedio de residuos y posteriormente componer una muestra para ser llevada
al proceso de pirolisis.

Pretratamiento de los residuos. Los residuos se sometieron a un proceso de
secado en una plancha solar (llustracion 2) para disminuir su humedad hasta un 10% una
vez se alcance esta humedad se trituraron manualmente y se tamizaron por malla 100,
la humedad se determind siguiendo el método gravimétrico, dicho método consiste en
tomar una muestra de residuos, pesarla antes y después de su desecado y calcular su
contenido de humedad. Para empezar, se deja el recipiente vacio en un horno secador a
una temperatura de 110°C por dos horas, transcurrido el tiempo se deja enfriar y se pesa,
posteriormente se agregan cinco (5) gramos de residuos y se llevan al horno secador
a una temperatura de 110°C por exactamente dos horas, se saca el recipiente con los

residuos, se deja enfriar y se pesa nuevamente.

llustracién 2. Plancha solar.

Fuente: Autores.

Al obtener los datos de la diferencia de peso se aplica la siguiente ecuacion:

Peso Inicial — Peso Final

%H dad = 100
VoHumeda Peso Inicial *

3 SEGUNDA FASE: PRODUCCION Y CARACTERIZACION DEL BIOCHAR

Produccion de biochar por pirdlisis lenta. Soportados en la revision bibliografica

y en atencion a las condiciones de la zona en que se realizo la investigacion, las variables
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determinantes para este proceso fueron la temperatura de operacion en un rango de
350 - 450°C, la presion de vacio de 25 mm de Hg, tiempo de residencia de 3 horas.
Para la produccion del biochar se utiliza un pirolizador que se encuentra en la zona de
estudio (llustracién 3), esta elaborado en acero Cold Rolled, esta unidad contiene tres
valvulas, la primera de ellas es la valvula de escape de gases la cual se ubica en la parte
superior del pirolizador, la segunda de ellas es una valvula de seguridad la cual sirve
como prevencion en los casos en que la presion alcanzada sea muy elevada y la tercera
que permite conectar la bomba de vacio. De igual forma hay un manovacuometro el cual
permite no solo medir la presion si no también la presién de vacio y un termoémetro que
mide la temperatura que alcanzan los gases que se generan en la unidad.

Para iniciar el procedimiento se conectan las valvulas nombradas anteriormente
y se colocan los residuos dentro del equipo para posteriormente cerrarlo con ayuda de
silicona en caliente, se debe verificar que las valvulas estén completamente cerradas a
excepcion de la valvula 3 (llustracion 3) que es la que permite la generacion de vacio;
a esta valvula se conecta una bomba por aproximadamente 2 minutos generando un
vacio de -10 inHg, al llegar a este vacio se cierra la valvula, se retira y apaga la bomba.
Posteriormente se enciende la estufa y comienza el proceso de calentamiento, donde se
controla la temperatura y la presion. Si la presion que mide el manovacuometro sube de O
inHg se debe abrir la valvula de escape hasta que llegue de nuevo a 0 inHg. Después de
3 horas que es el tiempo de residencia para la obtencion de biochar, se apaga la estufa 'y
se abren las valvulas para que escapen los gases contenidos dentro del pirolizador y por

ultimo, se retira la tapa y se recolecta el biochar.

Fuente Autores.
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Caracterizacion del biochar. El Biochar obtenido se caracterizara en el laboratorio
“Doctor Calderon” certificado por el ICA, los analisis seran: Conductividad eléctrica,
Densidad aparente, pH, Humedad, Capacidad de Intercambio Cationico, Na y Carbono

Organico, con los métodos y unidades de medida mostrados en la Tabla 1

Tablal. Parametros a medir del Biochar obtenido.

PARAMETRO METODOS ANALITICOS UNIDAD DE MEDIDA

Densidad Aparente LBC 43 Gravimetria g/cm3

pH en Pasta Saturada LBC 44 Potenciometria = ----—-e--

C.E en Extracto Saturacion LBC 41 Potenciometria dS/m
Humedad NTC 35 Gravimetria % P/P

ClC NTC 5167 Volumetria meq/100g
Sodio Soluble H,0 NTC 1146 Emision % P/P
C.Organico Oxidable Total NTC 5167 Walkey Black % P/P

Fuente: Laboratorio “Doctor Calderén”.

4 FASE 3. PREPARACION DEL SUELO E IMPLEMENTACION DEL CULTIVO
41 CARACTERIZACION DEL SUELO ANTES DE LA IMPLEMENTACION DEL CULTIVO

Para caracterizar el suelo antes de la implementacion del cultivo Se tomd una
muestra de suelo siguiendo la “Guia para la determinacion de Carbono en pequenas
propiedades rurales”, donde se establece que la muestra debe estar a minimo 15 cm de
profundidad y debe completar 1 Kilogramo de suelo para que sea suficiente al realizar
los analisis fisicoquimicos en el laboratorio. Los andlisis a realizar seran; Textura por
Bouyoucos, NNO,, Cu, Mn, Fe, Zn, K, Ca, Mg, Na, S, B, P, pH, Conductividad eléctrica,
Al, Saturacion de humedad, Densidad aparente, Carbono Organico, Materia Organica;
estos andlisis seran realizados en el laboratorio “Doctor Calderdn”, que se encuentra
certificado por el ICA. La muestra de suelo no se dejara secar debido a los requerimientos

del laboratorio.

4.2 IMPLEMENTACION DEL CULTIVO

Se usaron dos parcelas de iguales dimensiones; ambas se cultivaron con espinaca,
en la primera se realizé la aplicacion del biochar mientras que en la segunda se realizo el
cultivo en condiciones normales. El 5% de la masa del suelo sera la cantidad de biochar
aplicado al cultivo, la masa de suelo se hallara con el volumen del mismo (multiplicando sus

dimensiones) por la densidad aparente (tomada de los resultados de la muestra de suelo
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realizada en la primera fase). El proceso de siembra sera realizo segun las practicas que
llevan a cabo los agricultores de la zona, es decir, se sembraran 20 plantulas de espinaca
abriendo huecos de aproximadamente 10 cm de diametro y 5 cm de profundidad, a 10 de
los 20 huecos realizados se les agregara biochar mientras que a los otros 10 no se les
agrego; inmediatamente después se colocaron las plantulas en cada hueco y se cubrio
con tierra para darle mayor estabilidad. Y se realiz6 el cuidado necesario establecido por

el agricultor encargado de la zona de estudio.

4.3 CARACTERIZACION DEL SUELO ANTES Y DESPUES DE LA IMPLEMENTACION
DEL CULTIVO

En esta fase se tomaron muestras de suelo al mes de la siembra y al terminar
el proceso de cosecha , enfocandose en la medicion de Carbono Organico, ya que
asi se puede relacionar los resultados directamente con la adsorcion de CO, o lo que
es lo mismo, el aumento de la captura de carbono en el suelo; segun la guia para la
determinacion de carbono en pequenas propiedades rurales (Tito, Ledn & Porro, 2009)
y Se realizaron los analisis fisicoquimicos en el laboratorio “Doctor Calderon” certificado
por el ICA, obteniendo; Textura por Bouyoucos, NNO,, Cu, Mn, Fe, Zn, K, Ca, Mg, Na, S, B,
P, pH, Conductividad eléctrica, Al, Saturacion de humedad, Densidad aparente, Carbono

Organico, Materia Organica.

4.4 EVALUACION DE CARBONO ORGANICO, MATERIA ORGANICA Y RENDIMIENTO
DEL CULTIVO

Segun la guia para la determinacion de Carbono en pequenas propiedades rurales
(Tito, Ledn & Porro, 2009), el carbono almacenado en el suelo sera calculo por medio de

la siguiente ecuacion
COS = [COS] = densidad aparente * profundidad = d * (1 — frag) = 10

Donde:

COS-= contenido de carbono organico del suelo, representativo del tipo de uso del suelo
(tC/ ha).

[COS]= concentracion de carbono organico del suelo para una determinada masa de
suelo obtenida del analisis de laboratorio (g C /kg de suelo).

Densidad aparente= masa de suelo por volumen de muestra (t de suelo m?3).
Profundidad= profundidad del horizonte o espesor de la capa de suelo, en metros (m).
frag= volumen porcentual de fragmentos gruesos/100, sin dimensiones.

Observacion: se utiliza el multiplicador final 10 para convertir las unidades en tC/ ha.
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4.5 RENDIMIENTO DEL CULTIVO

Al efectuar la siembra la cual tiene una duracién de aproximadamente dos meses,
se determind la productividad del cultivo por medio del célculo del rendimiento utilizando

la siguiente ecuacion:

Rendimiento del cultivo
= Peso de la espinacas * Area del Terreno Sembrado

Esta se desarrollo una vez recolectadas todas las plantulas que fueron sembradas,

pesandolas en pequefias cantidades en una balanza analoga; esto se desarrollara para

las dos diferentes areas evaluadas con el fin de comparar los resultados obtenidos.

5 RESULTADOS
51 CARACTERIZACION DE RESIDUOS

Siguiendo la metodologia explicada en el documento “Caracterizacion de
residuos solidos” (Rendon, 2012), se realizaron cuatro (4) cuarteos en la zona de estudio
(corregimiento La Pradera), donde se incluyeron uUnicamente los residuos solidos
organicos generados en la finca, los cuarteos fueron realizados los domingos debido a
que en este dia hay mayor acumulacién de los residuos. A continuacion, se presenta la
torta de residuos de cada cuarteo.

Los residuos se dividieron en siete tipos; Mazorca (cascara de la mazorca y restos
sin el grano), Naranja (cascara), Papa (cascara), Platano (cascara), Cascarillas (cascaras
de arveja), Malezas (restos de las siembras) y Otros (cascaras de huevos, lechuga,
cilantro, cebolla). Esta ultima categoria se escogio porque el peso de sus componentes
por aparte era muy bajo para ser tenido en cuenta.

Primer cuarteo de residuos. Se dividieron los residuos por tipo y cada uno fue
pesado (gramos), la suma de los residuos dara la totalidad de la muestra, y el peso de
cada fraccion de residuos dara como resultado el porcentaje de residuos organicos

presentes se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Primer cuarteo.

RESIDUOS PESO (g) PORCENTAJE (%)
Mazorca 679 16
Naranja 129 3
Papa 1253 30
Platano 252
Cascarillas 127
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PESO (g9) PORCENTAJE (%)

RESIDUOS
Malezas 352 8
Otros 1439 34
TOTAL 4231 100

Fuente: autores.

Segundo cuarteo de residuos. Se tomaron los tipos de residuos ya caracterizados

en el primer cuarteo, obteniendo los resultados presentados en la Tabla 3.

Tabla 3. Segundo Cuarteo.

RESIDUOS PESO (g9) PORCENTAJE
Mazorca 645 16
Naranja 14 3
Papa 1534 38
Platano 278 7
Cascarillas 134 3
Malezas 227 6
Otros 1134 27
TOTAL 4066 100

Fuente: autores.

Tercer cuarteo de residuos., los diferentes pesos en cada uno de los cuarteos
muestra la variacién en cantidad residuos organicos que se generan en la finca del

Corregimiento La Pradera, nuevamente se tomaron los mismos tipos de residuos.

Tabla 4. Tercer cuarteo.

RESIDUOS PESO (g9) PORCENTAJE
Mazorca 625 15
Naranja 132 3
Papa 1439 34
Platano 237 5
Cascarillas 178 4
Malezas 308 7
Otros 1352 32
TOTAL 4271 100

Fuente: autores.

Cuarto cuarteo de residuos. Siguiendo el mismo procedimiento de los tres

cuarteos anteriores se realizé el ultimo cuarteo, obteniendo los resultados presentados

en la Tabla 5.
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Tabla 5. Cuarto cuarteo.

RESIDUOS PESO (g9) PORCENTAJE
Mazorca 649 16
Naranja 140 3
Papa 1325 32
Platano 240 6
Cascarillas 227
Malezas 289 7
Otros 1248 30
TOTAL 4118 100

Fuente: autores.

Los residuos fueron llevados a la plancha solar (llustracion 8) para su secado y
posterior proceso de pirolisis lenta.

llustracion 8. Secado de residuos.

Fuente: autores.

Se determino el porcentaje de humedad de los residuos antes de llevarse a cabo

el proceso de pirolisis, utilizando el método gravimétrico;

Tabla 6 Determinacion de Humedad de residuos.

Peso capsula Peso Inicial Peso Final Humedad
() C+R(9) C+R(9)

Muestra #1 871834 921815 91,6614 10,41
Muestra #2 70,8401 75,8418 75,2775 1,28

Fuente: autores.

Muestras
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Produccion y caracterizacion de biochar. Se siguio paso a paso la metodologia
planteada en este documento, temperatura de la pirdlisis 350- 450 ° C, presion 25 mm de
H gy tiempo de reaccion 3 horas, una vez obtenido el biochar por pirdlisis se caracterizod

obteniéndose los resultados que se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Resultados de analisis fisicoquimico Biochar.

PARAMETRO RESULTADO UNIDAD DE MEDIDA
Densidad Aparente 0,370 g/cm3
pH en Pasta Saturada 883 e
C.E en Extracto Saturacion 11,40 dS/m
Humedad 0,40 % P/P
CclC 34,48 meg/100g
Sodio Soluble H,0O 0,04 % P/P
C.Organico Oxidable Total 18,73 % P/P

Fuente: autores.

Adecuacion de suelo e implementacion del cultivo. Se escogieron dos parcelas
de igual dimension, para conocer cuanto biochar era necesario se tuvo en cuenta que el
5% de la masa del suelo seria la cantidad de biochar aplicado al cultivo (la masa de suelo
se hallara con el volumen del mismo por la densidad aparente, esta ultima fue tomada del

andlisis de suelo realizado en la primera fase).
Masa Suelo = Densidad aparente * Volumen
Masa Suelo = 0,92 g/cm3 * (25cm * 70cm * 15cm)
Msuelo = 24150 g

241509 * 5%

Masa Biochar =
asa Biochar 100%

Masa Biochar = 1208 g
En una parcela se agrego un Kilogramo (1 Kg) de Biochar y en la otra se sembro

en condiciones normales (llustracion 9). Las condiciones de siembray riego fueron dadas

por el agricultor encargado de la zona de estudio. (llustracion 10 y 11)
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: Fuente Autores.

llustracion 10. Siembra de espinaca.
y N :

Fue'nte: Autores.

llustracion 11. Siembra realizada.
3 e - g

Fuente: Autores.

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancos e Possibilidades Capitulo 10




Caracterizacion del suelo antes, durante y después de la implementacion del
cultivo. La tabla 8 muestra los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados al
suelo antes, durante y después de la implementacion del cultivo. Los resultados muestran
niveles excesivos de Zinc; niveles altos de potasio y nitrégeno; niveles medios de Calcio,
Magnesio, Fosforo y Hierro; niveles bajos de Cobre; niveles deficientes de Azufre,
Manganeso y Boro, una textura Franca con pH de tendencia Acida y un porcentaje medio

de Carbono Organico.

Tabla 8. Caracterizacion del suelo antes, durante y después de la implementacion del cultivo.

=Y R ADO R ADO R ADO DAD
A » A DURA A » P » A

Potasio 1.22 0.74 0.73 meq/100cc

Calcio 12.2 16.48 1414 meq/100cc

Magnesio 2.2 3.64 318 meq/100cc

Sodio 1.04 1 1.37 meq/L

Aluminio 01 Muy bajo Muy bajo meqg/100cc

C.I.C calculada 15.91 21.08 18.36 meq/100cc

Fosforo 119 180 151 ppm

N-NO, 200 40 20 ppm

Azufre 14 1 4 ppm

Hierro 419 383 385 ppm

Manganeso 13 24 22 ppm

Cobre 03 04 0.8 ppm

Zinc 251 12.8 17.7 ppm

Boro 018 0.35 0.33 ppm

p.H 541 6.26 6.6 _

C.E 1.29 0.75 0.46 mS/cm

Arena 33 5 _ %

Limo 45 88 _ %

Arcilla 22 7 . %

Textura Franca Limosa Limosa .

M. Organica 17.22 2148 21.70 %

C. Organico 9.99 12.46 12.93 %

Sat. Humedad 55 62 65 %

Densidad 0.92 0.64 0.69 g/cc

Fuente: Laboratorio “Doctor Calderén”.

Evaluacion del Contenido de Carbono Organico. Se calculd el carbono
almacenado en el suelo para las tres etapas del cultivo; antes, durante y después de

la siembra, segun la guia para la determinacion de Carbono en pequeias propiedades
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rurales (Tito, Ledn & Porro, 2009). No se tendran en cuenta los fragmentos gruesos
debido a que no se presentaron en la toma de muestras. Los resultados de carbono
organico fueron dados por el laboratorio “Doctor Calderén” en unidades de porcentaje
(%), para la ecuacién se deben utilizar unidades de gC/Kg de suelo, para esto se tomé
como base de calculo 1 Kg de suelo (que es la cantidad de suelo entregada al laboratorio
para realizar los analisis) y el porcentaje dado por el laboratorio se dividié en 100 para

obtener los gramos de Carbono.

COS = [COS] * densidad aparente * profundidad * (1 — frag) = 10

e Antes de la siembra
0,0999

C0S =———
1K g de suelo *

t
0,92—3 *0,15m 10 = 0,14 tC/ha
m
e Durante la siembra

0,1246

cos = 1K g de suelo *

t
0,92—+0,15m* 10 = 0,17 tC/ha
m

e Después de la siembra

0,1293

C0S = ———+——
1K g de suelo *

t
0,92—+0,15m =10 = 0,18 tC/ha
m

Una vez determinado el contenido de carbono en el suelo, se calculo el carbono
organico sobre el area trabajada, por lo que aplica la siguiente ecuacion:
COA=C0S+A

* Antes de la siembra
tC

hat 0,175x10"%ha = 2,450x1077¢tC

COA =0,14

e Durante la siembra

tC
COA = 0'17E *0,175x1075ha = 2,975x1077¢C

e Después de la siembra

tC
COA = OJBE* 0,175x10"°ha = 3,150x1077tC

Considerando para cada una de las etapas las cantidades de carbono presentes,
se procedioé a determinar el incremento de carbono durante el desarrollo del proyecto,
esto es resultado de diferencia entre la cantidad de carbono en determinado momento y

la medida anterior.
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Incremento de carbono = COA, — COA;
Incremento de carbono; = 2,975x1077tC — 2,450x1077tC = 0,525x10~7tC
Incremento de carbono, = 3,150x10~7¢tC — 2,975x1077tC = 0,175x10~7tC
Incremento total = 0,525x1077tC + 0,175x1077tC = 0,7x1077¢tC

Rendimiento del cultivo. La recoleccion de las plantulas cultivadas se realizd
pasados 60 dias exactamente desde que se realiz6 la siembra. La relacion en peso de las

hortalizas sembradas con Biochar y sin Biochar se presenta a continuacion:

Tabla 9. Rendimientos del cultivo.
Producto Peso1lb Peso 2Ib Peso 31b Total Ib

EESON R EIFZE I 1,4375 1,1875 0,75 3,375

biochar

Peso hortalizas con RN 1,8125 0,6 41875
biochar

Fuente: Autores.

Una vez calculado el peso de las hortalizas obtenidas tras la siembra, se determina

el rendimiento del cultivo:
Area del Terreno = Ancho * Largo
Area del Terreno = 0,25 m * 0,70 m = 0,175m?
Rendimiento del cultivo sin Biochar = 3,375 Lb * 0,175m?
Rendimiento del cultivo sin Biochar = 0,59 Lb/mz
Rendimiento del cultivo con Biochar = 4,1875 Lb * 0,175m?

Rendimiento del cultivo con Biochar = 0,73 Lb/m2

5.2 ANALISIS DE RESULTADOS

Caracterizacion de residuos. Al obtener los resultados de los cuatro cuarteos
realizados se determinaron los porcentajes de cada uno de los residuos para ser llevados
al proceso de pirolisis haciendo un promedio (Tabla 10). Los residuos que se separaron
son los mas utilizados en la cocina de la finca la Pradera, con estos porcentajes se

demuestra que se hara un aprovechamiento de todos los residuos.

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancos e Possibilidades Capitulo 10 m



Tabla10. Porcentaje final de residuos para el proceso de pirolisis.

RESIDUOS PORCENTAJE

Mazorca 16
Naranja 3
Papa 33
Platano 6
Cascarillas 4
Malezas 7
Otros 31
TOTAL 100

Fuente: Autores.

5.3 SECADO DE RESIDUOS

Segun estudios previos a cerca del desarrollo del proceso de pirolisis, es
importante que los residuos organicos que sean utilizados tengan aproximadamente
un 10% de humedad en peso, ya que esto permite un optimo rendimiento del proceso.
Es por esto que es utilizada la plancha solar como parte esencial para el desarrollo de
un secado previo, segun los porcentajes de humedad obtenidos en el laboratorio este
proceso permite reducir la humedad a un 10 y 12% en peso. Determinado estos, es posible
asegurar que con esta humedad se favorece la carbonizacion del producto, aumento la

composicion solida y reduciendo la formacion de fase gaseosa y liquida.

5.4 PRODUCCION Y CARACTERIZACION DEL BIOCHAR

Elbiochar que se obtuvo en el proceso de pirolisis bajo las condiciones establecidas,
cumple con la NTC 5167, siendo el biochar una enmienda organica no humica solida; la
norma establece lo presentado en la Tabla13. Es decir, que el biochar obtenido tuvo las

caracteristicas necesarias para ser aplicado en el cultivo de espinacas.

Tabla 11. Requisitos especificos para Enmienda Organica no humica. NTC 5167.

Enmienda Organica no hiimica

Indicaciones relacionadas Parametros a caracterizar y Parametros a
Clasificacion con la obtencion y los otros requisitos garantizar
del producto componentes principales
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Enmienda Organica no humica

Producto organico * Si el producto se disuelve en Contenido de
solido obtenido a partir agua, su disolucion no debe carbono organico
de la deshidratacion y desarrollar pH alcalino. oxidable total %C

estabilizacion de los residuos * Contenido de carbono organico Capacidad de

Enmienda provenientes de las plantas oxidable total, minimo 15% intercambio
(o] .E1) =1 (o) industriales y de tratamiento * Capacidad de intercambio cationico Cmol (+)
humica de a) aguas residuales cationico, minimo 30 cmol(+) kg-  kg-1 (meq/100g)

industriales y urbanas y b) 1(meg/100g) Contenido de

residuos solidos urbanos * Conductividad eléctrica, metales pesados
separados en la fuente. declararla mg/kg

* Contenido de sodio soluble
(declararlo, restricciones de uso)

Fuente: (NTC 5167, 2004).

5.5 CARACTERIZACION DEL SUELO ANTES DURANTE Y DESPUES DE LA
IMPLEMENTACION DEL CULTIVO

De acuerdo a la tabla 8 donde se presentan los resultados de los analisis
fisicoquimicos realizados antes, durante y después de la siembre para poder comparar la
evolucion del cultivo.

De acuerdo a estos resultados se puede ver el pH que se hizo alcalino a medida
que transcurrid la aplicacion del biochar favoreciendo el pH ideal para el cultivo (5,6 — 7,1).
también se ven niveles altos de Zinc y déficit en Azufre y Nitrégeno. El Zinc se encuentra
mas disponible en los suelos acidos que en los alcalinos es por esto que al aumentar el
pH del suelo los niveles de Zn van bajando poco a poco, aunque aun siga siendo alto. Al
haber una disminucion de la fijacion de nitrégeno atmosférico que realizan las bacterias
se presenta una deficiencia de azufre y por esto tanto el N como el S se encuentran
en deficiencia.es asi como se percibe una disminucion en la concentracién de nitratos a
través del desarrollo de la plantacion, por lo que esto puede justificarse por la necesidad
de absorcién de la planta para su desarrollo esencialmente durante el primer mes de
la siembra, donde se evidencian las etapas de germinacion, dé igual manera se debe
tener en cuenta que las actividades de riego y la presencia de lluvias permite el lavado
de los suelos, generando una acumulacion de nutrientes a profundidades mayores y una
disminucion de la concentracion de nutrientes en la superficie de los suelos. Este mismo
comportamiento se evidencia en compuestos como el potasio, los cuales pueden no
solo ser consumidos por la planta y lavados del suelo, sino que también actian como
sustancias intercambiables de forma que se unen electroestaticamente a la fraccion
coloidal mineral y organica del suelo.

El fosforo es el segundo de los nutrientes con mayor consumo por parta de las

plantas, es importante resaltar que este tiene mayor consumo en las etapas medias y
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avanzadas del crecimiento de los cultivos, por lo que esto puede explicar el aumento de su
concentracion en la fase inicial del cultivo tras la aplicacion de la enmienda y su posterior
reduccion. De igual forma la solubilidad del fosforo en el suelo depende generalmente
del pH del suelo, es por ello que durante el primer mes al mantenerse el pH menor a
6,5 el fosforo aun se encuentra presente en suelo combinado con compuestos como el
hierro o el aluminio, mientras que en el momento en que el pH sobrepasa de este valor se
evidencia la transformacion de fosforo por su insolubilidad.

La capacidad de intercambio cationico refleja la cantidad de cationes que pueden
ser retenidos por los suelos, a medida que la CIC es mas elevada la fertilidad del suelo
aumenta. En este caso la CIC fue mayor durante el cultivo (al mes de la siembra) esto se
debe a que la espinaca consumié mayor cantidad de cationes en el periodo inicial para
su crecimiento, el Calcio (Ca) y el Magnesio (Mg) lo demuestran. La relacion optima Ca/
Mg debe estar alrededor de 5, en este caso la relacion promedio es de 4,5, muy cercana
alarelacién 6ptima, igualmente sucede con la relacion éptima K/Mg que debe estar entre
0,2y 0,3y en este caso es de 0,2. Determinandose que el cultivo se dio en condiciones
oOptimas en cuanto a los cationes necesarios para el desarrollo de la espinaca.

La Saturacién de humedad corresponde al contenido de agua de un suelo en
el momento en que todos sus poros estan saturados. Se evidencia el aumento de esta
a medida que iba avanzando el cultivo debido a que el biochar por sus propiedades
organicas permite que los poros del suelo tengan una modificacion estructural de tal
forma que permita la retencion sustancial del agua y que esta se filtre con mayor dificultad
por los horizontes del suelo. Dentro de ello se relaciona igualmente la densidad del suelo
debido a que lo aportes de materia organica hacen que la densidad se reduzca y que los
poros del suelo se distribuyan de tal manera que los espacios vacios sean minimos.

Uno de los parametros de mayor interés para esta investigacion es el Carbono
Organico del Suelo (COS), que se vincula con la cantidad y disponibilidad de nutrientes del
suelo. EI COS aumenta a medida que pasa el tiempo en la siembra debido a la retencién
de Carbono Organico, proceso causado por la aplicacion del Biochar. El aumento de la
materia organica del suelo (MOS) también es causado por la aplicacion del biochar, al
aumentarse la MOS se aumentan los porcentajes de limo en el suelo por esto la textura
cambia de Franca a Limosa. Los suelos limosos tienen granulos de tamano intermedio
son fértiles y faciles de trabajar. Forman terrones faciles de desagregar cuando estan
secos. Los datos encontrados en estudios realizados anteriormente, confirman que los
efectos del biochar se observan después de por lo menos afio y medio de aplicado y

dependiendo del cultivo.
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5.6 CONTENIDO DE CARBONO ORGANICO

El carbono organico presente en el suelo representa un balance dinamico entre la
absorcion de material vegetal muerto y la pérdida por descomposicion (mineralizacion).
Las concentraciones de carbono organico del suelo son mas altas en su capa superior
y disminuyen exponencialmente conforme aumenta la profundidad, es por esto que las
muestras de suelo se tomaron a 15 cm. El carbono organico del suelo es la transformacion
del carbono atmosfeérico (CO,) en carbono organico al atravesar por procesos energéticos
y de crecimientos de las plantas alojandose en la biomasa vegetal y el suelo. El contenido
de carbono organico en el suelo de estudio aumento después de la aplicacion del biochar
(de 0,4 Tc/ha a 0,18 Tc/ha) debido a que la aplicacion de Biochar permite la aceleracion
en el proceso de mineralizacion de carbono organico y se incrementa la colonizacion
microbiana, provocando la descomposicion acelerada de compuestos organicos; lo que
permite el mejoramiento de suelos, aumento de productividad agricola y gran sostenibilidad

entre los recursos a utilizar, demostrando que el biochar aumenta el secuestro de Carbono.

5.7 RENDIMIENTO DEL CULTIVO

Segun los resultados obtenidos referente al desarrollo del cultivo, se presento
un aumento entre la plantacion con Biochar y sin Biochar respecto a su rendimiento tras
su crecimiento pasados los 2 meses de estudio. El rendimiento del cultivo sin biochar
es de 0,59 b/ ., mientras que el rendimiento obtenido del area cultivada con bichar
es 0,73 Lb/m2 ; esto indica aproximadamente un 20% en el aumento de produccién en
peso del cultivo. De igual forma al comparar la fisionomia de la hortaliza se observa que
la planta sembrada con Biochar tiene mayor cantidad de hojas, con tallos mas cortos, por
lo que la fraccion aprovechada de esta es mayor, y lo que se dispone como residuo es
menor. Asi mismo la calidad del producto se ve mejorada, por el color de la hoja, el grosor
de la hoja y la reduccion del volumen de producto que se desecha por no ser apto para
su comercializacion.

Es asi como no solo se ve mejorada la calidad del cultivo, si no también se
obtienen beneficios econdmicos y ambientales; dentro de los aspectos econdémicos
se considera que sera mayor la proporcion del producto a vender, por lo que se veran
aumentados los ingresos por su produccion. Mientras que, dentro de los aspectos
ambientales, se registrara una disminucion en la cantidad de residuos solidos generados,
contribuyendo con el adecuado aprovechamiento de estos; asi mismo el uso de suelo
se vera beneficiado, ya que se necesitaran areas menores para producir las cantidades

requeridas del producto y asi este ser aprovechado en otro tipo de actividades.
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6 CONCLUSIONES

La implementacion del biochar en el suelo del corregimiento La Pradera en el
municipio de Subachoque, permitié generar una alternativa de aprovechamiento de los
residuos solidos organicos generados.

Las condiciones de operacion bajo las cuales se realizé el proceso de pirolisis
lenta fueron las establecidas segun la revision bibliografica. El biochar generado cumplio
con la NTC 5167, siendo una enmienda organica no himica solida.

las condiciones de presion y el tiempo de desarrollo del proceso de pirolisis
incidiran la calidad y la capacidad de evolucion de los nuevos suelos intervenidos, ya
que aunque los procesos metodolégicamente son similares, las alteraciones de estas
condiciones cambian en absoluto los requerimientos de la enmienda segun los evaluado
en la norma NTC 5167.

Se obtuvo mayor rendimiento del cultivo en la parcela donde se agrego el biochar,
demostrando que esta enmienda permite el mejoramiento de suelos y el aumento de la
productividad agricola.

El carbono organico del suelo es la transformacion del carbono atmosférico
(CO,) en carbono organico al atravesar por procesos energéticos y de crecimientos de
las plantas, alojandose en el suelo, lo cual permite el secuestro de carbono, o lo mismo la
captura de CO, en el suelo.

En los analisis fisicoquimicos realizados se logré observar que el porcentaje de
carbono organico aumentd a medida que avanzaba el cultivo, indicando que el biochar

ayuda a incrementar la captura de CO, en el suelo.
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RESUMEN: EI| objetivo es mostrar el
aprovechamiento y transformacion de
los residuos organicos, en biocarbones
por pirolisis asistida por microondas vy
carbonizacion hidrotermal como nuevas
alternativas para la generacion de enmiendas
organicas a partir de residuos organicos.
Con rendimientos superiores al 90% para
los procesos de calentamiento hidrotermal
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ORGANICA EN SUELOS

y de pirdlisis asistida por microondas en la a
produccioén de biocarbones. Estas tecnologias
les dan un valor agregado a los residuos
utilizados al transformarlos en biochar e
hidrochar, que ademas de tener propiedades
de mejorar el suelo, es posible usarlos como
secuestradores de carbono. La aplicacion
de los biocarbones obtenidos se realizd en
la finca Villa Maria, ubicada en la vereda el
tunal, Zipaquira con coordenadas geograficas
5°01°01,27” N 73° 56°22,84” O. con un area
aproximada de 3.380 m?, y suelos entisoles.
con pendiente mayor al 50%, y un paisaje
montanoso con drenaje imperfecto a excesivo
(“Geoportal, IGAC,” 2002). Este proyecto se
desarrolld con una metodologia de estudios
comparativos con aplicacion al suelo de
biocarbones  producidos con residuos
organicos, con el fin de relacionar el aumento
de materia organica y captura de carbono en
el suelo, Esta se llevd a cabo mediante (3)
fases. Primera fase Seleccion, Clasificacion,
recoleccién, pretratamiento de biomasa,
producciéon y caracterizacion de biochar e
hidrochar. Segunda fase caracterizacion y
adecuacion de suelos tercera fase relacion
entre el aumento de carbono organico
y materia organica y captura de didxido
de carbono Los biocarbones producidos,
obtuvieron un porcentaje de carbono organico
de 39,05% para hidrochar y 29,41% para
Biochar, y un aumento en la materia organica
del suelo, pasando de 0,258 a 4,926% por
efecto del hidrochar y de 1,395 a 5,391% por
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el Biochar, y mayor estabilidad en el suelo. Y un CO,eq por el hidrochar de 0,002247
Toneladas de CO,eq en comparacion con 0,001673 CO,eq para Biochar.

PALABRAS CLAVES: Hidrochar. Biochar. Microondas. Tratamiento Hidrotermal. Captura
de Carbono. Enmiendas Organicas.

USE OF ORGANIC AMENDMENTS PRODUCED BY HYDROTHERMAL TREATMENT
AND MICROWAVE RADIATION OF ORGANIC RESIDUES IN CARBON CAPTURE AND
INCREASE OF ORGANIC MATTER IN SOILS

ABSTRACT: The objective is to show the use and transformation of organic waste
into biofuels by microwave-assisted pyrolysis and hydrothermal carbonization as new
alternatives for the generation of organic amendments from organic waste. With yields
greater than 90% for hydrothermal heating and microwave-assisted pyrolysis processes
in the production of biofuels. These technologies give added value to the waste used
by transforming them into biochar and hydrochar, which in addition to having soil-
improving properties, it is possible to use them as carbon sequestrants. The application
of the biochar obtained was carried out in the Villa Maria farm, located in the village of
El Tunal, Zipaquira with geographic coordinates 5 ° 0101.27 "N 73 ° 56’'22.84” W. with an
approximate area of 3,380 m2, and entisole soils. with a slope greater than 50%, and a
mountainous landscape with imperfect to excessive drainage (“Geoportal, IGAC,” 2002).
This project was developed with a methodology of comparative studies with application
to the soil of biofuels produced with organic waste, in order to relate the increase in
organic matter and carbon capture in the soil. This was carried out through (3) phases.
First phase Selection, Classification, collection, biomass pretreatment, production
and characterization of biochar and hydrochar. Second phase characterization and
adaptation of soils third phase relationship between the increase in organic carbon and
organic matter and carbon dioxide capture The biochar produced, obtained a percentage
of organic carbon of 39.05% for hydrochar and 29.41% for Biochar, and an increase in soil
organic matter, from 0.258 to 4.926% due to hydrochar and from 1.395 to 5.391% due to
Biochar, and greater stability in the soil. And a CO2eq per hydrochar of 0.002247 Tons of
CO2eq compared to 0.001673 CO2eq for Biochar

KEYWORDS: Hydrochar. Biochar. Microwave. Hydrothermal Treatment. Carbén Capture.
Organic Amendments.

1INTRODUCCION

La generacion de residuos solidos ha sido un problema inherente al desarrollo
del ser humano, el manejo inadecuado, genera grandes impactos afectando el ambiente
y al mismo ser humano, los innumerables beneficios que tiene aplicar técnicas de
aprovechamiento de residuos organicos como es en este caso, la pirolisis asistida
por microondas y la carbonizacion hidrotermal, estas, permiten usar gran cantidad de
residuos, transformandolos en enmiendas o mejoradores de suelo con valor agregado,

logrando asi disminuir la disposicion final en rellenos sanitarios, el proceso de incineracion
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e innovacion en tecnologias limpias. Se aplicaron tecnologias de pirolisis por microondas
y carbonizacion hidrotermal a los residuos solidos organicos producidos en las plazas
de mercado, constituidos principalmente por, hojas de cebolla, cascara de maiz y arveja,
debido a su alto contenido de celulosa y fibra, para su trasformacion en biocarbones,
que al aplicarlos en el suelo generan aumento en la materia organica, caracteristica que
va directamente relacionada con la captura de carbono, disminuyendo asi las emisiones
de gases efecto invernadero como el CO, a la atmosfera y formacion de sumideros de
carbono. Este escenario ofrece un gran campo de accién para la implementacion de
estas tecnologias y especialmente la aplicacion de biochar e hidrochar para lograr un
aporte en ese 20% de emisiones que Colombia se comprometié a reducir al afo 2030
durante el acuerdo de Paris Las aplicaciones de estas alternativas inicialmente se podrian
establecer en una escala local, y lograr involucrar a los pequenos agricultores en un

mercado de carbono voluntario.

2 MATERIALES Y METODOS

Este proyecto se desarrolldé con una metodologia de estudios comparativos
por medio de la aplicacion al suelo de biocarbones producidos con residuos organicos,
mediante tecnologia de pirolisis por microondas y carbonizacion hidrotermal, con el fin de
relacionar el aumento de materia organica y captura de carbono en el suelo, vinculando
estas dos variables con la disminuciéon de emisiones gases de efecto invernadero,

principalmente el CO, Esta se llevo a cabo mediante (3) fases.

21 FASE 1. SELECCION, CLASIFICACION, RECOLECCION, PRETRATAMIENTO DE
BIOMASA, PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE BIOCHAR E HIDROCHAR

Seleccion, Recoleccion y clasificacion de biomasa.
Los residuos que se seleccionaron para la produccion de los biocarbones fueron:
hojas de cebolla larga, hojas de maiz y cascara de arveja, por su gran contenido fibra y

celulosa, los cuales se pueden observar en la tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacion de la biomasa.

Caracterizacion de la biomasa

Residuo % de Fibra % de Celulosa
Hojas de cebolla larga® 15 40
Hojas de maiz’ 23,00 4314
Cascara de arveja® 55,07 45*

Fuente: Elaborado por las autores a partir de '(Maribel Prado, 2012), 2(Velandia, 2016) y 3(Alasino, 2009).
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La recoleccion y clasificacion de los residuos se realizd por seleccion manual
directamente en la fuente.

Pretratamiento de la biomasa. El pretratamiento para produccion de biochar. Para
la produccion de biochar se secaron los residuos en una estufa eléctrica marca mwd,
durante 24 horas a una temperatura de 105 °C, condiciones de referencia contempladas
en la norma GG-8 Determinacion de contenido de humedad. Para los residuos utilizados
en la produccion de hidrochar no es necesario realizar ningun pretratamiento.

Produccion de Hidrochar por Carbonizacion hidrotermal. En la produccion del
hidrochar, se uso la tecnologia de carbonizacion hidrotermal, donde se introdujo cada tipo
de biomasa por separado en autoclave marca sterilof, a una temperatura de 180 °C y una
presion 2,2 bares durante 3 horas después del proceso de carbonizacion, se comprimio la
biomasa y luego se seco en estufa de aire a una temperatura de 105°C durante 24 horas.
Terminado el proceso de secado en la estufa, los residuos de biomasa fueron llevados a
un molino de pines que gira a 3600 RPM y tamizado en un tamiz de 1,2 mm.

Produccion de Biochar por Pirolisis por Microondas. Los residuos previamente
secados se someten a un proceso de molienda y pulverizacion. La biomasa pulverizada
se paso por un tamiz # 170 que equivale a un tamano de grano de 0,09 mm y luego fue
puesta dentro de capsulas de porcelana con una capacidad de 400 a 450 g, para terminar
con el proceso de pirolisis se usd un horno microondas convencional, utilizando el 60%
de potencia, manejando un tiempo total de 30 min aproximadamente (segun el tipo de
residuo), en segmentos de 30 segundos hasta observar un cambio de color a negro.

Caracterizacion fisicoquimica de los biocarbones. Una vez terminado el proceso
de produccion de biochar e hidrochar se hizo la caracterizacion de los biocarbones en

donde se analizaron los parametros relacionados en la tabla 2:

Tabla 2. Parametros analizados en los biocarbones.

PARAMETRO METODO
Densidad Aparente Gravimetria
pH Potenciometria
Carbono Organico Walkley Black
Conductividad Eléctrica Potenciometria
CIC Volumetria
Nitrégeno Total Suma de Nitrégenos
Area Superficial Tamario de particula

Fuente: Adaptado de Calderon (2017).
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Adecuacion y Caracterizacion del suelo. Se hizo la delimitacion del area a tratar,
encerrando 3 parcelas cada una de 2x2, separadas 30 cm entre ellas y se descapoto el
suelo retirando los primeros 20 cm. Y se tomo muestras de suelo, el tipo de muestreo fue
en forma de zig-zag del cual se tomaron 8 submuestras a lo largo y ancho de cada parcela,
mezclando estas y homogenizando, se tomd de la muestra homogénea un kilogramo y se

analizaron los siguientes parametros:

Tabla 3. Parametros analizados en el suelo.

PARAMETRO METODO DETERMINACION
Carbono Organico Walker y Black Captura de Carbono
Capacidad de Intercambio Acetato- NH4 1M pH 7 y NaCl; Potencial de retencién
cationico Volumétrico
Nitrégeno Total Método Kjeldahl Estabilidad del suelo
Materia Organica Célculo Relacion CO
Relacion C/N Calculo Estabilidad en el suelo
Relaciéon C/MO Calculo Relacion CO
‘Densidad Aparente Cilindro Célculo de CO,eq
pH Potenciometria Posibles cambios de pH
"Textura Bouyucos cambios de textura

Fuente: Elaborado por los autores.

Los analisis de densidad aparente y textura fueron realizados en el laboratorio
de la universidad de la Salle sede candelaria Bogot4, siguiendo el método del cilindro del
manual de practicas de campo y del laboratorio de suelos del SENA (Giraldo, 2013) y el
método de Bouyucos del manual de suelos. Guia de laboratorio y campo (Campos, 2012),
respectivamente. El pH fue tomado in situ con un pH metro de suelos HANNA, tomando
en cada una de las parcelas 5 puntos de toma de datos, y posteriormente haciendo un
promedio de los mismos para obtener un dato significativo de cada parcela. Las relaciones
C/Ny C/MO fueron calculadas con los datos obtenidos de Carbono Organico y Nitrégeno
Total reportados en la tabla 7 resultados de analisis de suelo.

Aplicacion de los biocarbones. Teniendo delimitado el terreno se aplicaron
los biocarbones en dos parcelas, dejando la restante como blanco. Se agregd la masa

total de biochar e hidrochar en tres aplicaciones por cada parcela, haciendo una mezcla
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con ayuda de una horqueta entre cada aplicacion y al final de esta, para lograr una
compenetracion de los biocarbones con el suelo. En cada una de las parcelas se aplicé el
1% de la masa del suelo en biochar e hidrochar a condiciones ambiente.

Medicion de la relacion entre materia organica y captura de CO,. Finalmente
para determinar si el aumento de materia organica en el suelo se relaciona con la
presencia de carbono organico, se utiliza una serie de ecuaciones, que permiten calcular
el carbono organico del suelo, el carbono en el area, incremento de carbono y finalmente
calculo de Ceq (CO,eq), todas las ecuaciones descritas en cada etapa se usaron con
base al documento: “manual Técnico: Guia para la Determinacion de carbono en pequeias
comunidades rurales” (Rugnitz, Chacon, & Porro., 2009)Chacén, &amp; Porro., 2009.

Calculo del carbono organico en el suelo

Ecuacion 1. Célculo de carbono organico en el suelo.

COS = Zharisonte-1 COShortzonte = Zhorizante-11COS]* 8 P xd * (1~ frag)  10)uorizonte

Doénde:

COS= Contenido de carbono organico en el suelo, representativo del tipo del uso del
suelo (t C/ha).

COShorizonte= Contenido de carbono organico en el suelo para un determinado horizonte
(t C/ha).

[COS]= Concentracion de carbono organico del suelo para una determinada masa de
suelo obtenida del andlisis de laboratorio (g C/ kg suelo).

6a = Densidad aparente, masa de suelo por volumen de muestra (t de suelo m?3).

P = Profundidad del horizonte o espesor de la capa de suelo, en metros (m).

Frag= Volumen porcentual de fragmentos gruesos/100, sin dimensiones.

Calculo del area del proyecto. Para calcular el carbono total del area, se debe
sumar el carbono calculado parcialmente para cada uno de los estratos, para este caso

solo se calcularon en la biomasa superficial del suelo.

Ecuacion 2. Calculo de carbono del érea.

ACproyecto = Z ACestratos

Ecuacion 3. Calculo del carbono en el estrato de biomasa superficial del suelo.
Costratos = (ACgss) * area del estrato

ACgg,= biomasa sobre el suelo (t C/ha)
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Calculo del incremento de carbono. El incremento del stock de carbono
del proyecto resulto de la diferencia en las cantidades de carbono calculadas en dos

momentos de medicion.

Ecuacion 4. Incremento de carbono.

ACincremental = Ciz — Cpq

ACincrementar = INcremento cantidad de carbono area total del proyecto (t C).
C;;=Cantidad de carbono del proyecto en el momento ¢, considerando la superficie total
(t C).

C,,= Cantidad de carbono del proyecto en el momento t,, considerando la superficie total
(tC).

Calculo del carbono equivalente. Finalmente, las reducciones de emisiones
resultantes de proyectos agroforestales son contabilizadas en forma de certificados de
reduccion de emisiones (CRE) y negociadas en mercados internacionales de carbono.
Un CRE corresponde una tonelada métrica de CO,eq, calculada en base al potencial de
calentamiento global de este gas. Una tonelada de carbono equivale a 3,67 toneladas
de CO,eq (obtenido en razon de los pesos moleculares 44/12). Para saber la cantidad
de CO,eq emitido o almacenado a partir de la cantidad de carbono de un determinado

deposito se multiplico esta por 3,67.

3 RESULTADOS

Calculo del area superficial de los biocarbones. Siguiendo la metodologia del

tamafo de particula descrita en la norma ASTM C-136-01, se obtuvieron los resultados

en la tabla 4:
Tabla 4. Andlisis por Tamizado Hidrochar.
Fraccion de
Tamiz#  Abertura del Masa masa retenida Diametro medio de xi/dp
tamiz (mm) retenida g xi particulas Dp (mm)
18 1 04 0,001
20 0,85 42 0,014 0,925 0,015
35 0,5 59,8 0,199 0,675 0,295
40 0,425 47 0,157 0,463 0,339
170 0,09 160,1 0,534 0,258 2,072
Plato - 26 0,087 - -

Fuente: Elaborado por los autores.
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Una vez determinados estos datos se aplico la metodologia descrita por (McCabe

et al., 2002) para determinar area superficial, usando la siguiente ecuacion:

6m

b pp Dy

Donde my Pp son la masa total y la densidad de las particulas respectivamente y @, es
el factor de esfericidad de las particulas, el cual se tomoé 0,6 para los dos biocarbones
por ser materiales triturados(McCabe et al., 2002). Pero como se tiene una mezcla de
particulas, esta se divide en fracciones, cada una de densidad y tamarno aproximadamente
constante, por lo anterior cada fraccion se pesa y se aplica la siguiente ecuacion:

_ 6 = X;

D Pp ile_pi

w

Donde:
xX= fraccion de masa en un determinado incremento, n= nimero de incrementos

y ﬁpi =diametro promedio de las particulas, obteniendo como resultado de la fraccion
- =19.230,77 y la sumatoria de % = 2,722, ademas como se debe excluir
s Pp pi

la fraccion recogida en el plato recibidor, se divide los resultados anteriormente descritos

constante

en 1-x, por tanto 1- 0,087 = 0,913, Entonces el Area superficial para el hidrochar fue:

_19.230,77 * 2,722 57 306 44 mm?
w 0,913 T

Para calcular el dato de area superficial en unidades del sistema internacional se

divide en 10.000.000 para pasar a unidades de m_z
9

A 57.306,44 mm? Lm? 0,057 m?
= . * = -
w ’ g 10.000.000 mm? ’ g

El area superficial para el biochar, se determiné de la misma forma descrita

anteriormente.

Calculo de la Masa y Densidad del Suelo
Masa del suelo: se hallé con la diferencia de pesos de las capsulas, con las

muestras de suelo himedo y después del secado especificados en la tabla 5.
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Tabla 5. Calculo de la masa del suelo.

Capsula vacia Capsula + Suelo Capsula + Suelo seco Diferencia de pesos
(9) humedo(g) (9) masa de suelo (g)
155 385,9 3211 64,8

Fuente: Elaborado por los autores.

Densidad del suelo: una vez los valores de la masa del suelo y el volumen del

cilindro se conocen, se calcula la densidad aparente:

Ecuacion 5. Calculo de la densidad aparente del suelo.

Se hace el cambio de unidades de cm3®a m? para tener unidades del Sl:

1m?3

205 cm3 = (———
amn (1.000.0006m3

) =2,5x10"*m3

Masa de biocarbones para aplicacion en el suelo. Para saber la dosis de aplicacion

de los biocarbones, fue necesario determinar el volumen de cada una de las parcelas:
Ecuacion 6. Volumen de cada parcela.
V =L+*A=*profundidad

V=2m+2m+02m=0,8m3

Para calcular la masa del suelo que se tiene en cada parcela, teniendo en cuenta
un volumen de 0,8m3 se hace el siguiente calculo:
64,89 — 2,5x107*m3
x = 0,8m3
x = 207,300g

1lkg
1000g

207,300g = ( > =2073kg

Calculo de la masa de biocarbones necesaria por parcela con 1% de la masa

del suelo:
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2073 kg * 1% = 2 kg

De las dos parcelas seleccionadas, a una se le agregan 2 kg de biochar y al otro

2 kg de hidrochar.

Produccion de biochar e hidrochar. Para conocer cual fue el rendimiento que se

obtuvo durante el proceso de produccion, se hizo el calculo en base seca antes y después

de la carbonizacién hidrotermal y la pirolisis por microondas, resultados que se muestran

en la tabla 6.
Tabla 6. Peso de biomasa usada.
Materia Prima Biocarbon para
Transforma Cebolla Maiz (Kg) Arveja (Kg) Total (Kg)
(Kg)
Peso Inicial Biochar 13 13 13 39
Biomasa Hidrochar 12,5 12,5 12,5 375
Peso Final Biochar 0,80 1,56 1,50 3,86
Biomasa Hidrochar 0,90 312 1,93 595
Peso Final Biochar 0,71 1,48 1,46 3,65
después de .
Calentamiento Hidrochar 0,85 3,06 1,89 58

Fuente: Elaborado por los autores.

Una vez se obtuvieron estos pesos, se realizo el caculo del porcentaje de eficiencia

del proceso de la siguiente forma:

% de eficiencia =

Kg de biocarbon resultande

Kg de biomasa de entrada *

Obteniendo asi los resultados relacionados en la tabla 7:

100

Tabla 7. Porcentaje de eficiencia en la produccion de biocarbones.

Biocarbon Cebolla % Maiz % Arveja % Total (%)
Biochar 88,75 94,87 97,33 94,56
Hidrochar 94,44 98,08 97,93 97,48

Fuente: Elaborado por los autores.

Caracterizacion de biocarbones. En la tabla 8 se observa una sintesis de los

resultados de la caracterizacion fisicoquimica de los biocarbones.
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Tabla 8. Caracterizacion Fisicoquimica de biocarbones.

Parametro Hidrochar Biochar

Densidad Aparente (g/cm3) 0,52 0,29

pH en 10% 4,62 747
Conductividad Eléctrica (dS/m) 0,60 0,59
C.1.C (meq/100g) 43,30 36,80

Nitrégeno Total (% P/P) 1,52 1,92
Carbono Organico Oxidable Total (% P/P) 39,05 29,41
Area Superficial* 0,057 0,078

Fuente: Elaborado por los autores.

Caracterizacion del suelo. Para la comparacion de las condiciones en el suelo,
una vez se aplicaron los biocarbones, se realizo el analisis del suelo en el laboratorio de

suelos del IGAC, resultados sintetizados en tabla 9.

Tabla 9. Caracterizacion Fisicoquimica del suelo.

Carbono

Nitré
Tiempo de Aplicacion  Orgénico Tt”f;;)" CIC Textura pH MO CN  CMO
ola
(%) ’
Parcela 1 0810 0356 | 19381 I 539 1305 2275 | 0581
Limoso
INICIAL | Parcela2 0150 0359 20331 @0 54 0258 0417 | 0581
Lmoso
Blanco 0470 038 20000 I™NCO 54 0810 1217 0581
Limoso
Parcelal o 1a " Franco o o
S Y13 04233 18147 OO 560 5391 7394 0581
Parcela 2 Franco
FINAL i 2.89 04234 21035 562 4978 6755 0581
ochar Limoso
Blanco 0471 0386 20000 IO 540 o811 1218 0581
Limoso

Fuente: Elaborado por los autores.

Calculo del carbono organico. La tabla 11 hace referencia al aumento de carbono
organico en el suelo en el area de estudio, los datos fueron determinados con respecto a

las ecuaciones medicion de la relacion entre materia organicay captura de CO, en el suelo.
Calculo de CO,_ para Biochar

C0s = 2201.”0"”_” COShorizonte = horizonte-n([COS] * axPrdx (1 - frag) % 10)horl’zonte

orizonte—1 horizonte-1
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Contenido de carbono organico representativo del tipo de uso de suelo (t
C/ha). Teniendo en cuenta que el valor del carbono organico en el suelo se determind

usando una muestra de 0,1 kg, los gramos de C fueron 2,32.

232gC
01Kg

CoS = ( ) * (0,29 #) £(0,20m) * 1% (0,51) * 10

coS = 6,80 5
ha

Cambio de Carbono en el proyecto

Costratos = (ACgss) * area del estrato

Aplicando la formula de COS descrita anteriormente, se calcul6 el carbono en el
suelo antes y después de la aplicacion del biochar, este dato depende del area trabajada

en el proyecto en hectareas, que para este caso fue de 0,0004 ha.

AC=6,80 £€*0,0004 ha=0,00272tC

ha
Calculo CO,eq
Una vez se obtuvo el carbono organico en el area trabajada, para saber la
reduccion en las emisiones, se multiplica por el 3,67 que corresponde al valor de una

tonelada de carbono equivalente.
CO,eq=0,00272tC * 3,67 =0,0100t C

El principal parametro del suelo para la aplicacion de las ecuaciones, es el
contenido de carbono organico, que para este caso solo se determino en los primeros 20
cm del suelo, resultados que se reportaron en la tabla 10 antes y después de la aplicacion

de los biocarbones en el suelo.

Tabla 10. Cambios en contenido de Carbono del suelo, Ton de CO, eq.

Parametros Hidrochar Biochar
Antes Después Antes Después
COS (t C/ha) 2,32 793 2,62 6,80
AC Proyecto (t C) 0,00093 0,00317 0,00105 0,00272
AC Incremental 0,002247 0,001673
Ton CO,-eq 0,0034 0,0116 0,0038 0,0100

Fuente: Elaborado por los autores.
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4 ANALISIS DE RESULTADOS

Produccion de biochar e hidrochar. Las eficiencias de produccion en los
biocarbones se terminaron en base seca, los cuales se muestran en la tabla 7; para el
caso del biochar la tecnologia de pirolisis por microondas tuvo un rendimiento de 94,56%
para la totalidad de la biomasa usada, siendo la cascara de la arveja el residuo con menor
porcentaje de pérdida del 2,67%, seguido de la cascara del maiz con un 5,13% de pérdidas
y finalmente la cebolla con 11,25 %. La hoja de cebolla tuvo un porcentaje menor de
rendimiento, porque tiene mayor cantidad de sustancias volatiles. Las cascaras de arveja
y maiz, por el contrario, por su mayor contenido de celulosa y menor concentracion de
sustancias volatiles, su rendimiento de produccion fue mayor.

Con respecto al proceso de carbonizacion hidrotermal, aunque la cebolla tuvo
igualmente el menor rendimiento en comparacion con los otros dos residuos usados, fue
un valor que se mantuvo sobre el 90% y en forma general, comparado con la pirolisis se
alcanzaron mayores rendimientos de produccion con un total de 97,48%, este porcentaje
de rendimiento, se traduce en menos emisiones de gases durante su produccion, ya que
las condiciones de temperatura y presion manejadas en el proceso de descomposicion
térmica generan un control sobre las sustancias volatiles, propias de la biomasa.

Estas dos tecnologias aplicadas tienen mayores rendimientos de produccion en
comparacion otras variaciones del proceso de pirolisis, como es el caso de la pirolisis
lenta donde se obtienen rendimientos entre el 25 y 35% (Pifieros & Hernandez, 2017),
esto significa que ese 75% restante son emisiones de gases a la atmosfera, mientras que
solo el 5,44 % y el 2,52% fueron emisiones para pirolisis por microondas y carbonizacion
hidrotermal, respectivamente, esto se relaciona directamente con la minimizacion de los

impactos ambientales por generacion de gases contaminantes.

41 EFECTOS DE LOS BIOCARBONES EN EL SUELO

Carbono organico y materia organica.

En la caracterizacion de los biocarbones el porcentaje de carbono organico del
biochar fue de 29,41%, un contenido mas bajo que el del hidrochar con 39,05%, esto nos
indica que el hidrochar permitid una mayor fijacion del carbono aportado directamente
por la materia prima usada. El suelo de las parcelas donde se aplicaron los biocarbones
inicialmente tenia una cantidad baja de carbono organico con un porcentaje de 0,810 %
para biochar y 0,150% para hidrochar, después de los dos meses de aplicacion hubo un
aumento de 2,32%, en la parcela de biochar alcanzando un valor maximo de carbono

organico de 3,13%; y el aumento para hidrochar fue de 2,74%, obteniendo un valor final
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de 2.89%. Comparando este parametro con los efectos dados por los biocarbones, fue
el hidrochar el que aporto gran porcentaje de carbono organico al suelo, posiblemente
porque este contenido de carbono es menos resistente a la mineralizacion, ya que en tan
solo dos meses logro un 7 % de estabilizacion, el carbono contenido por el biochar tiene
un proceso mas lento de estabilizacion en el suelo, los suelos de las parcelas analizadas.

La adicion de los biocarbones, provocod un descenso en el valor de la densidad
aparente en el suelo, aplicando una dosis al 1 %, esta describe la relacion entre solidos
y espacio poroso, esto implica la formacion de agregados mas estables por la variacion
del contenido de materia organica, esto hace que existan espacios de aire dentro de
las unidades del suelo, mejorando la absorcion, retencion de agua y los nutrientes del
suelo, (Keller, 2010). Gracias al area superficial de los biocarbones, su interacciéon con el
suelo permitié la adsorcion de CO, directamente de la atmosfera, esto se evidencio en
el aumento de la materia organica final en las parcelas, la cual se complementa con el
aporte de los biocarbones. La reduccion de gases de efecto invernadero, en este caso
CO,, se logra en parte gracias a la captura de carbono en el suelo, el proceso hace que
este absorba y transforme el CO,en carbono organico y aumente a su vez la estabilidad
de la materia organica; los biocarbones aportaron al aumento de la materia organica
casi 5 veces, siendo el hidrochar el mas significativo, gracias a su contenido de carbono
organico y porosidad pudo capturar mas CO.,,

Nitrogeno total y relacion carbono / nitrégeno. El porcentaje total de nitrogeno,
no sufrié ninglin cambio considerable siendo el factor determinante el tiempo, pues para
que haya un aumento significativo de nitrégeno tiene que existir una interaccion entre un
cultivo o una planta para la fijacion de este. En este caso el aumento de nitrogeno fue
aportado directamente por los biocarbones, pues antes de la aplicacion, el porcentaje
inicial de nitrogeno tenia valores de 0,356% para la parcela donde se agrego biochar y
0,359% para hidrochar, después de la aplicacion de los biocarbones, el porcentaje de
nitrégeno aumento a 0,4233% para biochar y 0,4234 % para hidrochar, resultado que no
afecto el rango optimo de nitrégeno en el suelo. La relaciéon Carbono Organico/Nitrégeno
mide la estabilidad de la materia organica, gracias al aumento del Carbono Organico. En
los resultados reportados para la relacion CO/N, se observo un aumento significativo,
principalmente por el porcentaje de carbono organico aportado por la mineralizacion de
los biocarbones en el suelo y la captura de CO,; este aumento 6 veces con respecto a
su valor inicial en la parcela de hidrochar y 5 veces en la de biochar, demostrando que el
hidrochar por su mayor contenido de carbono organico aporto mayor estabilidad de la

materia organica del suelo.
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Capacidad de intercambio cationico (CIC) y pH. Aunque el valor del pH de
los biocarbones sugiere una alteracion de este en el suelo, para biochar e hidrochar
solamente hubo un aumento de 0.3 y 0.21 % respectivamente; esto puede justificarse
por la estabilidad que el incremento de materia organica aporta al suelo, que ademas al
generar un efecto coloidal en éste permite mejorar su capacidad para neutralizar el pH
(capacidad buffer). Inicialmente el pH de las parcelas de estudio fue de 5.40, y posterior
a la aplicacion de los biocarbones paso a ser medianamente acido con un pH de 5.65
para biochar 5.62 para hidrochar. Aunque el hidrochar tenia un pH acido no acidifico el
suelo en los dos meses de estudio, esto significa que el pH tiene un cambio gradual con
respecto al tiempo, el cual tiende a ser alcalino (A. E. Rebolledo et al., 2016); Para el caso
del biochar con un pH de 7,47, considerado ligeramente alcalino, en interaccion con el
suelo provoco un mayor aumento de este en comparacion con el hidrochar. El Biocarbén
por lo general incrementa la capacidad de intercambio cationico (CIC) del suelo y, por lo
tanto, la retencion de iones, lo anterior se verifica principalmente por el comportamiento
observado en la parcela de hidrochar, que paso de 20,331 a 21.036. Pero contrario a esto,
el en la parcela de biochar, este parametro disminuyo, posiblemente debido a que se

presento saturacion y menor produccion de grupos intercambiables.

Proyecciones de captura de CO, eq a mayor escala.

La forma en la que se comercializa la reduccion de toneladas de CO, es la
venta de bonos de carbono, que consiste en que si una empresa o pais logra reducir
sus emisiones de CO, puede poner en venta dicha reduccion a paises desarrollados
que estén en obligacién de emitir menos gases (Mendez & Restrepo, 2013). Con todo
lo anterior, para conocer el valor de las toneladas de CO,eq capturadas en el suelo por
la aplicacion de los biocarbones en el area del proyecto, que fue de 0,0004 ha (4 m?) y
su efecto en un tiempo de 2 meses, se hizo una proyecciéon del comportamiento de los
biocarbones, en la captura de carbono en un area de 20 hectareas, asumiendo tiempos
de 2 ,6 12 y 18 meses, (tiempo maximo en el que los biocarbones se mineralizan en
su totalidad), ademas se tuvo en cuenta, la misma dosis de aplicacion de biocarbones
1%, el mismo tipo de suelo, su densidad aparente y la concentracion de CO resultantes
del suelo estudiado en el proyecto, la proyeccion realizada, se hizo con base en los
resultados obtenidos durante los dos meses después de la aplicacion de los biocarbones

y calculando las toneladas de CO,eq.
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Tabla 11. Proyeccion de Captura de Carbono del Biochar.

BIOCHAR
Tiempo (meses) ACt COS (t C/ha) t CO2eq
2 83,59 6,80 499,25
6 167,19 10,98 805,93
12 250,79 15,16 112,74
18 334,39 19,34 1419,56

Fuente: Elaborado por los autores.

Como se observa en la tabla 11, los datos correspondientes a los 2 meses, fueron la
base para la proyeccion de esta, teniendo en cuenta que en este tiempo hubo unincremento
de 4,18 t C/ha, suponiendo un incremento lineal en la captura de Carbono, a un tiempo de 18

meses se ha capturado un total de 1.419,6 t CO,eq, en un area de 20 hectareas.

Figura 1. Comportamiento Grafico de la captura de Carbono del Biochar.
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Fuente: Elaborado por los autores.

Con respecto al comportamiento grafico, la linea de tendencia rectifica un
comportamiento lineal de la captura de carbono en el suelo por parte del biochar, ademas
se comprueba igualmente con el factor R?, el cual es de 0,9919. Referente a la cantidad de
dinero, una tonelada de Cque tiene un valor entre $ 5.000 y $ 20.000 (Gonzélez, 2015),
al calcular el valor con las toneladas capturadas a 18 meses, la ganancia seria minimo de
$707°978.000 utilizando biochar.

Tabla 12. Proyeccion de Captura de Carbono del Hidrochar.

HIDROCHAR
Tiempo (meses) ACt COS (t C/ha) tCO,qe
2 12,27 7,93 582,25
6 22447 13,54 993,84
12 336,67 19,15 1405,61
18 448,87 24,76 1817,38

Fuente: Elaborado por los autores.
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En cuanto al hidrochar, el aumento fue de 5,61 t C/ha, en comparacion con el
biochar, aparte de que fue el que mas capturo C del suelo, este valor le permite una
relacion mayor con respecto al incremento de captura que se da en el tiempo, lo que se

rectifica tanto en la tabla 12 como en la grafica de la figura 2.

Figura 2 Comportamiento Grafico de la captura de Carbono del hidrochar.
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Fuente: Elaborado por los autores.

Considerando un tiempo de dos meses con una dosis de aplicacion de biocarbones
al 1%, la captura de CO,eq fue de 582,25 toneladas aumentando hasta 1817,38 toneladas
a los 18 meses de aplicacion. La ganancia de dinero, utilizando el hidrochar como medio
de captura de carbono a 18 meses, con un total de 1817,38 toneladas de CO,eq, es de
$90°869.000.

Aungue la diferencia en el aumento de la captura de las toneladas de C por
hectarea es diferente para ambos biocarbones, como se observa en las figuras 1y 2 la
proyeccion en ambos casos tiene un comportamiento lineal, y los valores no representan
un gran cambio, lo que permite inferir que aunque el hidrochar sigue teniendo mejor
capacidad para capturar Carbono del suelo, el biochar también es una buena alternativa
de aplicacion.

Proyeccion cantidad de biomasa. Referente a la produccion de biocarbones,
ya que se usa como materia prima residuos organicos, se hizo una proyeccion de las
toneladas de residuos organicos necesarios para realizar aplicaciones de 1%, 2% y 5%, en
un area de 20 ha, esto se calculd con respecto a los resultados obtenidos en el estudio,
relacionados en la tabla 14. Ademas, se tuvo en cuenta la misma densidad (0,32 g/cm?) y

la misma profundidad (0,20 cm), datos necesarios para calcular la masa del suelo.
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Tabla 13. Cantidad de Biomasa para produccion de Biocarbones; Cantidad de Biocarbones producidos.

Biocarbon Biomasa Total Para Produccion de Masa de biocarbones
Biocarbones (kg) Producidos (kg)
Biochar 39 3,65
Hidrochar 375 58
Total 76,5 9,45

Fuente: Elaborado por los autores.

Se uso un total de 76,5 kg de residuos organicos para producir 9,45 kg de
biocarbones; independientemente de la cantidad que se produjo de cada Biocarbodn,
la proyeccion se hizo teniendo en cuenta la cantidad total de biomasa requerida. Estos

resultados se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Proyeccion cantidad de residuos organicos para produccion de Biocarbones.

Dosis (%) Kg Biocarbones Ton Biocarbones Kg Biomasa Ton Biomasa
1% 128.000 128 1036190,48 1.036,190
2% 256.000 256 2'072.380,95 2.072,38
5% 640.000 640 5180.952,38 5180,95

Fuente: Elaborado por los autores.

Con esta proyeccién, ademas de conocer la cantidad de biocarbones necesarios
para aplicar al suelo dependiendo de una dosis especifica, también permite saber la
cantidad de residuos organicos requeridos para la produccion de los mismos, asi, que
para aplicar biocarbones con una dosis al 1% se necesitan 1.036 toneladas de residuos,
para una dosis de aplicacion del 2%, 2.072 toneladas y para dosis del 5%, 5180 toneladas
de residuos.

Si se tiene en cuenta la cantidad de residuos organicos generados en la ciudad de
Bogota para el afio 2012, segun el Boletin No 41, del informe de Bogota de estadisticas,
consumo de alimentos y produccion de residuos soélidos organicos en el suelo residencial
urbano de Bogota DC, publicado en la alcaldia de Gustavo Petro, en Bogota de
produjeron 2.770 ton/dia, pero teniendo en cuenta que la produccion de los biocarbones
aproximadamente duro un mes, con este dato se tendrian 83100 ton/mes, cantidad con
la que se supliria la produccion de los biocarbones si se aplica una dosis de 5%. Esto
permite inferir que la cantidad de residuos llevados a disposicion final disminuiria, pues
la cantidad de residuos generada es suficiente para producir 16 veces dicha cantidad de

residuos en dosis de 5%.
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CONCLUSIONES

El hidrochar, fue el Biocarbon que logro capturar la mayor cantidad de CO,eq
de la atmosfera, con respecto al biochar, debido a su contenido de carbono organico,
ademas porque fue el que mas aporto carbono organico, parametro que se relaciona
directamente con el incremento de la materia organica.

Aunque, el biochar y el hidrochar son productos solidos ricos en carbono
organico y se utilizan para las enmiendas de suelo, se producen a partir de un proceso
y condiciones de pretratamiento completamente diferentes y sus propiedades fisicas y
quimicas difieren significativamente.

El suelo entisol, caracteristico de la zona de la finca Villa Maria donde se realizado
el proyecto, paso de clasificarse como un suelo con bajo contenido de CO a un suelo con
alto contenido de CO, segun la tabla 1, después de la aplicacion de los biocarbones.

Los resultados obtenidos, permiten concluir que el aumento de la Materia Organica
en el suelo efecto de la mineralizacion de los biocarbones, tiene una relacion directa con
la cantidad de CO, capturada de la atmosfera.

Las tecnologias de pirolisis por microondas y carbonizacion hidrotermal, tienen
mayores eficiencias de produccion comparado con los rendimientos de otras formas
de pirolisis, registrado en la tabla 8, porque su produccién genera menos de 10% de
emisiones de gases, mientras que, en tecnologias como la pirolisis lenta, las emisiones
son de mas del 60%.

La produccioén de hidrochar y biochar ayudan a minimizar los impactos producidos
por la generacion de residuos organicos, ya que ademas de disminuir la disposicion
final en rellenos sanitarios, da un valor agregado para proponer nuevas tecnologias de
aprovechamiento.

Independientemente del aporte de carbono organico al suelo por accion del
hidrochar, se observo que la aplicacion de los dos biocarbones aportaron mejoras en el
suelo, pues las diferencias en la mayoria de resultados obtenidos no fueron significativas
como lo muestra la tabla 10, esto sugiere un aporte positivo al suelo por las propiedades
adquiridas de ambos biocarbones, propiedades que se atribuyen directamente a las

tecnologias de pirolisis por microondas y carbonizacion hidrotermal.
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RESUMEN: En este estudio se determino
la produccion de extrapolisacaridos (EPS) a
través de la capacidad para formar biopeliculas,
de cepas autdctonas de Aerococcus viridans,
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Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffi y Pseudomona aeruginosa aisladas de
residuos olivicolas en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de La
Rioja, donde se crioconservan. La capacidad para formar biopeliculas en estas cepas, se
determind cuantitativamente mediante la técnica O "Toole y se clasificaron segun el criterio
establecido por Stepanovic como no formadoras, formadoras fuertes, moderas o débiles.
La cuantificacion por espectrofotometria determind que todas las cepas estudiadas
fueron productoras de biopeliculas. La mayor cuantificacion celular fue presentada por
Enterobacter cloacae cuyo valor de densidad optica fue 0.45 seguida de Pseudomona
aeruginosa que presento una densidad optica de 0.30, mientras que las densidades Opticas
para Acinetobacter iwoffiy Aerococcus viridans fueron de 0.21y 0.16. Segun la clasificacion
utilizada, se considerd a Enterobacter cloacae como formadora fuerte (punto de corte
de 0,41- 0.56). Pseudomona aeruginosa se consideré como formadora moderada (punto
de corte 0.22- 0.41) y como formadoras débiles (puntos de corte 0.11- 0.26) se clasifico
a Aerococcus viridans y Acinetobacter iwoffi. La caracterizacion del biofilm especifico
resulta importante para lograr describir los mecanismos en formacion de las biopeliculas
bacterianas que promueven la resistencia a los antibioticos.

PALABRAS CLAVES: Extrapolisacaridos. Biopeliculas. Residuos olivicolas. Enterobacter
cloacae.

DETERMINATION OF THE EXTRA-POLYSACCHARIDE PRODUCTION OF BACTERIA
FROM OLIVE RESIDUES

ABSTRACT: In this study, the production of extra-polysaccharides (EPS) was determined
through the ability to form biofilms of autochthonous strains of Aerococcus viridans,
Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffii and Pseudomona aeruginosa. They were isolated
from olive residues in the Microbiology Laboratory of the National University of La Rioja,
which is the place where they are cryopreserved. The ability to form biofilms in these strains
was quantitatively determined using the O "Toole technique. They were classified, according
to the criteria established by Stepanovic, as non-forming, strong, moderate or weak forming.
The quantification by spectrophotometry determined that all the studied strains were
biofilm producers. Enterobacter cloacae presented the highest cell quantification. Its optical
density value was 0.45, followed by Pseudomona aeruginosa, which presented an optical
density of 0.30, while the optical densities for Acinetobacter iwoffii and Aerococcus viridans
were 0.21 and 0.16. According to the classification used, Enterobacter cloacae is considered
a strong producer (cut-off point of 0.41-0.56). Pseudomonas aeruginosa is considered a
moderate producer (cut-off point 0.22-0.41). Lastly, Aerococcus viridans and Acinetobacter
iwoffii were classified as weak producers (cut-off points 011-0.26). The characterization of
the specific biofilm is important to describe the mechanisms in the formation of bacterial
biofilms that promote resistance to antibiotics.

KEYWORDS: Extrapolysaccharides. Biofilms. Olive residues. Enterobacter cloacae.

1 INTRODUCCION

La Rioja es una de las principales provincias productoras de aceite de oliva
en Argentina. Esta agroindustria se caracteriza por generar una gran cantidad de

subproductos y residuos liquidos, solidos y semisolidos en sus procesos de trasformacion.
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Los microorganismos producen polisacaridos de tres tipos distintos: extracelulares,
estructurales y formas intracelulares de almacenamiento. Los extrapolisacéaridos (en
adelante EPS) son polisacaridos de alto peso molecular que se encuentran al exterior de
la célula microbiana pudiendo encontrarse como capsula o disociados totalmente de la
célula acumulandose fuera de la pared celular™®

Los EPS pueden ser producidos por un amplio nimero de microorganismos tales
como: arqueas, bacterias, algas unicelulares, levaduras y hongos* Entre algunas bacterias
se destacan: Pseudomonas putida, Acinetobacter sp, Alcagines latus, Enterobacter
cloacae, Azobacter vinelandii? y algunas especies del género Bacillus; como B. megatorium,
B. cereus, Paenobacillus jamilae™

Porotrolado,los EPS son constituyentesimportantes de las biopeliculas producidas
por cepas bacterianas pertenecientes a la microbiota ambiental con un comportamiento
saprofito, pero que frecuentemente son reportadas como microorganismos causantes de
enfermedades tanto en humanos como en animales® Las biopeliculas son comunidades
de células microbianas embebidas en una matriz de exopolimeros, entre ellos EPS, que
ellas mismas producen como mecanismo de supervivencia y proteccion. Esta capacidad
les permite adherirse y colonizar superficies tanto en tejido vegetal y animal, plasticos,
acero'®. Ademas, les confiere resistencia a agentes fisicos y quimicos como asi también,
a diferentes mecanismos del sistema inmune innato, otorgandoles mayor resistencia
a antibioticos debido a varios factores, entre ellos, la incapacidad del antibiético para
penetrar a través de la matriz exopolisacarida disminuyendo su eficacia®.

Laresistencia a antibioticos se deberia a varios factores, entre ellos, laincapacidad
del antibidtico para penetrar en la biopelicula, a través de la matriz exopolisacéarida
disminuyendo la eficacia de los antibidticos™. Los microorganismos multiresistentes,
sobreviven en diferentes ambientes mediante la formacion de biopeliculas y la resistencia
a multiples farmacos, es una caracteristica que se puede transmitir horizontalmente entre
bacterias, exacerbando el problema de la resistencia a los antibioticos en humanos'™.

Actualmente existe gran interés en estudiar la composicion quimica de los EPS de
las biopeliculas bacterianas por sus multiples aplicaciones industriales y biomédicas. Sin
embargo, no abundan en la bibliografia especializada estudios tendientes a determinar
la capacidad para formar biopeliculas, estableciendo asi su inocuidad para habilitar su
empleo con fines biotecnoldgicos.

El objetivo general de este trabajo fue determinar la produccion de EPS in vitro,
a través de la capacidad para formar biopeliculas de Enterobacter cloacae, Pseudomona
aeruginosa, Acinetobacter iwoffii y Aerococcus viridans aisladas de residuos olivicolas

producidos en La Rioja, Argentina.
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2 MATERIALES Y METODOS
21 ACTIVACION DE CEPAS AUTOCTONAS BACTERIANAS

Elanalisis filogenético de secuencias de ADNr 16S indico que las cepas pertenecen
a las especies Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffii, Pseudomonas aeruginosa y
Aerococcus viridans, confirmandose la identidad mediante pruebas fenotipicas® Estas
Cepas fueron previamente aisladas de muestras de residuos olivicolas™ y conservadas
mediante criopreservacion segun el método de Simione® en el laboratorio de Microbiologia
de la UNLaR.

La viabilidad de las cepas crioconservadas se evalud repicando las cepas en
medio LB (Luria Beltrani) incubando a 30°C por 24 horas. Posteriormente se sembraron
en placas de Petri con Medio Mineral (Vogel- Bonner) adicionado con glucosa e incubadas
a 37°C por 48 horas.

2.2 EVALUACION Y CUANTIFICACION DE BIOPELICULAS

Se determind la capacidad de producir biopeliculas de las cepas aisladas
empleando la técnica de O Toole® con modificaciones. Ver esquema del proceso en
la figura 1. La formacion de biofilms se produce porque las bacterias se adhieren a las
cubetas de las microplacas de poliestireno de fondo curvo. A continuacion, se cuantifico
la produccion de las biopeliculas por espectrofotometria. La mayor densidad optica se
considera mejor produccion de biopeliculas.

Para ello, se tomaron 3 a 4 colonias bacterianas crecidas en medio de cultivo
solido Yeast Mold(YM), de 48 horas de incubacion a 37°C. Se realizd una suspension con

caldo YM, a una densidad optica (DO, ) nm. de aproximadamente 0.01. En cada policubeta

570
estéril, se sembro 200 ul de dicha suspensién, se realizaron controles negativos con
medio YM estéril. Luego de incubar 12 horas a 37°C, se agrego 25 ul de una solucion
acuosa de cristal violeta al 1%, después de actuar 15 minutos a temperatura ambiente,
se realizaron dos lavados con solucion fisioldgica para eliminar las células plancténicas
(no integrantes de biopeliculas). Sélo las células adheridas formadoras de biopeliculas
quedan en la superficie de la cubeta coloreadas con cristal violeta. Cuantificacion de
Biopeliculas: el cristal violeta unido a las biopeliculas se extrajo con dos lavados de 200 ul
de etanol 96° (el cristal violeta adherido se solubiliza) y luego fueron transferidos a tubos
de vidrio con 1,6 ml de etanol al 96°. Luego a determiné la densidad éptica (D.O) a 570
nm en un espectrofotometro UV- Cercano Visible ZL-5000 Plus. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado, se analizaron los promedios de las lecturas obtenidas para cada

cepay se compararon respecto al blanco.
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Figura 1: Ensayo in vitro para la deteccion de la biopelicula en placa de poliestireno.
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La interpretacion de los resultados requiere definir un punto de corte que separe
a las bacterias no formadoras de biopeliculas de aquellas que si son formadoras. Para
ello se empled una técnica estadistica descripta por Stepanovic' para la interpretacion
de los resultados.

Para este estudio se calculd la media de la densidad optica (DO) de los controles
y se midi6 la densidad 6ptica de cada cepa bacteriana individualmente. A continuacion,
procedio a definir el punto de corte (DOc) utilizado. EIl DOc se define como tres
Desviaciones estandares (DS) sobre la DO media de los controles: DOc= DO media de
los controles + (3 x DS de los controles).

Atendiendo a los resultados obtenidos, las bacterias se clasifican en:

< No Formadoras: La DO de la cepa se encuentra por debajo del punto de corte
establecido (DO < DOc).

- Formadores débiles: La DO de la cepa se encuentra entre el punto de corte y
el valor de DO correspondiente al doble del mismo (DOc < DO < 2DOg).

« Formadores moderados: La DO de la cepa se encuentra entre el doble del
valor del punto de corte y el valor de DO correspondiente al cuadruple del
mismo (2DOc <D0O<4D0Oc).
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«  Formadores fuertes: La DO de la cepa se encuentra por encima del cuadruple
del valor del punto de (4DOc < DO).

3 RESULTADOS
31ACTIVACION DE CEPAS AUTOCTONAS BACTERIANAS

Las cuatro cepas fueron activadas empleando el medio LB (Luria Beltrani) tras la
incubacion a 37°C por 48 horas, se observaron caracteristicas como turbidez, formacion
de un velo en la superficie del medio, depdsitos en el fondo con crecimiento homogéneo.
Luego de repicar las cepas en el Medio Mineral (Vogel- Bonner) adicionado con glucosa

y tras la incubacion a 37 °C durante 48 horas de incubacion.

3.2 EVALUACION Y CUANTIFICACION DE BIOPELICULAS

Las cuatro especies bacterianas previamente identificadas, fueron estudiadas
mediante la técnica de O Toole?, la cuantificacién por espectrometria determind que
todas las bacterias aisladas fueron productoras de biopeliculas, algunas con mayor
capacidad que otras, lo cual se evidencio con los resultados de las diferentes densidades
opticas. La mayor cuantificacion celular fue presentada por Enterobacter cloacae cuyo
valor de densidad 6ptica fue 0.45; seguida de Pseudomona aeruginosa que presento
una densidad optica de 0.30, mientras que las densidades Opticas para Acinetobacter
iwoffii y Aerococcus viridans fueron de 0.21y 0.16, respectivamente como se observa en
lafigura2 AY B.

Figura 2: A) Observacion del ensayo in vitro para la deteccion de la biopelicula. Todas las muestras se testaron por
triplicado. B) Valores promedios de las densidades dpticas obtenidas. Pocillos del 1A al 3A: Control negativo; del

1B al 3B: A. viridans (DO 0,16); del 1C al 3C: E. cloacae (DO 0,45); del 1D al 3D A. iwoffii (DO 0,21) y del 1E al 3E P.
aeruginosa (DO 0,34).
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Segunlaclasificacion establecida por Stepanovic", se pudo clasificar alas especies
estudiadas. Se destacé como formador fuerte de biopeliculas a Enterobacter cloacae
(punto de corte de 0,41- 0.56), Dentro de formador moderado se situé a Pseudomona
aeruginosa (punto de corte 0.22- 0.41) y como formadores débiles (puntos de corte 0.11-
0.26) se situo a Aerococcus viridans y Acinetobacter iwoffii, segun se describe tabla 1:
Tabla 1: Clasificacion estadistica de la capacidad de formar biopeliculas in vitro de cepas nativas aisladas de
residuos olivicolas. Enterobacter cloacae es un formador fuerte de biopelicula (punto de corte de 0,41- 0.56).

Pseudomona aeruginosa es formadora moderada (punto de corte 0.22- 0.41) y Aerococcus viridans y Acinetobacter
iwoffii son formadoras débiles de biopelicula (puntos de corte 0.11- 0.26).

Especie D.O Puntos de corte

A. viridans 016 Formador débil
(011 - 0.26)

E. cloacae 045 Formador fuerte
(0.41-0.56)

A. iwoffii 0.21 Formador débil
(011- 0.26)

P. aeruginosa 0.34 Formador moderado

(0.22- 0.41)

4 DISCUSION

La técnica de O "Toole utilizada en este estudio, permitié cuantificar la produccion
in vitro de EPS a través de la capacidad de formar biopeliculas. Sin embargo, se deben
elaborar protocolos que permitan establecer una extrapolacion de los resultados
obtenidos bajo condiciones de experimentacion in vitro, optimizadas e ideales, las cuales
proporcionan una maxima formacién de biopeliculas, a una situacion real in vivo". Debido
a este hecho, es importante identificar a aquellos microorganismos que son formadores
fuertes de biopeliculas per se, asi como identificar también a los microorganismos que bajo
determinados cambios de las condiciones del medio producidas en un medio in vivo son
capaces de formar biopeliculas. El punto critico del estudio es lograr una estandarizacién
del experimento ya que se hace imprescindible la necesidad de disponer de métodos de
estudio de formacién de biopeliculas, un factor de virulencia que refleja directamente en
la susceptibilidad a los antimicrobianos.

A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que las metodologias

empleadas permitieron determinar la produccion de EPS in vitro, a través de la capacidad
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para formar biopelicula de Enterobacter cloacae, Pseudomona aeruginosa, Acinetobacter
iwoffii y Aerococcus viridans aisladas de residuos olivicolas producidos en La Rioja,
Argentina. Mediante la técnica de O "Toole se pudo cuantificar la produccion de EPS in
vitro, a través de la capacidad para formar biopeliculas de estas cepas, resultado ser
una técnica medible y reproducible en el laboratorio mediante el disefio de un protocolo
adecuado. La cuantificacion por espectrofotometria realizada, determind que todas las
cepas estudiadas fueron productoras de biopeliculas, siendo Enterobacter cloacae la
cepa que presentd la mayor cuantificacion celular, seguida de Pseudomona aeruginosa
y Acinetobacter iwoffii. Segun la clasificacion estadistica propuesta por Stepanovi®",
se considero a Enterobacter cloacae como formadora fuerte (punto de corte de 0,41-
0.56). Pseudomona aeruginosa se consider6 como formadora moderada (punto de
corte 0.22- 0.41) y como formadoras débiles (puntos de corte 0.11- 0.26) se clasifico a
Aerococcus viridans y a Acinetobacter iwoffii. Son extensas las publicaciones cientificas
acerca de la produccion de biopeliculas y su estudio esta ampliamente cubierto por
muchos autores, pero la mayoria de las revisiones revelan informacion habitualmente
restringida a las especies de referencia, como Staphylococcus aureus en gram positivos
y Pseudomonas aeruginosa o Escherichia coli en gram negativos. No obstante, en este
trabajo se pudieron determinar otros microorganismos productores de biopeliculas
como Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffii y Aerococcus viridans. En este punto
es importante resaltar que estas bacterias pertenecen a la microbiota ambiental con
un comportamiento saprofito, pero que también son frecuentemente reportadas como
microorganismos importantes a nivel hospitalario, es decir que son agentes causantes
de enfermedades nosocomiales precisamente por la capacidad de producir biopeliculas
y la alta resistencia a desinfectantes y antibidticos. Ademas, este tipo de agentes estan
involucrados en la colonizacion e infeccion en pacientes inmunocomprometidos como

patégenos oportunistas.
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RESUMEN: Los vegetales desarrollaron
estrategias de defensa hacia el entorno
como la proteccion quimica mediante la
elaboracion de metabolitos secundarios con
un amplio rango de actividades. Entre ellos
los sesquiterpenoides tales como las lactonas
sesquiterpénicas, poseen significativa
actividad biologica  sobre diferentes
organismos. La Familia Asteraceae y dentro
de ella la tribu Vernonieae se caracteriza
por la presencia de estos metabolitos
altamente oxigenados con efectos toxicos,
letales y subletales que las posicionan como
compuestos de interés para el control de
artropodos de importancia sanitaria y agricola.
En este trabajo se realiza una breve revision de
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SESQUITERPENOIDS FROM NATIVE
PLANTS TO NORTHWESTERN ARGENTINA
WITH INSECTICIDAL ACTION

ABSTRACT: Plants developed different
strategies to defend themselves against the
environment such as chemical protection
through elaborating secondary metabolites
with a wide range of activities. Among them,
sesquiterpenoids such as sesquiterpene
lactones have significant biological activity over
different organisms. The family Asteraceae and
within it the Vernonieae tribe is characterised
by the presence of these highly oxygenated
metabolites. Their toxic, lethal and sub lethal
effects rank these compounds as interest for
the control of insects of health and agricultural
importance. In this work, a brief review of the
effects that these metabolites can exert and
their potential utilities will be made.
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1LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Durante el proceso evolutivo los
seres vivos desarrollaron alternativas para

protegerse de predadores; una de ellas es la
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produccioén de agentes quimicos con diferentes mecanismos de accion, estas sustancias
pueden actuar como venenos, repelentes o sustancias toxicas para otros organismos
(Pérez Contreras, 1999).

Los vegetales, como todo ser vivo, desarrollaron estrategias para evitar ser
“danados”. Ellas sugieren la adaptacion, tolerancia y la resistencia al consumo por parte
de herbivoros. Cuando se habla de Resistencia se incluye la proteccion quimica o defensa
quimica de las plantas. Esta “destreza” esta relacionada con la capacidad de muchas de
ellas de sintetizar biocompuestos llamados “metabolitos secundarios”.

Los metabolitos secundarios no intervienen en los procesos metabdlicos
primarios, sino que son sustancias vinculadas a la defensa de las plantas respecto de
su entorno, con un amplio rango de actividades que pueden ejercer por medio de su
estructura original o ser precursores de otros compuestos( (Rattan, 2010).

Entre los tipos de metabolitos secundarios se pueden citar:

11. Compuestos reductores de la digestibilidad: Son hidratos de carbono,

galacturonanos y galactanos estructurales presentes en las paredes celulares
vegetales. Estos productos para ser digeridos, requieren de la presencia de
organismos simbiéticos que produzcan enzimas capaces de degradarlos
(Granados-Sanchez et al., 2008).

1.2. Los alcaloides: Ejercen diversos efectos en animales tales como inhibicion de la
sintesis de DNA y RNA, de la mitosis e incluso pueden actuar como supresores
o activadores de la sinapsis (Garcia Avalos y Perez-Urria Carril, 2009).

1.3. Aminoacidos No Proteicos: Son metabolitos con estructuras muy similares

a los aminoacidos formadores de proteinas y pueden conformar proteinas
defectuosas (Ramos et al., 1998).

1.4. Proteinas toxicas: Son proteinas que las plantas almacenan generalmente en

las semillas. Son reservas de nitrégeno y potentes venenos para los animales.

1.5. Glicosidos cianogénicos: Son moléculas que se sintetizan cuando algunos

tejidos de ciertas plantas se ven dafados.

1.6. Glicosinolatos: La toxicidad de estas sustancias en animales se debe a que
son compuestos similares a los glicosidos cianogénicos.

1.7. Terpenoides: Son los metabolitos que poseen mayor actividad bioldgica. Son
compuestos organicos ciclicos insaturados. Algunos resultan fundamentales
para las plantas como el acido giberélico; otros son téxicos para algunos
animales. Algunos de ellos tienen acciones defensivas hacia insectos como

el caso de los piretroides, otros son inhibidores de la respiracion celular y
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algunos actuan como reguladores del crecimiento. Este conocimiento previo,
permitio profundizar los estudios sobre el uso de los metabolitos secundarios
como compuestos que ejerzan acciones sobre insectos utilizandolos como

posibles controladores o repelentes (Pascacio-Villafan et al., 2016).

2 INVESTIGACIONES DE COMPUESTOS BOTANICOS COMO CONTROLADORES
DE INSECTOS

En los anos 30 ya se registraron investigaciones sobre el tema. Metzger y Grant
(1932) evaluaron la actividad de 390 plantas como repelentes de Popillia japonica Newman,
coledptero plaga de importancia agricola para durazneros y manzanos.

Eger (1937), observd la respuesta cuantificada de larvas de lepidopteros al
adicionar a sus dietas habituales sustancias de origen vegetal y evalu¢6 diferentes grados
de aceptacion. En los afos 60, los estudios cobraron mayor importancia. Particularmente
a partir de los trabajos de Pradhan (mencionado por Ascher, 1969) quién descubrid la
actividad del extracto del neem (Azadirachta indica) en el tratamiento contra langostas
(Schistocerca gregaria). En el decenio siguiente se produjo un gran progreso respecto
de estudios de sustancias denominadas juvenoides y su accion en la disrupcion del
desarrollo de insectos (Sehnal et al., 1976). En este sentido el descubrimiento de las
propiedades del juvocineme Il en la albahaca, Ocimum basilicum (Bowers y Nishida, 1980)
condujo a la sintesis de una segunda generaciéon de productos hormonales comerciales,
como el piriproxifen y el fenoxicarb, conocidos como IGR o reguladores de crecimiento
(Bowers, 1993).

Las nuevas tecnologias irrumpieron el campo de los productos botanicos con la
microencapsulacion. En 2005 se constato la eficacia de los aceites esenciales volatiles
encapsulados como pesticidas, repelentes, ovicidas, larvicidas y agentes antivirales.
Linder et al. (2005). En 2009 se ensayo el uso de microcapsulas poliméricas conteniendo
IGR, para ser utilizadas como insecticidas en el control de insectos chupadores (Herrero,
2009). En 2012 se desarrollaron microencapsulados asociados a un sinergista, a partir
de tres familias diferentes de biocidas (nicotinoides, piretroides y carbamatos) utilizadas
para el control de insectos plagas voladoras (Alonso y Luz, 2012).

En el afno 2016, se planted el control con nanoformulaciones. Se probd en
insectos de granos almacenados y fue una alternativa elemental debido a la necesidad
de inocuidad de los alimentos que provenian de granos. En este caso, Soujanya et al.
(2016) en una completa revision, aluden a la efectividad de los productos botanicos en las

nanoformulaciones y apuntan a la tecnologia de la microencapsulacién de extractos de
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plantas, los aceites esenciales y/o sus compuestos puros, en el control insectos plagas
en lugares de almacenamiento de granos.

En 2018, Brasil incurre en el uso de nanoparticulas de aceites esenciales de
frutas de Zanthoxylum riedelianum en pruebas de repelencia y de oviposicion. Son
Pereira et al. (2018) quienes proponen el manejo del hemiptero Bemisia tabaci mediante

ésta tecnologia.

3 LA FAMILIA ASTERACEAE COMO PRODUCTORA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

La familia Asteraceae es la mas diversa de las Angiospermas y una de las mas
modernas evolutivamente. Comprende mas de 1.700 géneros y entre 24.000 a 30.000
especies distribuidas por todo el mundo exceptuando la Antartida (Katinas et al. 2007).
Las asteraceas son valiosas porque se emplean con fines muy diversos tales como
alimento, como fuente de aceites comestibles, como plantas ornamentales e incluso son
malezas de algunos cultivos (Rivas, 2007). Como caracteristica destacable, la familia
Asteraceae posee una estructura altamente diferenciada denominada capitulo, que se
comporta como una flor con funciones de atraccion hacia los vectores de polinizacion.

En Argentina representa la familia vegetal mas numerosa con 227 géneros y cerca
de 1400 especies. Dos grupos de sustancias son marcadores quimiotaxondémicos de
asteraceas: las lactonas sesquiterpénicas (LS) y los compuestos poliacetilénicos (CP) (Del
Vitto y Petenatti, 2009). A las primeras se las conoce también como sesquiterpenolidos
0 sesquiterpenoides; son compuestos que poseen 15 atomos de carbono y un grupo
funcional del tipo y-lactona (Ruiz-Reyes y Suarez, 2015). Los compuestos poliacetilénicos
se distinguen por su rigidez en las cadenas, lo que los hace viables para nanotecnologia
molecular. Tanto las LS como los CP conforman un extenso grupo de metabolitos con

diversos efectos bioldgicos sobre diferentes organismos.

4 LA TRIBU VERNONIEAE Y SUS PARTICULARIDADES QUIMICAS

La tribu Vernonieae pertenece a la familia Asteraceae. En cuanto a la quimica de
la tribu, Robinson et al. (1980) en su trabajo “Chemosystematic notes on the Asteraceae.
lll. Natural subdivisions of the Vernonieae” mencionaron como caracteristica principal,
la presencia LS del tipo germacrandlidos e hirsutinodlidos. Estos autores separaron los
géneros del viejo y nuevo mundo usando estos compuestos como referencia y ademas
aludieron a la presencia de LS altamente oxigenadas de sabor amargo, que producen un

gran numero de efectos sobre multiples sistemas bioldgicos.
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Particularmente las LS constituyen un grupo de terpenoides que deriva de la unién
de tres fragmentos de isopreno y algunos productos de transposicion.

Una de las principales caracteristicas es su rol de proteccion sobre la planta a
la acciéon de patdgenos, de insectos herbivoros y de mamiferos (Picman, 1986). Las LS
han sido aisladas de diferentes fuentes, tales como de Hepaticae (Asakawa, 1995), de
Cupresaseae (pinos y cipreses) (Neerman, 2003) y de las Asteraceae. Rodriguez et al.
(1976) mencionaron para la tribu Vernonieae el porcentaje LS en peso seco; este puede

variar entre 0,001% y el 5 % dependiendo de la especie.

5 LOS SESQUITERPENOIDES COMO SUSTANCIAS CON BIOACTIVIDAD

Soninteresantes las investigaciones realizadas sobre efectos de las LS en diversos
organismos. Amat (1983) probd las propiedades citotdxicas de dos especies de la tribu:
Vernonia amyigdalina y de V. hymenolepis. Determindé como compuestos responsables de
los efectos a dos LS: vernodalina y vernomygding; la primera presente en V. amigdalina 'y
segunda en la especie V. hymenolepis. Swee et al. (2010), mencionaron a V. amygdalina
como especie medicinal usada en Africa para tratamiento de la malaria, pero también
aducen a la cualidad antibacteriana, antiplasmodial, antifungica y antidiabética.

En 1974 Burnett et al., alegaron que lepidopteros pertenecientes al género
Spodoptera alimentados con LS adicionadas a la dieta a dosis variables (entre 0,125 y
0,500 % de LS en peso de dieta) redujeron significativamente el crecimiento de larvas
y pupas. Mabry y Gill (1977) en estudios de ingesta suplementadas con LS sobre
insectos y mamiferos, observaron para los primeros un incremento de la duracion del
ciclo de vida, reduccion de pesos larvales, pupales y malformaciones en adultos. Para
mamiferos comprobaron una marcada reduccion de peso corporal y complicaciones en
la digestibilidad del alimento.

Respecto de las propiedades insecticidas y repelentes de las LS, Adeniy et al.
(2010), mencionan resultados logrados con cuatro extractos etandlicos de Vernonias,
(entre las que figura V. amigdalina) para el control de Acanthoscelides obtectus, un
coleoptero plaga de granos almacenados. Estos autores indican haber logrado una
mortalidad superior al 33% a la dosis mas alta utilizada (4% peso/volumen). Otro
estudio interesante fue el de Arivoli et al (2011) sobre Vernonia cinerea cuyas hojas y
semillas son utilizadas como antihelminticas en India (DOMAP: Database of Medicinal
and Aromatic Plants in Rajasthan; 2016). En su estudio se constato el efecto larvicida
sobre Culex quinquefasciatus utilizando extractos de hojas de V. cinérea. Lo llamativo

del estudio fue el proceso de liofilizacion de los extractos crudos (de acetato de etilo, de
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cloroformo, de acetona y de metanol), que fueron preparados utilizando DMSO (dimetil-
sulfoxido) como diluyente.

Varios autores (Swee et al., 2010; Toyang y Verpoorte, 2013 Qing He et al., 2014)
indicaron ademas, a las LS con efectos larvicidas sobre Culex pipiens, Plasmodium
falciparum y Aedes albopictus como también acciones repelentes sobre otros dipteros
hematofagos. Se menciona ademas, el efecto alelopatico de LS (Popa et al., 2008) y
efectos citotdxicos (Jimenez-Usuga et al, 2016), genotoxicos y antiproliferativos en
células tumorales y cancerigenas (Wu et al., 2017). Pero las LS aisladas de la tribu
Vernonieae ejercen su accion como repelente, insecticidas, de inhibicidon del crecimiento
y del desarrollo sobre insectos de diferentes 6rdenes. Borkosky, et al. (2009), estudia
los efectos de LS sobre Biomphalaria peregrina molusco directamente involucrado en la
trasmision de la esquistosomiasis. Una completa revision sobre diferentes actividades
biolégicas sobre insectos la realizd Isman (2017) and research on botanical insecticides
has surged since 2000 according to a recent bibliographic analysis of scientific literature.
Thousands of papers have now been published documenting the bioactivities of botanicals
such as neem (from Azadirachta indica y da un paso mas desde los laboratorios hacia a

la fabricacion de compuestos para uso farmacologico.

6 BIOENSAYOS SOBRE INSECTOS

Los ensayos bioldgicos sobre insectos, son herramientas de diagnostico adecuadas
para determinar el efecto de agentes quimicos sobre éstos organismos. Se realizan bajo
condiciones experimentales especificas y controladas. Los efectos que producen pueden
ser de inhibicion o de alteracion de algun proceso metabdlico (Lewis. y Van Emdem, 1986).
Se evaluan: mortalidad, inhibicion del crecimiento, estadios larvales supernumerarios,

cambios morfoldgicos, fisioldgicos o histoldgicos y fertilidad entre otros (Mareggiani, 2001).

6.1 BIOENSAYOS DE TOXICIDAD

La toxicidad, es la capacidad que tiene una sustancia para ejercer un efecto nocivo
sobre un organismo (Rattan, 2010). El resultado dependera de las propiedades quimicas
del compuesto, de su concentracion, de la duracion y frecuencia de exposicion al toxico
y sus efectos en el ciclo de vida normal del organismo (Ponsankar et al., 2016). Se define
como un ensayo de toxicidad, a la determinacion del efecto de un material o mezcla de
materiales, sobre un grupo de organismos seleccionados bajo condiciones definidas. En

base a lo expresado, se considera importante mencionar algunos conceptos:
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6.1.1 Toxicidad aguda:

Son los efectos adversos (letales o subletales), inducidos sobre los organismos en
prueba durante un periodo de exposicion del material de ensayo. Usualmente se evaltian

durante un tiempo T de pocos dias.

6.1.2 Toxicidad croénica:

Son los efectos toxicos que ocurren mas alla del tiempo de exposicion es decir a
largo plazo. Estan relacionados con cambios en el metabolismo, en el crecimiento o en la

capacidad de supervivencia del organismo prueba (Scroggins, 1999).

6.1.3 Ensayos de Topicacion o de Contacto:

Pueden ser de dos tipos:

6.1.31 Por inmersion completa:

El sistema biologico es sumergido en una solucion prueba a diferentes
concentraciones por breves segundos y se observan los efectos producidos sobre el

sistema.

6.1.3.2 Sobre una parte del cuerpo:

Una parte del sistema o un estado (huevo, larva, pupa), se expone al toxico durante
un tiempo determinado y se observan los efectos.

Se evaluan los resultados por porcentaje de mortalidad y se procede a la
determinacion de las Dosis Letales 50 y 90 (DL, y DL, ) (Ferrero et al., 2001). Como
DL

dosis calculada estadisticamente de un agente quimico o fisico (puede ser radiacion)

s 1a Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) la define como: la
que se espera que mate al 50% de los organismos de una poblacion, bajo condiciones

determinadas. La DL__, la IUPAC la define como la dosis calculada estadisticamente, de

90’
un agente quimico o fisico (puede ser radiacion) que se espera que mate al 90% de los

organismos de una poblacion bajo condiciones definidas (Repetto et al., 1995).

6.1.4 Ensayos de Exposicion a vapores

El sistema bioldgico se expone a vapores toxicos en un recipiente herméticamente
cerrado. Las sustancias se acumulan en los tejidos grasos de artropodos (cuerpos grasos)

que actuan como o6rganos de detoxificacion. En este caso se evalua la Concentracion
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Letal 50 (CL,,) que se define como la concentracion del toxico que mata el 50 % de la

poblacién en estudio (Juarez y Villagra de Gamundi, 2007).

6.1.5 Ensayos de ingesta obligada

Estos bioensayos consisten en someter al sistema bioldgico a la ingesta obligada
de los productos alos cuales se quiere evaluar sobre un soporte de dieta artificial o natural
(Huerta et al., 2008). Se determinan efectos diversos entre los que figuran: mortalidad,
variacion del crecimiento, malformaciones en cualquiera de los estados, efectos sobre

la puesta (fecundacion) y efectos sobre la fertilidad de los huevos (Caneldn et al. 2009).

6.1.51 Evaluacion de los Indices Nutricionales:

Son ensayos que pueden incluirse en los de Ingesta obligada. Son una herramienta
que permite valorar el efecto del toxico sobre el metabolismo primario del insecto, y un
método para evaluar el consumo y posterior utilizacion del alimento. Para ello se establece
un periodo de medicion (t) donde se desarrolla la experiencia de célculo de los indices
Nutricionales. Ese periodo puede ser todo el ciclo de vida del modelo, un estado del ciclo
(larva, pupa 6 adulto) o un periodo arbitrario de tiempo definido por el investigador. Segun
Waldbauer (1968), tres datos son importantes para determinar la utilizacion del alimento

ingerido por un modelo bioldgico:

a. Conocer el gasto de energia que requiere comer el alimento suministrado

b. Saber la cantidad del alimento comido que es digerido

c. De esa cantidad de alimento digerido, cuanto es asimilado

Estos tres parametros son fundamentales para establecer cuanto alimento comio
el modelo (ingesta), la digestibilidad de ese alimento ingerido (aprovechamiento de un
alimento) y la eficiencia en convertir el alimento ingerido en masa corporal. Los indices
nutricionales segun Alvarez Colom et al., (2007) aplicados a dos especies de lepidopteros

Spodoptera cosmiodes y S. frugiperda fueron:

indice de Crecimiento: GR = (A-B)/t

indice de Consumicion: CR = D/t

indice de Eficiencia en la Conversion de Dieta Ingerida en masa: ECDI=(A-B)/D
A = peso final de la larva al concluir el experimento

B = peso inicial de la larva

t = tiempo de duracion del experimento

D = peso de dieta consumida
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La adquisicion de nutrientes y el balance energético son factores fundamentales
para la supervivencia y reproduccion de los insectos. La incorporacion de potenciales
sustancias insecticidas de origen vegetal en las dietas, pretende alterar estos factores en
el desarrollo de los insectos (Rosetti et al., 2017).

Imagen 1 : Diferencia de tamano en larvas de Spodoptera frugiperda del mismo estadio (4to estadio larval).

La larva superior corresponde a una larva control. La inferior larva tratada con lactonas sesquiterpénicas
adicionadas a su dieta.

6.1.5.2 Efectos letales y subletales:

Son los que se producen por debajo del nivel que causa la muerte y como
resultado de la exposicién a una determinada concentracion del agente téxico (Diaz
Baez et al., 2004). Se evaluan cambios de comportamiento, disminucion en la oviposicion,
irregularidades en la emergencia de larvas, cambios en el metabolismo, disminucion de
crecimiento, cambios en el peso, alargamiento del ciclo de vida y otras anormalidades
evidentes (Martinez et al., 2008).

Este tipo de dafos secundarios en insectos, contribuyen a disminuir las
poblaciones de insectos plaga a lo largo del tiempo. Son efectos considerados como

alternativos en los planes de “Manejo Integrado de Plagas” (MIP).
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Imagen 2: Efectos subletales en una larva del 3¢ estadio de Spodoptera frugiperda mostrando exuvias sucesivas
que no pueden ser eliminadas, producto de la ingesta obligada de dieta adicionada con lactonas sesquiterpénicas
de Vernonanthura squamulosa (Vernonieae).

6.1.5.3 Efectos sobre la fecundidad y fertilidad:

Los parametros reproductivos de algunas de las especies de insectos, son
fundamentales para estructurar procesos de cria y disefiar ensayos con el fin de optimizar
técnicas de control (Amate et al., 2000). Estas cuantificaciones estan directamente
vinculados con el tipo de alimentacion larval y del adulto (Martinez et al., 2019). Los
huevos de los lepidopteros y de los insectos son centroleciticos, esto significa que el
vitelo (mezcla de nutrientes) se dispone internamente en el centro del mismo rodeando al
nucleo. En las fases tempranas de desarrollo, inmediatamente después de la fecundacion,
las células comienzan a dividirse sin presentar citocinesis. Por lo tanto, una gran cantidad
de nucleos migran hacia la periferia estableciendo la banda germinal; en ella la actividad

mitotica es muy alta (Alfaro, 1998).
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6.1.5.4 Efectos sobre la organomorfia:

El modo de accion de los metabolitos secundarios sobre los insectos puede
variar de acuerdo a la especie de insecto bajo estudio. Pueden actuar como repelentes,
antialimentarios, reguladores del crecimiento e insecticidas. Sin embargo, a pesar de
las numerosas investigaciones sobre su actividad, en la mayoria de los casos no se han
identificado los sistemas o tejido blanco sobre los cuales actiian. Tampoco se conocen

con certeza, los mecanismos de accion involucrados.
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these species. J. macrocarpa present dormancy since it does not germinate by traditional
methods. Consequently, seeds of J. macrocarpa were subjected to different treatments to
break seed dormancy: T1) Control; T2) Scarification with sandpaper; T3) Total elimination
of the tegument; T4) Immersion in boiling water; T5) Alternating hot and cold water; T6)
Immersion in concentrated H,SO, for 15 min; T7) Immersion in concentrated H,SO, for
30 min; T8) Stratification in wet and cold paper; T9) Stratification in moist sand and cold.
After each treatment the seeds were placed in Petri dishes containing distilled water at
30°C temperature. Germination percentages (GP) were determined during 30 days. We
used 20 seeds by treatment, with three replications each one. ABA and JA were extracted
and purified from both Jatropha species tegument. These hormones were identified and
quantified from tissue using reverse-phase high-performance liquid chromatography
(HPLC)-mass spectrometry (MS). The total removal of tegument showed a 50% increase
in germination percentage, with the other treatments achieved between 0-10%. JAs were
the most abundant compound detected in tegument. ABA level was higher in J. curcas
(628%) than in J. macrocarpa, for this reason we assume that the tegument ABA level is
not directly linked to germination and/or dormancy of these Jatropha species. In contrast,
level of JAs was higher in J. macrocarpa (101%) than in J. curcas. In effects JA could have
aroll in inhibition of germination of J. macrocarpa seeds.

KEYWORDS: Dormancy. Phytohormones. Seeds. Jatropha.

1INTRODUCTION

The genus Jatropha (Euphorbiaceae) includes 172 species native to Central
America and is also widely distributed in Africa, Asia and South America. In Argentina, it is
reported that 11 native species of Jatropha include J. curcas L. and J. macrocarpa Griseb.
These plants are perennial deciduous shrub, with the greatest importance mainly from its
biofuel potential (Tang et.al, 2011). J. curcas and J. macrocarpa growing in semi-arid and
arid soils, and their non-edible seeds have high oil content (Achten et al., 2008).

While that J. curcas has aroused much interest worldwide as a new oleaginous
crop for biodiesel, it is not a suitable crop for arid zones and plants are sensitive to frost
(Andrade et al., 2008) and need annual rainfall is greater than 700 mm for good fruit
production (Achten et al., 2008). In arid areas with winter frost, the species J. macrocarpa
could be an interesting alternative because its natural distribution area presents in such
climatic conditions (Wassner et al., 2012).

To achieve a good production of a crop, it is essential to know the ability of the
species to successfully complete two critical stages in the life cycle such as germination
and seedling establishment. On the other hand, the plants have evolved seed dormancy,
a temporal suppression of germination under the conditions favorable to germination;

which ensures that seeds germinate at the appropriate time. Dormancy is a complex trait
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because it is influenced by both environmental and endogenous factors. Moreover, the
final level of dormancy is determined by the contributions of the different tissues that
comprise a seed; between them the seed coat (Lee et al., 2010) (Smykal et al., 2014).
Induction of seed dormancy during the maturation stage and its release at a dry state
after a certain period of time, which is called “after-ripening”, is widespread phenomena
observed in diverse species of seed plants (Beuley et al., 2013). In fact, in various species
the mechanisms related to dormancy imposed by the seed head are related to restrictions
the permeability of water and/or oxygen, with the existence of a mechanical resistance to
the protrusion of the radicle, with the presence of inhibitors and/or the inability to leach
inhibitors from the embryo Debeaujon et al., 2000) (Finch-Savage and Leubner-Metzger,
2006). Studies previous showed high variation in J. curcas seeds germination (Ginwall et
al., 2005) (Ahamad et al., 2013).

This variation is influenced by genotype, age, storage conditions of the seed and
environmental conditions of the crop (Islam et al., 2009) (Pompelli et al., 2010) (Windauer
et al., 2012) (Duong et al., 2013) (Moncaleano-Scandon et al., 2013). The germination rate
decreases with age and with the storage of seed, this strongly affects the content of
reserve substances in seeds and low germination rate (Moncaleano-EsScandon et al.,
2013). Also, it has been reported that the mechanical rupture of the tegument as a pre-
planting treatment significantly increased seed germination and slightly stimulated the
growth of J. curcas seedlings (Marcello et al., 2015) J. curcas and J. macrocarpa present
a hard seminal covering that encloses the endosperm and the embryo. Several authors
consider that this tegument is one of the factors that induce dormancy in J. curcas
(Windauer et al., 2012) (Mohan et al., 2011); however, in the J. macrocarpa the effects of
the tegument in the low germinative power, is not yet studied. Several plant hormones
play a role in dormancy and germination control (Linkies and Leubner-Metzger, 2012)
(Arc et al., 2013). Abscisic acid (ABA) is one of such hormone; that plays a prominent
role in dormancy and germination control in coordinated interaction with various others
(Nonogaky et al., 2014) (Nambara et al., 2010) (Shu et al., 2016). Recently, evidences have
been provided for an interaction between ABA and jasmonates (JAs) in the regulation of
these processes (Dave et al., 2016) (Xu et al., 2016). In particular, in ABA-JA interaction,
Dave et al. (2016) confirmed that Arabidopsis thaliana seed dormancy is correlated with
the accumulation level of oxo-phytodienoic-acid (OPDA), which acts synergistically with
ABA, ABI5 transcription factor, DELLA RGL2 protein and MFT dormancy promoting factor
in regulation of this process. On the contrary, Xu et al. (2016) reported that JAs and ABA

have opposing roles in the regulation of dormancy release by stratification in wheat.
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We hypothesize that the tegument is one of the factors that induce dormancy. The
aim of the work was to study the role of tegument and abscisic acid (ABA) y jasmonic acid

(JA) in dormancy and germination in these species.

2 MATERIAL AND METHODS

Seeds of J. macrocarpa were collected in a wild population located 30 km south
of La Rioja city, Argentina (29.3°S; 66.8°W, 438 m above sea level) while the seeds of J.
curcas were obtained from experimental plots located in Siete Palmas, Formosa, Argentina
(58°17'59.67"W - 25°13'21.04"S).

21 SEED MORPHOLOGY

Ten J. macrocarpa and J. curcas seeds were imbibed in distilled water for 24 h
to facilitate removal of tegument to observe the embryo and nutritive tissues and ten

endosperm of each species were obtained.

2.2 SEED TREATMENTS TO BREAK DORMANCY IN J. MACROCARPA

The seeds of J. macrocarpa were subjected to different scarification and
stratification treatments: T1) Control; T2) Scarification with sandpaper; T3) Total
elimination of the tegument; T4) Immersion in boiling water for 1 min and then immersed in
cold water for 24 h; T5) Alternating hot and cold water for 5 min each one: T6) Immersion
in concentrated H,SO, for 15 min; T7) Immersion in concentrated H,SO, for 30 min; T8)
Stratification in wet and cold paper (4°C) for 90 days; T9) Stratification in moist sand and
cold (4° C) for 90 days. After each treatment the seeds were immediately placed on filter
paper in Petri dishes containing 3 ml of distilled water at 30°C temperature. The test was
conducted under dark condition. Germination percentages (GP) were determined during
30 days. We used 20 seeds by treatment, with three replications each one.

The seeds of J. curcas don’'t were subjected to different treatments scarification

and stratification because they haven’t dormancy.

2.3 EXTRACTION AND PURIFICATION OF ENDOGENOUS HORMONES

ABA and JA were extracted from both Jatropha species tegument using a
modification of the protocol of Durgbanshi et al. (2005). 200 mg of tegument were
homogenized in a mortar with liquid nitrogen and 5 ml ultra-pure water. D6-ABA (NRC-

Plant Biotechnology Institute, Saskatoon, Canada) and D6-JA (Leibniz-Institute of Plant
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Biochemistry, in Halle, Germany) were used as internal standards. Extracts were transferred
to 50 ml tubes, centrifuged at 1500x g for 15 min, pH of the supernatant was adjusted to
2.8 with 15% acetic acid, and supernatant was partitioned twice against an equal volume of
diethyl ether. The aqueous phase was discarded, and the organic fraction was evaporated
under vacuum. Dried extracts were dissolved in 1 ml methanol. Samples were filtered
through a syringe filter tip on a vacuum manifold at flow rate < 1 ml min*, and the eluate
was evaporated at 35°C under vacuum in a SpeedVac SC110 (Savant Instruments Inc. NY,

USA). The assay employed four biological replicates.

24 HORMONE IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION WITH LIQUID
CHROMATOGRAPHY-ELECTROSPRAY IONIZATION TANDEM MASS
SPECTROMETRY (LC-ESI MS-MS)

ABA and JAs were separated from tissue using reverse-phase high-performance
liquid chromatography (HPLC). An Alliance 2695 separation module (Waters, Milford,
MA, USA) equipped with a RestekC,, column (100 m x 21 mm, 3 ym) was used to maintain
performance of the analytical column. Fractions were separated using a gradient of
increasing methanol concentration, constant glacial acetic acid concentration (0.2%
in water) and initial flow rate 0.2 ml.min”. The gradient was increased linearly from
40% methanol/60% water-acetic acid at 25 min, to 80% methanol/20% water-acetic
acid. After 1 min, the initial conditions were restored, and the system was allowed to
equilibrate for 7 min. The identification and quantification of all hormones was performed
with a quadruple tandem mass spectrometer (Quattro Ultima, Micromass, Manchester,
UK) fitted with an electrospray ion (ESI) source, in multiple reactions monitoring mode
(MRM) using precursor ions and their transitions ABA (m/z 263/153) and D6-ABA (m/z
269/159) and JAs (m/z 209/59), D6-JA (m/z 215/59), with retention times of 8.25 and
14.30 min, respectively. The collision energies used were 20 eV for JAs and ABA, and the
cone voltage was 35 V. The spec spectrometry software used was Mass Lynx version

41 (Micromass).

2.5 STATISTICAL ANALYSIS

Analysis of variance (ANOVA) was applied and data were subjected to Mul- tiple
Range the Duncan. Test using the software INFOSTAT-UNC.
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3 RESULTS
31 EXTERNAL AND INTERNAL SEED MORPHOLOGY

Seeds of J. curcas are oblong in shape with a convex dorsal area along which the
raphe is visualized and in the hilar region a small conical caruncle of ivory color is observed
(Figure 1(a), a). The average measurements of these seeds are: length 1.8 + 0.03 cm, width
1.0 + 0.01 cm and thickness 0.8 + 0.02 cm. The tegument is very dark brown, smooth with
porous texture and with small cracks that are more evident in the ventral zone. In this area,
in the center of the caruncle the micropyle is observed (Figure 1(a), b). The tegument of
J. macrocarpa is also smooth but light brown, mottled with dark brown. The seeds are
subspherical, on average they are 1.5 + 0.05 cm long, 1.3 + 0.04 cm wide and 0.9 + 0.02 cm
thick. The dorsal area is slightly convex and is traversed by an evident raphe (Figure 1(a),
c) in these seeds the ventral zone is the most convex and to the hilar zone end is inserted.
With a prominent caruncle that forms a ridge with irregular edges, the micropyle can be
seen at the base of the crest (Figure 1(a), d). The embryo of J. curcas has a cylindrical
radicle of approximately 6 mm in length and two whitish ovoid, foliate, cotyledons that are
inserted into the embryonic axis knot at its base. The blade of these leaves are thin and
show a trinervia venation as it presents three main nerves that are born from the base of
the blade foliar, two of them open laterally. The ribs are very marked on both the abaxial
and adaxial sides (Figure 1(b)). In J. macrocarpa the embryo is smaller than in J. curcas, the
radicle reaches 3 mm in length and its apex is markedly conical, its cotyledons are broad-
bodied with apex rounded. The blade is fleshy and also trinervia although the ribs are less
evident than in J. curcas (Figure 1(b)). In both species the cotyledons are faced for their
adaxial face protecting the sheepish, and are externally surrounded by the nutrient tissue
that in these seeds is the endosperm with compactly arranged isodiametric parenchyma
cells (Tavecchio et al., 2019). This nutrient tissue is strongly attached to the embryo and
has on its outer surface the impression of the radicle and the veins running along the
abaxial surface of each cotyledon blade (Figure 1(c)). On the outside the endosperm is
protected by a whitish membrane that is in contact with the tegument. The protective
membrane of the seed of J. curcas is thicker and is furrowed by a set of important veins
that leave their imprint on the inner side of the endosperm to which it covers firmly (Figure
1(d)). This membrane in J. macrocarpa is very tenuous and although this innervate does

not form remarkable grooves in the surface of the same (Figure 1(d)).
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Figure 1.(a) Visual external aspect of seeds of J. curcas (a and b) and J. macrocarpa (c and d). (b) Embryo of J.
curcas (a) and J. macrocarpa (b). (c) Internal surfaces of the endosperm in contact with the embryo of J. curcas (a
and b) and J. macrocarpa (c and d). (d) Seeds with broken tegument showing the outer surface of the endosperm
and the protective membrane, J. curcas (a) and J. macrocarpa (b). Abbreviations: ca caruncle: cl, co- tyledonal leaf:
cn, cotyledonal node: r, radical: mi, micropyle: ra, raphe. Scale bar = 1cm.

3.2 BREAK DORMANCY

J. macrocarpa presents dormancy since it does not germinate by traditional methods.
The effect of the different treatments to break seed dormancy of J. macrocarpa is showed in
Figure 2. The total removal of tegument showed a 50% increase in germination percentage,
with the other treatments achieved between 0%-10%. The seeds of J. curcas germinate

without treatments for that reason the treatment was done only in the seeds of J. macrocarpa.

Figure 2. Scarification and stratification treatments of J. macrocarpa seeds. T1) Control (not ripping); T2) Scarification
with sandpaper; T3) Total elimination of the tegument; T4) Immersion in boiling water 1 minute and cold water 24
h; T5) Alternating hot and cold water; T6) Immersion in H,SO, for 15 min; T7) Immersion in H,SO, for 30 min; T8)
Stratification in paper and cold (4°C); T9) Stratification in moist sand and cold (4°C). Values are mean + SE from
triplicate experiments. Different letters indicate significant differences (p < 0.05).
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3.3 ABA AND JAS LEVEL IN JATROPHA TEGUMENT

ABA and JAs were detected in tegument of J. macrocarpa and J. curcas seeds. JAs
were the most abundant compound. Level of JAs was higher in J. macrocarpa (101%) than
in J. curcas. In contrast, ABA level was higher in J. curcas (628%) than in J. macrocarpa
(Table 1).

Table 1. JA and ABA contents in J. curcas and J. macrocarpa. Values are mean + SE from triplicate experiments.
Different letters indicate significant difference (p>0.05).

Hormones Species Content (pmol-g'1 FW)
J. curcas 8369.26 + 2682.33 b
JA
J. macrocarpa 16860.41 + 1482.22 a
J. curcas 737.96 + 68.82 a
ABA
J. macrocarpa 101.29 + 27.08 b
4 DISCUSSION

External morphology of the seeds of J. curcas and J. macrocarpa allow different
them easily since they vary in size, shape and coloration of the tegument and the caruncle.
Internally also the embryos show evident differences in special, in form, size and thickness
of the foliar cotyledons and in length and shape of the radicle. Nevertheless, both species
are endosperm and this tissue surrounds firmly to the embryo. The internal structure
of these seeds is unusual in dicotyledons, but is common in Euphorbiaceae. A similar
organization has been described for the seeds of other species of this family as Ricinus
communis L. (Sing, 1954), Croton floribundus Spreng y Croton urucurana Baill (Paoli et al.,
1995), Jatropha elliptica Mull. Arg. (Aies et al., 2005) and Cnidosculus juercifolius Paxe K.
Hoffm (Silva et al., 2007).

Morphological characteristics found in the seeds of J. curcas were in many
aspects coincident with those described previously by Loureiro et al., (2013) although the
cotyledon form for these authors is cordiform, with the narrow apex and a broad base
excavated and rounded while for us they are ovoid.

The protective seed membrane that is located between the tegument and that
tightly binds to the endosperm in J. curcas, it carry microorganisms that will hamper
the seed germination (Mohan et al., 2011). Nevertheless, the tegument is a major barrier
to radicle protrusion for many seeds (Zhang et al., 2008), whose physical properties

determine its effect on seed germination (Debeaujon et al., 2000). Our results showed
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that germination percentage of J. macrocarpa seeds with intact tegument was very low
(4%). However, when the tegument was removed completely increased GP (from 4%
to approximately 50%). These results indicate the presence of physical dormancy in J.
macrocarpa seeds. In fact, it was reported that mechanical or chemical scarification can
break physical seed dormancy (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006). Similarly,
Zhang et al. (2008) demonstrated that the tegument of canola (Brassica napus) restricted
seed germination at low temperature and this inhibitory effect was more apparent in the
yellow seed line compared to the black seed line. It is possible that differences in color
of tegument of J. curcas and J. macrocarpa are also related to the differential level of
dormancy observed between these seeds. In many species, the presence of tegument
pigmentation color is associated with a different degree of permeability and dormancy
(Mac Gregor et al., 2015).

The tegument eliminated of J. macrocarpa increase the germination of seeds,
from 4% to 50%, so the tegument is directly relationally with de dormancy, although
other tissues could be involved in the imposition of dormancy. This is a clear example
that dormancy in some seeds resides in their teguments with probable intervention
of the hormones, JA in this particular case. In this sense, the seed dormancy can be
imposed by the embryo, the envelopes (tegument, endosperm, etc.), or a combination
of both factors to an extent that depends on the plant species (Bewley, 1997). Recent
physiological and molecular studies have shown that physiological dormancy includes
an embryo and coat component, and their sum and interaction determine the degree of
whole-seed physiological dormancy (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 20086). In fact,
the dormancy attributed to different tissues of the seed has been reported in different
species (Brunick, 2007) (Gu et al., 2015).

Hormones found in the dry seed are generally provided from the mother plant
during seed maturation; in some cases, hormones leak from the embryo during late
embryogenesis (Finkelstein et al., 2002). On the other hand, the mechanisms that lead to
the definition of the structures composing the seed are highly coordinated and extremely
complex and they involve a tight hormonal control and a continuous interchange of signals
from and to the maternal tissues (Loscacio et al., 2014). There is considerable evidence
that ABA is an important positive regulator of both the induction of dormancy and their
maintenance (Nambara et al., 2010). We found that the tegument of J. macrocarpa dry
seed have a significantly lower ABA content than J. curcas, for this reason we assume
that the tegument ABA level is not directly linked to germination and/or dormancy of
these Jatropha species. Indeed, in Arabidopsis thaliana the final ABA levels present in

mature dry seeds are unrelated to the depth of dormancy (Lee et al., 2010) (Ali-Rachedi
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et al, 2004) that suggest that ABA abundance or signaling, or both, play an indirect
role in promoting seed dormancy during seed development (Chahtane et al., 2017). In
contrast, different studies have shown that the seed structures surrounding the embryo
contain compounds possessing germination inhibitory activities including ABA (Bewley
et al., 2013). For example, Jin et al. (1995) showed that high concentrations of ABA in
pericarp and seed coat of rose achene could be inhibiting germination. Respect to JAs,
there is no functional evidence supporting a role for a correlation between endogenous
content in dry seed and level of seed dormancy. For example, Preston et al., 2009
showed that in dry seed of Arabidopsis thaliana, the JAs content in non dormant seeds
was ten-fold higher than in dormant seeds. On the contrary, Andrade et al., 2015 showed
a high JAs content in pericarp of dormant B123 sunflower cypselas. In agree to the
findings of Andrade et al., 2015, we found higher JA levels in tegument of J. macrocarpa
respect to J. curcas. In effects JA could have a roll in inhibition of germination of J.

macrocarpa seeds.

5 CONCLUSION

This study has demonstrated the characteristics of dormancy of both species
proposed for the production of biodiesel. It was shown that J. macrocarpa have
physical dormancy. These studies are fundamental to face studies in relation to the

crop establishment.
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BIOFILMES

RESUMO: Os biofilmes sdo o resultado da
tendéncia natural dos microrganismos se
fixarem a superficies (bidticas ou abioticas),
multiplicarem e incorporarem numa
matriz viscosa de substancias poliméricas
extracelulares (EPS). A medida que o biofime
se desenvolve, o descolamento e os processos
de crescimento entram em equilibrio, levando
a uma quantidade constante de biomassa na
superficie e a libertacao de células do biofilme
que permitem a colonizacdo de superficies
vizinhas e a formacao de novas comunidades
sésseis. EPS dos biofilmes séo responsaveis
pela ligacao entre as células e com outros
materiais particulados. A adaptacdo bem
sucedida das bactérias as mudancas das
condicdes naturais requer também que o
microrganismo possa sentir e responder ao
seu ambiente externo e, em consequéncia,
modular a expressao dos seus genes. Mesmo
que os biofimes sejam provavelmente a
primeira forma de vida comunitaria na Terra,
a incorporacdo de aspetos cientificos da
ciéncia e tecnologia dos biofilmes nos
conteudos de ensino pré ou pos graduado é
uma tarefa desafiante, uma vez que esta area
de investigacao esta em constante evolucéo.
PALAVRAS-CHAVE: Biofiime. Ciéncia e
tecnologia  multidisciplinar.  Microbiologia
aplicada. Resisténcia antimicrobiana.

CHALLENGES IN TEACHING BIOFILM
SCIENCE AND TECHNOLOGY

ABSTRACT: Biofilms are result of a natural
tendency of microorganisms to attach to
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surfaces (biotic and abiotic), to multiply and to embed themselves in a slimy matrix of
extracellular polymeric substances (EPS). The attachment of microorganisms to surfaces
is a very complex process. As biofilm matures, detachment and growth processes come
into balance leading to a constant amount of biomass on the surface but also to the
release of biofilm cells. These enable the colonization of neighbour surfaces and the
formation of new biofilm communities. EPS in biofilm systems are responsible for binding
cells and other particulate materials together. The successful adaptation of bacteria to
changing natural conditions requires also that the microorganism can sense and respond
to its external environment and modulate gene expression accordingly. Even if biofilms are
probably the first form of community life on Earth, the incorporation of scientific aspects
on biofilm science and technology in teaching content is a challenge task as this research
field is constantly evolving.

KEYWORDS: Antimicrobial resistance. Applied microbiology. Biofilm. Multidisciplinary
science and technology.

1 BIOFILMES - ENQUADRAMENTO SOBRE AS CARATERISTICAS GERAIS E O
IMPACTO

Muitos microrganismos tém uma tendéncia natural para se fixar a superficies,
multiplicar e incorporar numa matriz viscosa, resultando em biofilmes. Supde-se que a
organizacao de microrganismos em biofilme seja a primeira forma de vida multicelular
existente no planeta. Também, é estimado que a maioria dos microrganismos da Terra
estao organizados em biofilmes e podem ocorrer em ambientes extremos como centrais
nucleares, fontes hidrotermais, ambientes oligotréficos e tubagens industriais sujeitas
a forte desinfecdo (Costerton et al., 1987). Contudo, a existéncia de biofilmes so foi
documentada de forma pioneira por Zobell, em 1943, que observou células microbianas
aderidas em paredes de garrafas. Posteriormente, o termo filme microbiano ou biolégico
foi atribuido por Atkinson et al. (1964, 1967) a camada gelatinosa de células e dos
seus subprodutos aderidos as paredes de um reator biolégico. Outros investigadores
(Topiwala e Hamer, 1971; Howell et al. 1972) observaram camadas de células bacterianas
e as suas substancias poliméricas extracelulares que designaram como “crescimento
de parede”. Bill Characklis (1973a, 1973b) publicou uma marcante e extensa revisdo
bibliografica sobre os fundamentos basicos e as implicacées praticas dos biofilmes,
que designou como “lama microbiana”. Em 1984, um consenso dos principais
investigadores na area definiu um biofilme como uma colecdo de microrganismos,
predominantemente bactérias, embebidos numa matriz tridimensional gelatinosa de
polimeros extracelulares excretados pelos microrganismos colonizadores, conforme

reportado em Marshall (1984).
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A formacdo de biofilme € um processo complexo, que depende de muitas
variaveis, nomeadamente a temperatura, o pH, a velocidade de escoamento do fluido, a
concentracao de nutrientes, a concentracao de desinfetante e a composicao e o estado
de conservacao dos materiais de adesao (Deines et al., 2010; Simdes et al. 2010).

Os mecanismos envolvidos na formagdo de um biofilme sao sequenciais,
terminando na formagdo de uma estrutura madura. No entanto, esta estrutura tem um
comportamento dindmico - fendmenos de crescimento e desprendimento acontecem
simultaneamente (Simdes et al. 2010).

O transporte dos microrganismos até a superficie € a primeira etapa da
formac¢ao de um biofilme. Este transporte pode realizar-se por difusao ou convecgao.
Adicionalmente, podera existir transporte promovido pelas estruturas de mobilidade
celular, como é o caso de microrganismos portadores de flagelos ou de outras estruturas
celulares com esta funcionalidade.

Apds esta etapa, as células aderem a superficie. Isto resulta de forcas de
interacado entre ambas as superficies, nomeadamente forcas de natureza hidrofobica
e eletrostatica. Posteriormente, acontecem fendmenos de comunicagcdo entre as
células (quérum sensing), mediados por moléculas sinalizadoras, e a maturacado do
biofilme - momento em que as células se reproduzem, até atingir um limite maximo.
E durante esta etapa que ocorre a formacdo da matriz de polimeros extracelulares.
Esta matriz € altamente hidratada, conferindo ao biofilme estabilidade e resisténcia a
agressoes externas, nomeadamente a exposicao a antibioticos ou a outros produtos
antimicrobianos. Nesta fase, o biofilme pode sofrer desprendimento de células ou de
aglomerados de células. Este mecanismo ocorre devido a erosao superficial, em que as
camadas mais externas do biofilme libertam células. No entanto, as células residentes
do biofilme replicam-se, permitindo que o biofilme permaneca num estado “maduro” ou
estado quasi-estacionario.

As células (individuais) e porcoes de biofilme desprendido podem multiplicar-
se e aderir a novas zonas da superficie - iniciando a formagao de um novo biofilme. A
Figura 1 mostra a estrutura de um biofilme “maduro” formado pela bactéria Pseudomonas
fluorescens, numa superficie de ago inoxidavel. Nesta imagem é percetivel a existéncia
de células e da matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS) a envolver as

células colonizadoras.
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Figura 1- Biofilme formado pela bactéria Pseudomonas fluorescens obtido por microscopia eletronica de varrimento
(ampliagdo x10000). As estrutura bacilar das bactérias é evidente assim como a existéncia da matriz de EPS a
envolver as células.

A formacgao de biofilmes pode ser benéfica ou pode causar problemas. Biofilmes
benéficos sdo encontrados em sistemas de tratamento bioldgico de efluentes e em
processos industriais de producéo de biomoléculas. Diversas configuracdes de reatores
com biofilmes sdo usados para o tratamento de agua residuais. Nestas configuracdes,
e dado que as células se encontram imobilizadas, o seu tempo de permanéncia no
reator € independente do tempo de residéncia do meio liquido. Em reatores com células
suspensas o tempo médio de permanéncia da fase liquida no sistema ndo pode ser
menor do que o tempo de geragao das células, caso contrario estas ndo tém tempo
suficiente para se replicar, sendo removidas do sistema. Bactérias comensais existem
em biofilmes da pele e dentro de certos 6rgaos do corpo humano (Klitgord and Segre,
2010). Este microbioma natural auxilia nas fungcdes metabdlicas e esta envolvido na
prevencao de doencas (Stephani et al., 2011). Além disso, os biofilmes bacterianos séo
importantes componentes do ambiente, sendo encontrados em relagdes simbidticas

com raizes de plantas (Chang et al., 2011), em aguas estagnadas (Chollet-Imbert et al.,

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancos e Possibilidades Capitulo 15 m



2009), em rochas submersas (Ridal et al., 2007), e em muitas outras superficies. Mais
recentemente, os biofilmes tém sido estudados para a producao de diversos produtos
de interesse biotecnoldgico (Edel et al. 2019).

Biofilmes indesejaveis podem causar problemas na industria (incrustacdo de
condutas, permutadores de calor e estruturas marinhas, corrosao de superficies metalicas
induzida por microrganismos, contaminacado de produtos alimentares e farmacéuticos)
e na saude (formacéo de placa dentaria, feridas, infecdo dos mais diversos tecidos
bioldgicos, contaminacéo de superficies e dispositivos médicos). De facto, é reconhecido
gue 60 a 80% das infecdes microbianas se devem a presenca de biofilmes (Simdes, 2011).
Os problemas associados a biofilmes podem variar em importancia relativa — desde um
simples incomodo a uma ameaca a vida (Hall-Stoodley et al., 2004). A formacéo destas
comunidades sésseis e a sua resisténcia inerente aos agentes antimicrobianos estdo na
raiz de muitas infecdes bacterianas persistentes e crénicas (Borges et al. 2015; Afonso
et al. 2021). No entanto, o aumento da resisténcia aos agentes antimicrobianos por
parte dos microrganismos em biofilme, ndo se deve totalmente a falha desses agentes
antimicrobianos (Simdes et al. 2010). Em vez disso, esta resisténcia pode ser explicada
pela hipotese da existéncia de limitacdo no acesso a nutrientes pelas células residentes.
Esta limitagdo faz com que as células dos biofilmes entrem num estado de crescimento
lento. Células metabolicamente dormentes ou sem crescimento mostraram ser menos
suscetiveis a agentes antimicrobianos comparativamente as mesmas células cultivadas
num meio rico em nutrientes, e com elevadas taxas de crescimento (Mah e O'Toole,
2001). Outra hipotese para explicar a reduzida suscetibilidade das células em biofilmes
a agentes antimicrobianos é a aquisicdo de um fendtipo que permite manter as células
num estado diferenciado que confere resiliéncia as agressdes externas (Cochran et al.,
2000). O uso de agentes antimicrobianos tém sido a principal arma usada para controlar
os biofilmes indesejaveis, interferindo com o metabolismo microbiano ou induzindo o seu
desprendimento da superficie de adesdo. No entanto, muitos agentes antimicrobianos
mostraram ser ineficazes na prevencao e no controlo de biofilmes - reforgando a elevada
resisténcia e resiliéncia das células em biofilmes (Simdes et al. 2010; Afonso et al. 2021).

Os biofilmes microbianos podem formar-se praticamente em qualquer material que
esteja em contacto com a agua. Uma vez formados, sao extremamente dificeis de serem
completamente removidos (Simodes et al. 2010). As células em biofilme tém vantagens
em termos de capacidade de sobrevivéncia comparativamente as mesmas células em
suspensao. Além do estado fisioldgico das células em biofilme referido anteriormente, a

presenca da matriz de polimeros extracelulares tem um papel importante na resisténcia
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dos biofilmes a acéo de agentes métodos quimicos ou fisicos para o seu controlo. Esta
matriz € constituida predominantemente por agua (até 95% em peso humido) e por
substancias poliméricas extracelulares, particularmente proteinas, polissacaridos e
acidos nucleicos, que providenciam estabilidade ao biofilme - atuando como um escudo
protetor das agressdes externas (Flemming & Wingender, 2010). Na Tabela 1 estédo
indicadas algumas propriedades e fun¢des destas substancias.

Tabela 1 - Propriedades e fungdes das substancias poliméricas extracelulares. Baseado em Smirnova et al. (2010)
e Simoes et al. (2010).

Funcao da matriz Natureza das substancias O papel no biofilme

Polissacéridos neutros e acidos

Estrutural Componente estrutural
Amiloides
i Polissacéridos hidrofébicos ou com - ~
Adsortiva Troca iénica, adsorgao
carga
Ativante Enzimas extracelulares Degradacao de moléculas
Anfifilicos Superficie ativa
Superficie ativa
Vesiculas de membrana Exportagao das células, adsorgcéo
Lectinas Especificidade, reconhecimento
Informativa .
Acidos nucleicos Informacgéo genética, estrutura
Nutritiva Varios polimeros Fontes de carbono, nitrogénio e fosforo

2 ENQUADRAMENTO DOS BIOFILMES EM CONTEUDO CURRICULAR

A ciéncia e tecnologia de biofilmes € uma disciplina técnica relativamente nova,
que surgiu em resposta a necessidade de metodologias para o seu controlo. Investigacdo
na area dos biofilmes avancou rapidamente nas ultimas décadas como resultado da
colaboracéao de médicos, microbiologos, bioquimicos, quimicos, ecologistas microbianos,
engenheiros e matematicos. Através de uma variedade de técnicas microscopicas e
moleculares, a comunidade cientifica passou a entender muitas coisas sobre a biologia
e o comportamento dos biofilmes microbianos. Embora os biofilmes sejam diferentes
entre si, i.e. a sua composicdo microbiana, como e onde crescem, a sua viruléncia, etc, ha
aspetos gerais que todos os biofilmes tendem a exibir. A existéncia de tais carateristicas
possibilitou a aplicacdo de conceitos de catalise heterogénea para descrever os
fendmenos de transporte de massa e de reacdo bioldgica nos biofilmes (Simdes &
Malcata, 2020). Este € um dos poucos exemplos que permitiu a inclusédo da presenca
de biofilmes na performance e dimensionamento de reatores com biomassa imobilizada.

Estes conceitos sdo correntemente ensinados em contexto universitario. Por exemplo,
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na Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto a unidade curricular Tecnologia
Ambiental possibilita a aprendizagem do dimensionamento de reatores de biofilme
incorporando os efeitos simultaneos da transferéncia de massa e reagao bioldgica.

No entanto, e surpreendentemente, a introducédo aos conceitos fundamentais
e aplicados sobre biofilmes ndo & convencionalmente lecionada a estudantes pré ou
pos graduados, nem considerada em praticas hospitalares ou industriais. Sdo exemplo
disso: i) O nado enquadramento dos biofilmes na selecdo da terapia antimicrobiana
- os antibiogramas usam células em estado fisioldégico substancialmente diferente
do encontrado em biofilmes - apesar das infecbes microbianas, particularmente as
mais criticas, se deverem essencialmente a presenca de biofilmes. ii) A selecdo de
desinfetantes para uso industrial ou hospitalar é feita com base em testes com células
em estado planctoénico.

O ensino dos biofiimes € uma 6tima maneira de introduzir uma diversidade de
conceitos biologicos (microbiologia, ecologia microbiana, comunicagdo molecular através
de biomoléculas, genética, antibioterapia, viruléncia, etc) e de engenharia (transferéncia
de calor e massa, reacdo bioldgica, simulacdo, fenomenos interfaciais, etc). Atividades
experimentais com biofilmes sao relativamente simples e estimulam a compreensao de

fendomenos e processos (McOwat & Stanley-Wall, 2018).
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RESUMEN: El perfil del médico propuesto en
la Universidad Fasta de Mar del Plata, busca
integrar la formacion cientifico-técnica con la
humanistica cristiana; desarrollar la vocacion
de servicio y sentido social que promueva,
en la comunidad estilos de vida saludables.
En este sentido la bioética personalista y sus
principios son un eje integrador, ya que se basa
en la busqueda del bien integral de la persona
humana. El objetivo de esta investigacion es:
indagar la percepcion de los estudiantes de
cuarto ano de la Facultad de Ciencias Médicas,
tanto al inicio como al final de la asignatura
Bioética, en el 2018, respecto del aporte de la
Bioética en su formacion médica, analizando
la cosmovision que la sustenta y evaluando las
competencias que se han fortalecido con ella.
PALABRAS CLAVES: Bioética. Medicina.
Percepcion. Competencias.

' Trabajo presentado anteriormente en el X Congreso
Iberoamericano de Educacion Cientifica “Ensefanza y
Aprendizaje de las Ciencias en Debate” CIEDUC 2019.
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BIOETHICS IN MEDICINE TRAINING

ABSTRACT: The doctor profile proposed
by FASTA University in Mar del Plata aims at
integrating scientific and technical training
with humanities and Christianity; developing
a commitment to service and a social sense
that promotes a healthy lifestyle within the
community. In this sense, personalist bioethics
and its principles are a central point based
on looking for the general wellbeing of the
person. The goal of this research is to: explore
the perception of fourth year students both at
the beginning and at the end of their Bioethics
course in 2018 in the School of Medical
Sciences on the contribution of Bioethics to
medical training, analyzing the supporting
cosmovision and evaluating the competences
that it strengthens.

KEYWORDS: Bioethics. Medicine. Perception.
kills.

1INTRODUCCION

La obra del destacado bioeticista
(1996), en

importancia de la Etica en torno a las ciencias

Sgreccia la que resalta la
de la vida y la salud, contienen una riqueza
que ha servido de base a multiples estudios
posteriores. La actividad meédica es una
actividad profundamente ética ya que es

poner la ciencia al servicio del bien integral de
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la vida, la dignidad y los derechos de cada persona. Es necesario para ello que los futuros
médicos desarrollen una formacion que les permita una actuacion responsable frente a la
personay la sociedad en su conjunto.

El valor ético de la Medicina se refiere al respeto incondicional debido a cada ser
humano, desde la concepcion hasta la muerte natural, en cada momento de la existencia
y en cada circunstancia, acompanando y cuidando a la persona para que concrete su
bien integral, como lo menciona la Nueva carta de los Agentes Sanitarios, del Pontificio
Consejo para los Agentes Sanitarios (2017).

Juan Pablo Il (1995) veia la Bioética como una contribucion para favorecer el
dialogo acerca de los temas fundamentales que afectan la vida del hombre y forma
parte de la formacion integral de los profesionales de la salud. Contribuye a humanizar
la Medicina centrandola en el respeto por la integridad y la busqueda del bien total de la
persona, promoviendo el respeto por los derechos humanos, la libertad responsable y la
toma de conciencia respecto a la gestion de la salud y la promocién de habitos saludables.

La catedra de Bioética en la carrera de Medicina de nuestra casa de estudios
busca fortalecer el perfil del médico, segun el programa académico de Bioética (2018):

“un profesional médico con una solida formacioén en las ciencias médicas que
le permita actuar como médico general, con énfasis en la atencion primaria
de la salud, integrando la formacién cientifico-técnica con la humanistica
cristiana, con vocacion de servicio y sentido social que promueva estilos de
vida saludables; que tiene un desempefio ético de la profesion; que reconoce
y respeta integralmente a la persona desde la concepcién hasta la muerte
natural; responsable, comprometido en el servicio ala comunidad, y competente
para: diagnosticar y solucionar los problemas de salud y derivar adecuada y
oportunamente. Es un profesional que resuelve situaciones problematicas
utilizando las estrategias en el manejo de la informacion y la metodologia
cientifica con una actitud creadora e innovadora, participa en investigaciones
cientificas, respetando al paciente, colabora en equipos interdisciplinarios y
asume actitudes de autoevaluacion y autoformacion permanente en orden a
actualizar su desempenio profesional”.

La presente investigacion se integra a la Tesis Doctoral que desarrolla la autora de
la misma. El objetivo propuesto es indagar la percepcion de los estudiantes de cuarto afo
de la Facultad de Ciencias Médicas, tanto al inicio como al final de la asignatura Bioética,
en el 2018, del aporte de la Bioética en su formacién médica, analizando la cosmovision
que la sustenta y evaluando las competencias que se han fortalecido con ella.

Bioética forma parte de la linea transversal de formacion humanistica cristiana y
esta programada con una asignacion de 4 horas semanales teniendo como correlativa
anterior Etica Fundamental y Social y como correlativa posterior Antropologia Médica.
A continuacion se presenta un diagrama con algunas estrategias implementadas por

la catedra:
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Diagrama 1 Estrategias seleccionadas por la catedra de Bioética.
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Fuente: Elaboracion propia.

Ademas se propone la participacion en una Jornada sobre donacion de 6rganos
con talleres de concientizacion en esta problematica, con aspirantes a ingresar en
la carrera y estudiantes de escuelas secundarias. Se intenta con ello que, los futuros
médicos asuman un liderazgo frente a sus pares en temas de relevancia social como es
el trasplante de érganos vy tejidos.

También se participa de la XVII edicién de la Jornada de Etica, cuyo titulo para el
2018 fue: “¢Vida real vs. vida virtual?”, dirigida a todos los estudiantes de 4to ano, en la cual

se analiza esta tematica desde los aspectos particulares disciplinarios de cada carrera.

2 DESARROLLO

Lainvestigacion se desarrolla en forma descriptiva, el disefio es no experimental. La
muestra es de 36 estudiantes seleccionados en forma no probabilistica por conveniencia,
pertenecientes a cuarto afo de la carrera de Medicina. Los datos se obtienen por encuesta

on line, realizada al iniciar el dictado de la catedra y al finalizar la misma en el ano 2018.

Figura 1: Grado de importancia que los alumnos le asignan a su formacion en las tematicas seleccionada.
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Fuente: Elaborado sobre datos de la investigacion.
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Ante la pregunta que indagaba cuales eran las competencias que los estudiantes
reconocian que les habia aportado, la curricula humanistica, se transcriben textualmente

algunas de sus respuestas:

* Me instruyd mas acerca de temas como la donacion de organos, aborto,
servicio hacia personas en vulnerabilidad (de salud) y ética médica.

«  Capacidad para tener empatia con los pacientes.

«  Aportd a mi formacion conocimientos de importancia, tales como el significado
y la importancia de la relacion médico paciente, el respeto por la vida humana,
desde el inicio hasta el final de la vida, como debe ser la practica médica, que
debe ser humanizada, y no ver al paciente de una forma unidimensional, es
decir, no contemplarlo desde una vision bioldgica unicamente, sino también
desde sus dimensiones espiritual, psicoldgica y social.

«  Relacion médico-paciente, confidencialidad, empatia, humildad, acompanar al
paciente. Valorar la vida humana. Respeto y dignidad de la persona humana.
Dimensiones de la persona.

«  Eticos, culturales, comunicativos que nos van a permitir en un futuro abordar
a la persona de manera integral. Me han ensehado la importancia del servicio
al préjimo, al que mas lo necesita, a tener en cuenta a la persona en todas sus
dimensiones, no solo como alguien que presenta una patologia, o que algo
fisico lo aqueja. Aprendi que uno es médico por y para el paciente y que es
de suma importancia establecer una buena relacion con el mismo, para poder
obtener confianza por parte de esa persona y de esa manera involucrarse con
el todo que lo rodea y poder ofrecerle ayuda y en el caso de ser posible una
solucion a sus problemas.

«  Considero que la curricula humanistica aporta fundamentos para entender
la importancia de la dimension espiritual de la persona, que también es
fundamental en la atencion de la salud y la base de la relacion médico-

paciente.

Con la totalidad de las mismas se realiza una nube de palabras que permite

visibilizar con mayor tamano aquellos conceptos mas referidos por los estudiantes.
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Figura 2: Percepcion de los estudiantes sobre las competencias que la curricula humanistica les aporta.

Fuente: Elaborado sobre datos de la investigacion.

Se les consulta si la Etica se relaciona con las ciencias de la salud. El 100% de

la muestra considera que si. A continuacion se indaga cual es la relacion que reconocen

entre ambas. Se transcriben textualmente algunas de sus respuestas:

La relacion existente entre bioética y las ciencias de la salud se da a
nivel de la relacion médico-paciente, en donde éste primero aplica la
ética para el logro de un trato totalmente humano apuntando siempre
al bienestar de la persona.

Considero que la relacion que existe es que en las ciencias de la salud

al trabajar directamente con personas y el sufrimiento de las mismas
en muchos casos, es interesante tener una perspectiva para abordar
ese sufrimiento que estan pasando, y aconsejarlos acerca de las
decisiones que puedan o deban tener (no solo en el momento del
sufrimiento, sino asi en cualquier acto médico).

La bioética nos ayuda a actuar como futuros profesionales de manera
correcta para con nuestros pacientes y con nuestros pares.

Llevar los conceptos aprendidos en bioética a la prdctica diaria del
quehacer médico.

La bioética trata las situaciones de controversia en el ambito de la
medicina, desde la visién de la persona en su integridad.

Es fundamental formar a los profesionales de la salud con una clara
formacion humanistica del valor de las personas y como obrar con
conciencia y ética profesional.

Las decisiones que toman los comités de bioética sobre tratamiento es
necesaria para guiar el camino corrector de la actividad profesional.

Las ciencias de la salud que tienen a la persona como centro de su
tarea requieren de la Bioética para desarrollarse correcta vy
plenamente siguiendo los valores y principios morales.
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Figura 3: Percepcion sobre el aporte de competencias de la curricula humanistica a la formacion médica.
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Fuente: Elaborado sobre datos de la investigacion.

Figura 4: Objetivos que relaciona con la Bioética.
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Fuente: Elaborado sobre datos de la investigacion.
3 CONCLUSIONES

La intencionalidad de Bioética es que los estudiantes rescaten valores del respeto
por la vida humana desde la concepcion hasta la muerte natural a fin de “humanizar” la
Medicina, centrarla en el paciente, promover una relacion médico paciente deliberativa y
el desarrollo ético del ejercicio profesional. La formacion integral de los médicos requiere
interpretar la cambiante realidad a la luz de valores y principios morales tal como lo

hace la bioética personalista, coincidiendo también con Perez Sanches; Martin Linares
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(2003). Esta aporta tanto una fuerte vision antropoldgica como competencias para la
atencion integral del paciente y el desarrollo ético del quehacer profesional. Desde esta
cosmovision personalista no se trata solo de ser buenos profesionales sino buenas
personas, al servicio de quien lo necesita.

Esto explica la inclusion de la asignatura Bioética en la carrera de Medicina
propiciando espacios dentro del curriculo que fortalezcan en el estudiante de Medicina
el trato respetuoso de los pacientes, la responsabilidad frente al trabajo y el liderazgo
que debe ejercer en la sociedad promoviendo conductas responsables y saludables. La
accion médica no se restringe solo a la relacion médico paciente sino que también se
extiende a la familia y al entorno del paciente, asi como a todo el equipo de salud. En
este sentido ejercer la Medicina implica una actitud ética que ponga a la persona en el
centro de cada acto médico, que respete los derechos fundamentales de las personas, el

primero el derecho a la vida.
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