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An Act of Resistance: The Role of Local Journals

Mateo Davila-Jativa' ©
'Universidad San Francisco de Quito, Colegio de Ciencias Bioldgicas y Ambientales, Instituto de
Biodiversidad Tropical IBIOTROP, Laboratorio de Zoologia Terrestre, Quito, Ecuador

"Autor para correspondencia/Corresponding author: mdavilajativa@usfq.edu.ec

When | was an undergraduate student, the idea of students publishing their research
was almost unheard of among my peers. Writing a scientific paper, submitting it to
a journal, and receiving feedback from reviewers felt distant, a process reserved for
established scientists. My first experience with publication was only possible thanks to
an extraordinary mentor who guided and encouraged me through every step. Even with
that support, it felt like stepping into unfamiliar and unwelcoming territory. Not all first-
time authors are lucky enough to have such guidance, and it should not be necessary.

Local journals can make this path less daunting. They are not only publication outlets
but learning spaces, where new researchers begin to understand how scientific
communication works. When editors and reviewers approach their work as mentors rather
than gatekeepers, the editorial process becomes less about fear and more about growth.
This is where young scientists learn that science is a dialogue they are invited to join.

Behind every published article there are students, mentors, and collaborators who have
invested time, curiosity, and passion into understanding a fragment of the cosmos. The
editorial process is where those efforts meet another set of invisible collaborators: editors
and reviewers. Their work, if done correctly, allows a journal to function as a space for
exchange. The tone of a review, the clarity of feedback, the respect shown toward an
early-career researcher shape how people experience science. When handled with care,
this process builds trust, not only in the journal, but in science itself.

Beyond their educational role, local journals sustain the scientific ecosystems in
which they exist. They give visibility to local research, studies that address the specific
challenges, biodiversity, and cultures of their region. They are places where science
meets its own landscape and allows data and context to converge. Publishing locally
connects scientific practice to the realities that surround it and ensures that knowledge
flows back into the community where it is based.

When we talk about scientific impact, we often look outward: to impact factors,
international collaborations, and citations. But there is another kind of impact, quieter
and harder to measure, the impact of a young scientist encouraged to publish for the
first time and join the scientific conversation; the impact of a paper that informs local
policy or education; the impact of collaboration between neighboring institutions
working toward the same goal. Local journals make those impacts possible. They hold
space for science that speaks to its own territory and responds to its own needs.

In today’s publishing environment, where predatory journals exploit the pressure to

publish, the presence of trustworthy, community-oriented outlets is more valuable
than ever. These journals do not compete for prestige; they earn respect through

1 DOI: https://doi.org/10.18272/aci.4072
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transparency, integrity, and care, promoting a scientific practice where publication is
not a transaction, but a conversation. Local journals grounded in academic integrity
and shared purpose protect the essence of science as a collective endeavor. They
remind us that publishing is not merely about producing papers, but about fostering
understanding, curiosity, and connection.

Ultimately, the value of local journals lies in the kind of science they help create, science
that is transparent, inclusive, and responsive to its context. Their goal is to strengthen
a culture of collaboration over competition, and curiosity over prestige: a science that
is, above all, humane. For those of us involved in the editorial process, this is both a
responsibility and a privilege.

Local journals are, in the end, acts of resistance. They stand as proof that rigorous and
meaningful research can emerge anywhere people are willing to observe carefully, think
critically, and share openly. By valuing context, collaboration, and accessibility, local
journals remind us that good science is not defined by where it is published, but by the
quality of its questions and the care with which it seeks answers.

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.4072
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Caracterizacion de los perfiles de resistencia a los
medicamentos contra el VIH en pacientes de un centro de
atencion en Quito: “Un estudio piloto™

Abstract

HIV/AIDS is one of the most important chronic infectious diseases. Although ART
therapies have decreased morbidity and mortality considerably, new cases continue
to appear. HIV-1 drug resistance is one of the most important problems that delay 95-
95-95 goals. The presence of drug resistance mutations in naive and ART-experienced
patients is considered a risk factor for treatment failure and the transmission of HIV-1
resistance strains. A cross-sectional study included naive and ART-experienced patients
from one health care center in Quito, Ecuadorin 2019 and 2021. Demographic data was
collected with blood samples for sequencing, genotyping, and resistance tests. In 42
patients recruited, the overall prevalence of HIV-1 DRM was 9.5 %, most related to NNRTI.
A total of 42 mutations were found, 38.6 % related to Pls, 34.09 % to NNRTI/NRTIs, and
22.7 % to INSTIs, most of them considered as minor or accessories, producing PLLR, LLR,
and, in one patient, HLR to NNRTIs. Although few drug resistance mutations that reduce
ART susceptibility were identified, further studies are required to characterize HIV-1 drug
resistance in Ecuador and its implications for clinical response.

Keywords: HIV, HIV-1, ART, drug resistance, HIV/AIDS, NNRTI, INSTI, DRM.

Resumen

El VIH/SIDA es una de las enfermedades infecciosas cronicas mas importantes a nivel
mundial en los Ultimos afios. Aunque las terapias antirretrovirales (TAR) han reducido
considerablemente la morbilidad y la mortalidad por VIH, existe un reporte continuo de
nuevos casos. La resistencia a TAR contra el VIH-1 es uno de los problemas mas importantes
que retrasan los objetivos 95-95-95 establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud,
que como objetivo busca conseguir que los pacientes que viven con VIH (PVV) conozcan
su diagndstico, reciban tratamiento y eviten la transmision del virus. La resistencia al TAR
se da por la presencia de mutaciones en el genoma del VIH-1, tanto en pacientes que
han recibido previamente tratamiento como aquellos que lo inician; constituyendo un
factor de riesgo asociado al fracaso terapéutico y la transmisién de cepas resistentes
al VIH-1. Se realizd un estudio observacional tipo transversal para determinar el perfil

1 DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v17i2.3298
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de resistencia a TAR que incluyd pacientes que recibieron o no previamente TAR en la
unidad de VIH de un hospital en Quito, Ecuador, durante 2019 y 2021. Se recopilaron

avances

acense  datos demograficos junto con muestras de sangre para secuenciacion, genotipificacion

e y determinacién de mutaciones asociadas con la resistencia a TAR. En los 42 pacientes
reclutados, la prevalencia mutaciones de resistencia a TAR (DRMs) para VIH-1 fue del
9.5%; siendo relacionadas con los farmacos inhibidores de la transcriptasa reversa no
nucleosidicos (NNRTI). Se identificaron un total de 42 mutaciones: 38.6% relacionadas
con los farmacos inhibidores de la proteasa (Pls), 34.09% con NNRTI/ inhibidores de
la transcriptasa reversa nucleosidicos (NRTIs) y 22.7% con los farmacos inhibidores de
la translocacion de la integrasa (INSTIs), la mayorfa de ellas consideradas menores o
accesorias sin repercusion en la sensibilidad a TAR; ocasionando una potencial resistencia
de bajo nivel (PLLR), resistencia de bajo nivel (LLR) y, en un paciente, alto nivel de
resistencia (HLR) exclusivamente para los NNRTIs. Aunque se identificaron escasas
mutaciones relacionadas con la resistencia a las diferentes combinaciones de TAR en el
grupo de pacientes, se requieren estudios adicionales para caracterizar la resistencia a
medicamentos del VIH-1 en Ecuador, su y sus implicaciones en la respuesta clinica.

Palabras clave: VIH, VIH-1, ART, resistencia a medicamentos, VIH/SIDA, NNRTI, INSTI, DRM.

INTRODUCTION

HIV/AIDS remains one of the most significant chronic transmissible diseases globally,
affecting approximately 39 million people. In 2022, around 63,000 people died from
HIV-1 infection, and at least 1.3 million new cases were reported annually, with the
majority occurring in individuals over the age of 15 [1]. The introduction of antiretroviral
therapy (ART) has greatly improved the management of HIV/AIDS cases by treating
all diagnosed individuals, regardless of viral load or HIV/AIDS stage, improving access
to care, and significantly reducing mortality and comorbidities in at least 51% [2]. New
HIV cases have risen significantly worldwide in recent years (1.3 million), and 14% of
people living with HIV (PLHIV) remain unaware of their status. Only 76% of diagnosed
individuals have access to ART. This contributes to treatment delays, as late intervention
often coincides with advanced HIV/AIDS, making treatment less effective and increasing
the risk of opportunistic infections, complications, and viral transmission [3].

The World Health Organization (WHO) and the Joint United Nations Programme on
HIV/AIDS (UNAIDS) proposed the 95-95-95 strategy, which aims to ensure that by
2025, 95% of people living with HIV know their status, 95% of those diagnosed receive
antiretroviral therapy (ART), and 95% of those on ART achieve undetectable viral loads
[4]. While significant progress has been made, this goal has challenges that still need
attention. Critical factors have been identified as challenges, including achieving
undetectable viral loads and managing poor clinical outcomes and complications such
as co-infections. These setbacks are often driven by factors such as patient adherence
issues, high rates of treatment discontinuation due to social challenges, poor retention
in care, and ART resistance [5,6]. ART resistance is particularly linked to the HIV-1 viral
ability to replicate and, in the presence of selective drug pressure, generate drug

2 DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v17i2.3298
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resistance mutations (DRMs), which can compromise the efficacy of ART, leading to
poor therapeutic responses and treatment failure [7].

At least 26% of HIV/AIDS patients who start antiretroviral therapy (ART) carry HIV-1 strains
resistant to first-line treatments, especially to Non-Nucleoside Reverse Transcriptase
Inhibitors (NNRTIs) that are considered the backbone of ART. Several strategies have been
implemented to address this issue, such as avoiding NNRTIs when the prevalence of
drug resistance mutations (DRMs) exceeds 10%, strengthening adherence support, and
improving patient retention in care [8]. The World Health Organization (WHO) has also
established an effective HIV drug resistance surveillance program that monitors the most
common DRMs worldwide and recommends resistance testing for all individuals who
initiate or restart ART [9,10]. Additionally, international databases and collaborations also
consolidate and analyze the described DRMs, assessing resistance levels and estimating
the likelihood of treatment failure for ART-naive and experienced patients [11].

The prevalence of pre-treatment drug resistance (PDR) mutations in ART-naive patients
to commonly used antiretroviral therapy drugs varies significantly depending on patient
type, country, and other factors. It ranges from 5% to 30% in adults starting any ART, with
5.4% corresponding to Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NRTIs), 12.9% to Non-
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NNRTIs), 0.4% to Protease Inhibitors (Pls),
and 0.6% to Integrase Strand Transfer Inhibitors (INSTIs). These values increase in patients
with prior ART experience. In Latin America, the prevalence of NNRTI resistance is notably
higher, at 16.7% among treatment-naive patients and 26.7% among those previously
exposed to ART. This underscores the challenges of continuing NNRTI-based regimens
in the region and highlights the need for regimens with drugs that have a high genetic
barrier, such as dolutegravir (DTG). It also emphasizes the importance of ensuring that all
people living with HIV (PLHIV) are included in national treatment programs [8,12].

In 2020, Ecuador reported 47,000 people living with HIV (PLHIV), including 2,823 new
cases. From these, 85% knew their status, 74% received ART, and 65% achieved viral
suppression. The HIV/AIDS mortality rate was 4.8 per 100,000 inhabitants, with 44 deaths.
Most cases occurred in key and vulnerable populations, such as young adults (ages 19-
49), sex workers, and men who have sex with men (MSM), primarily in the provinces of
Guayas, Manabi, and El Oro [13]. National efforts have reduced mortality and morbidity
and increased timely diagnosis through rapid testing. Care and follow-up are provided
in national public hospitals offering ART regimens [14]. Since 2021, most healthcare
centers have transitioned from NNRTI- to DTG-based regimens. ART resistance in naive
and experienced patients in Ecuador is not well characterized, potentially leading to poor
clinical outcomes. This study aimed to determine the prevalence and profile of HIV-1 drug
resistance mutations (DRMs) at an HIV healthcare center in Quito between 2019 and 2021.

MATERIALS AND METHODS
Study population

A cross-sectional study was conducted at the HIV healthcare center of Enrique Garces
Hospital between April and May 2019 and from August to September 2021. The study
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included patients aged 18 and older with confirmed HIV/AIDS diagnoses, both treatment-
naive and ART-experienced, who regularly received care at the center. Participants were
invited to join the study on different days, and those who voluntarily agreed provided
written informed consent. They also completed a socio-demographic questionnaire. Each
participant was assigned a unique code to ensure the anonymization of the data, which
was used solely for research purposes.

Clinical data, including CD4+ cell counts, viral load, and ART history, were retrieved
from the medical records provided by their physicians or through a study-specific
questionnaire, and a blood sample was required by the patient for genotyping and
identification of significant DRMs. The study was approved by the Ethics Committee of
Universidad San Francisco de Quito USFQ (2021-085M) in compliance with the ethical
principles outlined in the Declaration of Helsinki.

Collection Samples and RNA extraction

Blood specimens were obtained via venipuncture from the forearm (approximately 10
mL) and collected in ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Vacutainer tubes (BD, San
Jose, CA) on the day of enrollment at the clinical care center, following WHO guidelines
[15]. Each patient sample was assigned a unique identifier to ensure anonymity. Samples
were processed immediately to separate plasma by centrifugation at 5,000 rpm for 10
minutes at 4°C, after which plasma was aliquoted and stored at -20°C until further use.
For RNA extraction, a TmL plasma aliquot per patient was centrifuged at 14,000 rpm for
two hours at 4°C to concentrate HIV particles. The QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) was used to extract RNA, following the manufacturer’s protocol.

HIV-1 amplification and sequencing

Reverse transcription of a Tkb fragment of pol gene that includes protease PR (codons
6-99) reverse transcriptase RT (codons 1-251), nucleotides 2268-3303, and a second
fragment of 0.8kb of integrase IN (codons 1-288) nucleotides 4231-5094 (WHO
standard PR 10-93, RT 41-238, IN 51-263) [16] was performed using the Thermoscript
Reverse Transcriptase enzyme (Invitrogen, Carlsbad, CA) following the manufacturer’s
instructions. Both gene fragments were amplified by nested polymerase chain reaction
(PCR) using Platinum Taq polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA), 50ul with 8 mM MgCl2,
0.2 mM dNTP mix, 0.2 uM each primer [17]. The first PCR was made under the following
conditions: 94°C, 2 min, 30 cycles at 94°C-20s, 50°C-20s, 72°C-90s, and the final extension
of 72°C-6min. The second PCR was made under the following conditions: 94°C, 2 min, 40
cycles at 94°C-20s, 50°C-20s, 72°C-90s, and the final extension of 72°C-6min [17]. Direct
cycle of Sanger sequencing was performed with seven overlapping segment primers
using the ABI Prism BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit and an ABI PRISM
3130xI Genetic Analyzer (Life Technologies, Carlsbad, CA). Sequence fragments were
assembled using Sequencher version 4.5 (GeneCodes, Ann Arbor, MI). Gene cutter tool
in the Los Alamos database was used to align nucleotides and identified coding (https:/
www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GENE_CUTTER/cutterhtml) to align nucleotides coding regions.
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HIV-1 subtyping analysis and quality assurance

Base calling analysis and quality assurance was performed using RECall software/WHO
HIVDR QCTool (British Columbia Centre for Excellence in HIV/AIDS) [18], and a comparison of
each was performed following WHO standards [16]; the presence of stop codons, APOBEC
mutations, atypical mutations, and within-host similarity were checked. HIV-1 subtypes
and circulating recombinant forms were identified using the Rega HIV subtyping tool
V3 (https://rega.kuleuven.be) and the COMMENT online tool (https://comet.lih.lu). Recombination
forms were confirmed using the RIP HIV Recombination Identification Program [19]. The
mixture rate was also calculated according to the Stanford University algorithm, and HIVdb
version 9.0 (https://hivdb.stanford.edu/hivdb/) was used [20].

Drug resistance mutations

HIV-1 mutations were identified and interpreted using the Stanford University HIVdb
algorithm, version 9.0 (https:/hivdb.stanford.edu/hivdb/), [20] which predicts resistance levels
based on penalty scores assigned to each DRM: -level resistance (PLLR), 3) low-
level resistance (LLR), 4) intermediate (I) and high-level resistance (HLR) to different
ART. According to the penalty score, <10 is susceptibility, 10-14 potential low-level
resistance, 15-29 low-level resistance, 30-59 intermediate resistance, and >60 high-level
resistance. Those with “potential low-level resistance” were considered “susceptible,’
and “low-level, intermediate, and high-level” were considered ‘“resistant” based on WHO
recommendations [16,20]. Mutations without any drug susceptibility implications were
considered polymorphisms, and those that may produce PLLR were not considered for
the prevalence estimation.

Data Analysis

Demographic and clinical characteristics were summarized with 95% confidence
intervals (Cls). A descriptive analysis was conducted with all variables considered normal
data, using Shapiro Wilk (n<300). All the above data were collected using IBM SPSS
Statistics for Mac, version 25, and graphics were created using Prism GraphPad (V9.5.1).
Nucleotide Sequence Accession Numbers

HIV-1 sequences were submitted to GenBank with the following accession numbers:
OR543092- OR543131.

RESULTS

Study participant characteristics and descriptive analysis

Forty-two patients were enrolled in the study (22 from 2021 and 20 from 2019). The mean
age was 34.8 years (31.7-37.8). 88.4% of participants were male, and 9.3% were female.

42.9% were identified as MSM (men having sex with men), 35.7% were heterosexual,
21.4% were self-defined as bisexual, and 23.23% of the subjects were foreign.
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Of the 42 subjects, 30.24% were categorized as ART drug-experienced and 67.4% as
ART drug-naive subjects. The average viral load and CD4+ count was 7.2x10° copies/
mL and 267.68 cells/mm?, respectively. Also, 54,76% (23/42) were considered as only
HIV-1 seropositive and 45.2% (19/42) as HIV/AIDS. Regarding coinfections, syphilis was
found in 20% of MSM naive patients and hepatitis B infection in 11.9%. All information
was gathered from the clinical records and through a questionnaire. The remaining
descriptive data are provided elsewhere (Table 1).

Regarding the selected ART regimens, among patients recruited in 2019, 38% (16/42)
started with an Efavirenz (EFV)-based regimen as their first treatment, while in 2021,
21.4% (10/42) initiated a Dolutegravir (DTG)-based regimen. In both years, 14.2%
(6/42) of patients received a protease inhibitor (Pl)-based regimen as their first line of
treatment. Among all ART-experienced patients, 38.4% were on an EFV-based regimen,
and 23.8% were on a DTG-based regimen. Table 1 details the different regimens used in
ART-naive and experienced patients. In 2021, 60.5% of patients transitioned to a DTG-
based regimen following national treatment guidelines.

TABLE 1. Antiretroviral regimens currently received by naive and ART-experienced HIV patients attending a
healthcare center in Quito.

ART regimens Naive n (%) Experience n (%)
TDF/FTC+RAL 6(20.7) 1(7.7)
TDF/3TC+DTG 6(20.7) 2(154)
TDF/FTC+DTG 134) 1(7.7)
ABC/3TC+ATV/r 0 1(7.7)
TDF/FTC/EFV 14 (483) 5(38.5)
ABC/3TC+LP/r 0 1(77.7)

TDF/FTC+RAL+DRV/r 0 1(7.7)

TDF/FTC+DRV/r 2(69) 0

AZT/3TCHLP/r 0 1(77.7)

TDF/FTC+RAL+DTG 0 123)
TDF/FTCH+LP/r 123) 0
ABC/3TCHEFV 123) 0

TDF/FTC+DRV/r-+ATV/r 0 1@23)

Abbreviations: TDF/FTC+RAL: tenofovir/emtricitabine-+raltegravir; TDF/3TC+DTG: tenofovir/lamivudine+dolutegravir; TDF/
FTC+DTG: tenofovir/emtricitabine+dolutegravir; ABCG/3TC+ATV/r: abacavir/lamivudine+ atazanavir boosted with ritonavir;
TDF/FTC/EFV: tenofovir/emtricitabine/efavirenz; ABG/3TC+LP/r: abacavir/lamivudine+ lopinavir boosted with ritonavir;
TDF/FTC+RAL+DRV/r: tenofovir/emtricitabine-+raltegravir+ darunavir boosted with ritonavir; TDF/FTC+DRV/r: tenofovir/
emtricitabine+ darunavir boosted with ritonavir; AZI/3TC+LP/r: zidovudine/lamivudine+ lopinavir boosted with ritonavir;
TDF/FTC+RAL+DTG: tenofovir/emtricitabine+ raltegravir+ dolutegravir; TDF/FTC+LP/r: tenofovir/emtricitabine+ lopinavir
boosted with ritonavir; ABC/3TC+EFV: abacavir/lamivudine+ efavirenz; TDF/FTC+DRV/r+ATV/r: tenofovir/emtricitabine+
darunavir and atazanavir boosted with ritonavir.
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Quality assurance, mixture rate, and HIV-1 subtyping analysis

Forty-two plasma samples were analyzed, with 97.6% (41/42) successfully sequenced for
at least one region of the PR-INT-RT genes. However, two samples (4.76%) amplified only
the RT-PR gene, while one (2.38%) amplified only the INT gene. No insertions or deletions
were detected. Two stop codons were identified in two samples (RT_188: TAG and INT_
Q168). Of the HIV-1 sequences, 78.57% were classified as subtype B and 16.66% as non-B
subtypes, specifically circulating recombinant forms (CRF) from the A, B, and G subtypes
(Table 2). A more than 1% mixture rate was observed in 26.1% (11/42) of the samples.

TABLE 2. HIV genotyping in ART-naive and experienced patients from a healthcare center in Quito.

Genotypes(n=42)

B 33 7857
CRF02_AG 5 1.9
CRF24_BG 1 238
CRF19_cxp 1 238

Abbreviations: CRF02_AG: circulating recombinant form 02_AG; CRF24_BG: circulating recombinant form 24_BG; CRF19_
ap: circulating recombinant form 19_cxp (subtypes D, AT and G)

Surveillance, major, and accessory DRMs and polymorphisms in RT-PR and
INT genes

All 42 samples contained at least one polymorphism, and 42 potential drug resistance
mutations (DRMs) were identified. Of these, 38.6% were linked to protease inhibitors
(Pls), 34.09% to NNRTIs/NRTIs, and 22.7% to INSTIs. However, only 30.9% (13/42) of these
DRMs were classified as major, minor, or accessory mutations with a potential impact
on ART susceptibility, while the role of 7.13% (3/42) remains unknown. The overall
prevalence of DRMs was 9.52%, primarily associated with potential resistance to NNRTIs.
All identified mutations and interpretations are detailed in Tables 2, 3, 4.

NRTI mutations

Neither surveillance drug resistance mutations (SDRMs) nor major drug resistance
mutations were identified for NRTIs or thymidine analog mutations (TAMs). Most of the
mutations were classified as minor or accessory. Notably, the polymorphic mutation
S68G was observed in 14.28% (6/42) of the samples: four corresponded to the B subtype
and two to the CRF02_AG.

NNRTI mutations

The majorsurveillance drug resistance mutation (SDRM) K103N and the non-polymorphic
F227C mutation in one B subtype sample were identified. Additionally, several minor or
accessory mutations were found: V179E/D (7.14%) in three subtype B samples, E138A
(2.38%), V108l (2.38%), and V106! (2.38%) in three different B subtype samples. Another
polymorphic RT mutation, V118l (7.14%), was observed in three B subtype samples. The
rest of the mutations are described in Table 4.
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Pl mutations

M46L was the only major surveillance drug resistance mutation (SDRM) identified in
a subtype B sample. Additionally, the most prevalent Pl accessory mutations were as
follows: A71V (26.19%), K20R (4.76%), L10I (4.76%), K43T (2.38%), and A71T (2.38%); as
well as the consensus mutations for the for CRF02_AG subtype V82l (16.66%), K20l
(11.90%), T34S (2.38%), and V11VI (2.38%) (Table 3).

INSTI mutations

No major mutations were identified for INSTIs. The accessory mutations E157Q (7.14%)
and L74M (4.76%) were identified in three subtype B samples and two subtype CRFO2_AG
samples, respectively. Additionally, other highly polymorphic mutations such as M50l
(28.57%) in B subtype samples, L741 (14.28%) in five B subtype and one CRF02_AG samples,
E138D (4.76%) in two B subtype samples, S119R (2.38%), and S230N (2.38%) were observed.
Unusual mutations, including H183L (2.38%), L194LF (2.38%), C65CY (2.38%), L234Y(2.38%),
and V75A (2.38%), were identified in three B subtype samples, and the APOBEC mutation
R224RQ (2.38%) in one CRFO2_AG sample was also detected, as detailed in Table 5.

TABLE 3. Mutations and frequency in Pl gene in naive and experienced HIV patients attending a clinic in Quito.

Mutation n Frequency (%)
Pl
M16L ‘ 1 ‘ 2.38
ACCESSORY
Ka7T 1 2.38
OTHERS
A71V 9 2143
Va2l 6 14.29
A71T 5 11.90
K20R 5 11.90
K20l 5 11.90
T74S 1 238
L1ov 1 2.38
L1oLl 1 238
L33 1 238
V82VI 1 238
L1ol 5 11.90
A71AITV 1 2.38
L33V 1 2.38
L10IV 1 2.38
V11VI 1 2.38
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TABLE 4. Mutations and frequency in RT gene in naive and experienced HIV patients attending a clinic in Quito.

Mutation

RT
NNRT

V179E
E138A
K103KN
F227C
Vio8l
V179D
V10el
NRTI
568G
T39TA
OTHERS
K101K
T69N
V118l
V179
VooV
Y188*

w w =

Frequency (%)

4.76
238
2.38
2.38
2.38
2.38
2.38

14.29
238

238
238
7.4
7.14
238
238

TABLE 5. Mutations and frequency in IN gene in naive and experienced HIV patients attending a clinic in Quito.

IN
ACCESSORY
E157Q
L74M
OTHERS
S230N
M50l
L741
E138D
H183HL
L104LF
C65CY
L234Y
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FIGURE 1. Mutation frequencies of HIV-1 for INSTI, P, NNRTI, and NRTI based on Stanford database (HIVdb)
identification in naive and experienced HIV patients attending a healthcare center in Quito. On the X axis are the
mutations for each HIV viral protein, and on the Y axis is the frequency of the identified HIV mutations. Light blue
and blue represent accessory mutations for the INT gene, red is the NRTI mutations of the RT gene, brown and
light brown are the mutations of the Pl gene, and turquoise is the NRTI mutation of the RT gene.

Prediction of ART susceptibility

Of the 13 identified drug resistance mutations (DRMs), 30.76% (4/13) were either not
predicted to impact ART susceptibility or were considered polymorphisms according to
the Stanford University algorithm (score below 9). For NNRTI, S68G was identified in four
ART-experienced patients on DTG, ATV/r, and EFV-based regimens, and T39TA in one
ART-experienced patient on a DTG regimen. For INSTIs, L74M (4.76%) was found in two
patients under DTG and RAL regimens, while K43T was in one treatment-naive patient
on an EFV-based regimen.

Potential low-level resistance (PLLR)

Of the drug resistance mutations (DRMs) analyzed, 53.8% (7/13) were associated with a
prediction of potential low-level resistance (PLLR) to NNRTIs (score ranging from 10 to
14). The V179E/D mutation (7.14%) was identified in two ART-naive patients receiving
an FTC/EFV regimen and one ART-experienced patient on a TDF/FTC+RAL regimen. The
E138A mutation (2.38%) was detected in one ART-experienced patient on TDF/FTC+RAL,
while the V108l (2.38%) and V106l mutations were observed in two ART-naive patients on
DRV/r and TDF/FTC/EFV regimens, respectively. Furthermore, the presence of the E157Q
mutation predicted PLLR for INSTIs in two ART-naive patients on RAL and EFV regimens
and in one ART-experienced patient on LP/r. For protease inhibitors (Pls), only the SDRM
M46L mutation was identified in one ART-naive patient on an EFV-based regimen.

Low-level, intermediate, and higher resistance (LLR, INTR, and HR)

Among NNRTIs (15.38%), the previously mentioned V108l mutation was associated
with low-level resistance (LLR) (score 15-29) to Rilpivirine (RPV) and was observed in the
same previous patient. The surveillance drug resistance mutation (SDRM) K103N was
identified in an ART-experienced patient with low adherence to a TDF/FTC/EFV regimen,
conferring high-level resistance (HLR) (score >60) to Nevirapine (NVP), Efavirenz (EFV),
and Doravirine (DOR). Additionally, the F227C mutation was identified in this patient,
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(ETR). A detailed susceptibility prediction of these drug resistance mutations (DRMs) is
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TABLE 6. Interpretation of DRM identified in samples from naive and experienced HIV patients for NRTI, NNRTI,

INSTI, and PI
Type of ART  Mutation Interpretation*
S68G
NRTI Susceptible to ABC, AZT, FTC, 3TC and TDF
T39TA
ST L74M Susceptible to BIC, CAB, RAL, DTG, and EVG
E157Q PLLR to RAL and EVG
o K43T Susceptible to ATV/r, LPV/r and DRV/r
M46L PLLR to ATV/r and LPV/r
K103KN HLR to NVP, EFV and DOR
F227C INTR to RPV and ETR
V108l PLLR: DOR, EFV/LLR to NVP
NNRTI
E138A PLLR to ETR and LLR to RVP
V179D/E PLLR to EFV, ETR, NVP and RPV
V106l PLLR to DOR, ETR, NVP and RPV

*Only LLR, INT, and HLR are considered for the prevalence calculation. PLLR are not considered.

Abbreviations: ATV/r: atazanavir boosted with ritonavir; ABC: abacavir; AZT: zidovudine; BIC: bictegravir; CAB:
cabotegravir; DOR: doravirine; DRV/r: darunavir boosted with ritonavir; DTG: dolutegravir; EFV: efavirenz; ETR:
etravirine; EVG: elvitegravir; FTC: emtricitabine; HLR: high-level resistance; INSTI: integrase strand transfer inhibitors;
INTR: intermediate resistance; LLR:low-level resistance; LPV/r: lopinavir boosted with ritonavir; NRTI: nucleoside
reverse transcriptase inhibitors; NNRTI: non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NVP: nevirapine; PI: protease
inhibitors; PLLR: potential low-level resistance; RAL: raltegravir; RVP: rilpivirine; 3TC: lamivudine; TDF: tenofovir.

DISCUSSION

In this study, we described the presence of HIV-1 drug resistance mutations (DRMs)
at a healthcare center in Quito, Ecuador, along with the circulating subtypes and their
potential impact on various ART regimens over two different years. To our knowledge,
this is the most recent study in Ecuador to report on the prevalence of HIV DRMs across
different drug classes (NNRTIs, NRTIs, Pls, and INSTIs) before and during the transition to
DTG-based regimens. We identified an overall DRM prevalence of 9.52% associated with
low-level, intermediate, and high resistance prediction to the different available ART
regimens. Most were primarily associated with NNRTIs, while none were detected for
INSTI drugs. According to a recent meta-analysis, the worldwide prevalence of resistance
to NNRTIs is 26.31% (95% Cl, 20.76-32.25) [21].

Subtype B is the most prevalent HIV-1 subtype in Western and Central Europe, North

America, Latin America, and the Caribbean, accounting for 60.5% of cases in these
regions [8]. In the Andean region, the prevalence can reach up to 99% [22]. In our studly,
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subtype B was detected in 78.57% of the samples, aligning with previous reports from
Ecuador [23]. Circulating Recombinant Forms (CRFs) are considered HIV-1 strains that
result from the recombination of different HIV subtypes and represent approximately
29% of HIV infections worldwide [24]. Among these, CRF02_AG was identified in 11.9% of
our samples, confirmed by the presence of the K20l signature mutation in the PR gene
[20]. This form has a global prevalence of 7%, while Latin America is less common, with
a prevalence of 0.9% [8](World Health Organization, 2021). A previous Ecuadorian study
reported a 4% prevalence of CRFO2_AG in antiretroviral therapy (ART) treated patients
during 2018 [23].

CRF19_cxp and CRF24_BG, recombinant forms of subtypes D-A and B-G, respectively,
were previously reported in countries like Cuba and Spain but had not been documented
in Ecuador [2526]. These CRFs are particularly significant due to their association with
rapid disease progression to AIDS. In our study, both CRFs were identified, with one case
found in an ART-experienced patient from Cuba who exhibited persistent low-level
viremia. Migration is known to play a critical role in the introduction and spread of HIV
subtypes [24]; Ecuador has experienced significant migration from countries such as Cuba,
Spain, and Venezuela in recent decades, likely explaining the detection of these CRFs
in our population. However, the specific impact of these recombinant forms on HIV-1
transmission dynamics and ART resistance in Ecuador requires further investigation.

Despite this, our study has several limitations. First, the small sample size was due to
resource constraints and did not include other national healthcare centers; this may lead
to significant variations in our findings compared to national estimations. Geographic
variability and selection bias are also concerns; although there is a significant proportion
of HIV cases in Quito-Pichincha (19.56%), other provinces such as Guayas (75%), Manabf
(8.46%), and Esmeraldas (4.86%) have reported higher prevalence rates in Ecuador [27].
These findings indicate that the prevalence of circulating mutations warrants further
attention. In recent years, next-generation sequencing (NGS) technologies have
significantly enhanced the accurate identification of drug resistance mutations (DRMs)
compared to traditional Sanger sequencing, which only detects variants with DRMs at
levels exceeding 20% of the viral population across various samples. This limitation of
the Sanger method may help to explain the low prevalence of DRMs observed in our
study. Despite this, Sanger sequencing is still recommended as the standard method for
HIV DRM surveillance by the World Health Organization (WHO) [16]. Additionally, patient
adherence to antiretroviral therapy (ART) and the transition to dolutegravir (DTG)-based
regimens may not fully reflect DRM trends from previous years, potentially introducing
further limitations to our analysis.

In 2023, the Pan-American Health Organization (PAHO) reported that 1.7 million people
who live with HIV (PLHIV) were receiving ART with a treatment coverage of 73% for the
Americas and the Caribbean [28]. While a definitive cure has not yet been found, ART has
significantly improved the quality of life and life expectancy of HIV patients through long-
term viral suppression and reducing clinical symptoms and complications. During the
same vear, in Ecuador, at least 85% of PLHIVs knew their status and were under an ART
regimen [27], remarking the continuous efforts to improve and reach the established goals
for 2030. However, at least 36% of patients under ART could not reach viral suppression
(less than 1,000 copies/mL), increasing the risk of treatment failure and drug resistance.
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The emergence of antiretroviral therapy (ART) resistance in recent decades has
significantly compromised the benefits of treatment, particularly for the most widely
used regimens. Determining and characterizing patterns of HIV-1 drug resistance
mutations (DRMs) and polymorphisms is crucial for understanding viral transmission
dynamics, adaptation, and resistance to current antiretroviral therapy (ART) regimens.
This knowledge aids in developing accurate interventions. It is well-established that
resistance to NNRTIs, such as nevirapine (NVP) or efavirenz (EFV), is the most common
and can develop in at least 10% of ART-naive patients receiving these drugs as first-line
therapy (ranging from 9-14% depending on the country), with this rate tripling in ART-
experienced patients [12]. According to the WHO 2021 [8], the overall prevalence of pre-
treatment drug resistance (PDR) for NNRTIs in countries such as Colombia, Argentina,
Brazil, Mexico, and Cuba ranges from 6 to 22% [9,28,29] and in neighboring countries like
Peru, the prevalence of pre-treatment drug resistance in 2021 was reported at 9.8% [30].
This is consistent with our study, which identified a prevalence of 9.52% for NNRTs, and
half of them were considered as transmitted, reflecting the widespread use of EFV-based
regimens as first-line regimens before 2021. Furthermore, a previous study conducted in
Latin America reported a prevalence of drug resistance in a limited number of samples
from Ecuador during 2012, which was 4.3%, suggesting the progressive increase of
DRMs over the years [23].

In our study, half of the NNRTI resistance mutations (DRMs) were classified as transmitted,
primarily consisting of minor, accessory, or polymorphic mutations with minimal impact
on ART susceptibility. One such mutation is V108I. It was detected in a treatment-naive
patient on a darunavir/ritonavir (DRV/r) regimen. This mutation, selected by most
NNRTIs, contributes to reduced susceptibility only when combined with other DRMs,
leading to low-level resistance (LLR) to nevirapine (NVP), potential low-level resistance
(PLLR) to efavirenz (EFV), and etravirine (DOR) [31]. This mutation has been reported in
50% of drug resistance mutations (DRMs) in Argentina but shows a lower prevalence
in Mexico and Colombia (<5%) [8,20,32]. In our study, it was observed in 2.38% of cases.
Also, the E138A mutation was identified in one treatment-naive patient under an INSTI-
based regimen. It could be found in 2-5% of treatment-naive patients under rilpivirine
(RPV) and etravirine (ETR) regimens, with prevalence varying by subtype and region. This
mutation confers potential low-level resistance (PLLR) to ETR and low-level resistance
(LLR) to RPV but does not significantly impact ART efficacy [8,20,33,34].

In contrast, protease inhibitors (Pls) and integrase strand transfer inhibitors (INSTIs) exhibit
lower resistance rates due to their higher genetic barrier. Nonetheless, their frequent use
and viral characteristics still impact their effectiveness. Resistance rates for Pls ranged
from 0.1-1.4%, and for INSTIs, available data showed rates of 7.6% for Argentina and 0.5%
for Mexico [8]. For Pls, one important DRM was found in an ART-naive patient under an
NRTI-based regimen. The M46L mutation is classified as a surveillance DRM (SDRM). It
can occur in various HIV-T subtypes among both ART-experienced or naive patients,
with a reported prevalence of 0.37% in subtype B samples. M46L impacts the structural
integrity of the enzyme binding site, conferring resistance to indinavir, nelfinavir, and
saquinavir [35,36,37]. It has been documented in multiple countries, including the United
States, Argentina, Brazil, Peru, Spain, and Cuba [12,38]. For our study, the prevalence of Pl
drug resistance was 2.38%.
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No major DRMs were identified for INSTIs; however, minor accessory mutations like E157Q
were found in two ART-naive patients receiving RAL and efavirenz EFV regimens, as well as
in one ART-experienced patient on an LP/r regimen. The E157Q mutation occurs in 1-5%
of INSTI-naive patients and has a minimal impact on susceptibility to RAL, EVG, or DTG
when combined with other mutations [39]. It has been reported in African studies with a
prevalence of 1.56% [40]. Additionally, L74M is a common polymorphic mutation found
in 1-5% of naive patients, especially in the CRFO2_AG subtype. It was found in two naive
patients on RAL and DTG-based regimens, though it did not affect susceptibility.

The low prevalence of DRMs for Pls and INSTI regimens in the present study would be
explained by their less frequent use as first-line regimens during 2019-2021 in Ecuador.
It could also be attributed to several factors, including high viral suppression rates, good
treatment adherence, limited ART exposure, and the geographical and epidemiological
characteristics of ART-naive patients in Quito. Other potential explanations include the
small sample size or the recent introduction of highly effective dolutegravir (DTG)- based
regimens. Similar findings have been reported in previous studies from Sweden, Iceland,
China, and the US., where low levels of transmitted DRMs have been associated with
strong ART adherence and near-complete viral suppression, particularly concerning
NRTIs, Pls, and INSTIs [41,42,43]. This suggests that the widespread use of potent regimens
and comprehensive treatment strategies may continue to play a key role in reducing
transmitted drug resistance across various populations [41,43,44,45].

In 2018, the WHO recommended the inclusion of DTG in first-line regimens, highlighting
the need for strategies to prevent HIV drug resistance and the transmission of viral
populations carrying associated mutations [46]. It reported high levels of HIV viral load
suppression (>90%) in populations receiving dolutegravir (DTG)-based antiretroviral
therapy as a first-line regimen. According to PAHO data, Ecuador is one of the countries
where more than 80% of PLWH currently receive a DTG-based regimen [46]. Still, from
2020, the DTG switch was performed according to international guidelines as a first-
line treatment [47]. During our study, this transition was under implementation, finding
that 48% of patients received an EFV and 24.1% DTG regimens. However, no national
surveillance studies evaluate the direct impact of DRMs and their clinical response when
EFV and DTG regimens are used [27].

On the other hand, acquired drug resistance mutations (ADRs) are typically observed
in ART-experienced patients, where certain viral populations develop resistance under
drug-selective pressure, often leading to a virological failure (VF) [47]. These mutations
are frequently associated with NNRTI regimens, with a prevalence of approximately
27%, and in some African countries, this can rise to as high as 50% [48,49]. A 2018 study
conducted in Ecuador involving 101 HIV-positive adults and children with VF found a
prevalence of ADRs of 34.9% [23]. In contrast, our study observed a lower ADR prevalence
of 4.74%, which may reflect a lower proportion of patients experiencing VF in the
healthcare center. However, this could be different on a national scale.

The most common acquired drug resistance (ADR) mutation to NNRTIs is K103N. It was
identified in an HIV-1 subtype B sample from a low-adherent, ART-experienced patient.
K103N is considered a surveillance drug resistance mutation (SDRM), occurring in
approximately 1.15% of treatment-naive patients and up to 37.11% of ART-experienced
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patients. This mutation alters the binding site of NNRTIs to the reverse transcriptase (RT)
enzyme, significantly reducing the efficacy of NNRTIs like efavirenz (EFV) and nevirapine
(NVP), with a 20- to 50-fold decrease in susceptibility. However, the presence of K103N
does not impact other NNRTIs [20]. The importance of this mutation was noted in
one meta-analysis performed in Latin America [28]. Another study suggested that this
mutation may cause reduced viral suppression in patients under dolutegravir (DTG)-
based regimens, particularly in South African populations, raising concerns about
the potential for multi-class drug resistance [50]. This underscores the importance of
continuous surveillance and tailored ART regimens to prevent treatment failure in the
presence of specific mutations.

F277C s a non-polymorphic mutation selected in persons receiving DOR and rarely in
persons receiving ETR and RPV. It usually occurs in combination with other DRMs and,
in this setting, has been related to the high level of resistance for DOR. The mutation
is traditionally associated with moderate to high-level reductions in susceptibility to
NNRTIs such as nevirapine (NVP), efavirenz (EFV), etravirine (ETR), and rilpivirine (RPV).
In the earlier study from Ecuador by [23], this ADR mutation was not reported. In our
findings, the F277C mutation was identified in a single subtype B sample from an ART-
experienced patient on an EFV regimen, but it did not result in any significant reduction
in susceptibility to NNRTIs.

Although INSTI drugs have a high genetic barrier, a concerning increase in acquired
drug resistance has been reported in some countries. One study performed in Mexico
in 2020 identified a cross-resistance between different drugs of this group and VF to
raltegravir and a lower proportion to dolutegravir [51]. In Sudan, DTG drug resistance
mutations have been observed at a prevalence of less than 0.2% (95 % Cl: 0.0-1.2 %);
however, acquired drug resistance (ADR) surveys suggest that resistance rates to DTG
may be below 3 % globally, though in low- and middle-income countries, prevalence
can reach 4.8 %, and in certain African countries, it can rise as high as 19.6% [12]. Given
these concerns, the WHO recommends routine drug resistance surveillance as the
global use of DTG-based regimens expands [12].

In conclusion, our findings indicate that the prevalence of drug resistance mutations
(DRMs) among the studied population is low, and most of these mutations do not
significantly compromise susceptibility to key antiretroviral drug classes, including
INSTIs, NRTIs, and Pls. However, some non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor
(NNRTIs) mutations could produce PLLR to LLR. The clinical impact of these results
should be evaluated based on individualized responses to ART. Finally, it is important
to highlight the potential role of viral mutations classified as polymorphisms. Although
they are often not associated with resistance, it has been observed that they could
contribute to resistance in the context of cumulative mutations or when they occur in
certain HIV subtypes [521.

Our results also suggest that, given the low prevalence of DRMs, maintaining current
ART regimens is a viable option. However, further studies are required to assess this
approach nationally. Since HIV-1 DRM testing is not yet mandatory for treatment-
naive or experienced patients in many settings, implementing routine surveillance
and follow-up of drug resistance is crucial. Countries like Brazil, Mexico, Argentina,
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Peru, and Honduras form part of the WHO HIVResNET for drug resistance, enhancing
their responsiveness in the control and prevention of HIV transmission; although the
economic resources required vary, Ecuador should consider its implementation as a
public policy. Additionally, understanding the impact of switching to dolutegravir (DTG)-
based regimens when necessary will ensure long-term treatment success.
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Resumen

Los biopolimeros que son materiales naturales y biodegradables, asi como las
nanoparticulas (NPs), surgen como alternativas prometedoras y sostenibles en
la industria petrolera, optimizando la extraccién de petréleo de forma rentable y
amigable con el medio ambiente. Los biopolimeros, capaces de mejorar la relacion de
movilidad, aumentar la viscosidad del agua de inyeccién de 20 a 30 veces su magnitud
y disminuir la permeabilidad relativa al agua en un rango de 10 a 50 % o incluso mas,
estan surgiendo como una tendencia critica en la recuperacion mejorada de petréleo
(RMP), con el potencial de reemplazar a los polimeros sintéticos convencionales. Las
NPs mejoran la humectabilidad de la roca en el reservorio, bajan la tensién interfacial
entre el agua inyectada y el petréleo, mejorando la movilidad y reologfa del petréleo
y permitiendo incrementar el factor de recobro. Al seleccionar biopolimeros, NPs y
nanomateriales para RMP, es esencial considerar factores como el costo, la disponibilidad
y las propiedades funcionales. La metodologia utilizada en esta investigacion implicd
una revision sistematica de la literatura cientifica, abarcando un andlisis critico de los
avances recientes en la investigacion de biopolimeros, NPs y nanomateriales para
RMP. EI estudio también compara biopolimeros y polimeros sintéticos, y analiza las
NPs y nanomateriales usados en RMP considerando eficiencia, costo e implicaciones
ambientales. Ademas, esta investigacion explora los aspectos econdmicos asociados con
la utilizacion de biopolimeros, NPs y nanomateriales en RMP, incluidos factores de costo
y posibles retornos de la inversién. La innovaciéon continua en el uso de biopolimeros se
considera el futuro de la RMP, ofreciendo una alternativa mds ecoldgica y responsable
para explotar este recurso importante. El uso de biopolimeros, NPs y nanomateriales
contribuye a una industria petrolera mas sostenible y cuidadosa con el medio ambiente.

Los biopolimeros, materiales naturales y biodegradables, junto con las nanoparticulas
(NPs) y los nanomateriales, surgen como alternativas prometedoras y sostenibles en
la industria petrolera, optimizando la extraccion de petrdleo de manera rentable y
ambientalmente amigable. Los biopolimeros pueden mejorar la relacién de movilidad,
aumentar la viscosidad del agua de inyeccion entre 20 y 30 veces y reducir la
permeabilidad relativa al agua en un rango del 10 % al 50 % o mas. Esto los posiciona
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como una tendencia clave en la recuperaciéon mejorada de petréleo (RMP), con el
potencial de reemplazar a los polimeros sintéticos convencionales.

Por su parte, las NPs mejoran la humectabilidad de la roca en el reservorio y reducen
la tension interfacial entre el agua inyectada y el petrdleo, lo que mejora la movilidad
y la reologfa del crudo, permitiendo incrementar el factor de recobro. Al seleccionar
biopolimeros, NPs para RMP, es esencial considerar factores como el costo, la
disponibilidad y las propiedades funcionales. La metodologia utilizada en esta
investigacion consistié en una revision sistematica de la literatura cientifica, que incluyé
un andlisis critico de los avances recientes en la aplicacién de estos materiales en RMP.
Ademas, el estudio compara biopolimeros con polimeros sintéticos y evalua el uso de
NPs y nanomateriales en funcién de su eficiencia, costo e impacto ambiental.

Asimismo, esta investigacion analiza los aspectos econdmicos asociados con la
aplicacién de biopolimeros, NPs y nanomateriales en RMP, considerando costos y
posibles retornos de inversion. La innovacion continua en el uso de biopolimeros se
perfila como el futuro de la RMP, ofreciendo una alternativa mas ecoldgica y responsable
para la explotacion de este recurso.

El empleo de biopolimeros, NPs y nanomateriales contribuye a una industria petrolera
mas sostenible y comprometida con la proteccién del medio ambiente.

Palabrasclave: biopolimeros, recuperacion mejoradade petréleo (RMP), copolimerizacion,
nanocompuestos e hidrogeles.

Abstract

Biopolymers, natural and biodegradable materials, as well as nanoparticles (NPs)
and nanomaterials emerge as promising and sustainable alternatives in the oil
industry, optimizing oil extraction in a profitable and environmentally friendly way.
Biopolymers, capable of improving the mobility ratio, increasing the viscosity of
injection water by 20 to 30 times its magnitude and decreasing its magnitude and
decreasing the relative permeability to water in the range of 10 to 50 % or even more,
are emerging as a critical trend in Enhanced Oil Recovery (EOR), with the potential
to replace conventional synthetic polymers. When selecting biopolymers, NPs, and
nanomaterials for EOR, it is essential to consider factors such as cost, availability, and
functional properties. The methodology used in this research involved a systematic
review of scientific literature, encompassing a critical analysis of recent advances in
biopolymer, NPs research for EOR. This study also compares biopolymers and synthetic
polymers, considering efficiency, cost, and environmental implications. Additionally,
the research explores the economic considerations associated with utilizing
biopolymers, NPs, and nanomaterials in EOR, including cost factors and potential
returns on investment. Continuous innovation in using biopolymers is seen as the
future of EOR, offering a more ecological and responsible alternative to exploit this
important resource. The choice of biopolymers, NPs, contributes to a more sustainable
and environmentally conscious oil industry.

Biopolymers, which are natural and biodegradable materials, along with nanoparticles
(NPs), emerge as promising and sustainable alternatives in the oil industry, optimizing
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oil extraction in a cost-effective and environmentally friendly manner. Biopolymers can
enhance the mobility ratio, increase the viscosity of injection water by 20 to 30 times,
and reduce the relative permeability to water by 10 % to 50 % or more. This positions
them as a key trend in enhanced oil recovery (EOR), with the potential to replace
conventional synthetic polymers.

NPs, on the other hand, improve the wettability of reservoir rockand reduce the interfacial
tension between injected water and oil, enhancing oil mobility and rheology, thereby
increasing the recovery factor. When selecting biopolymers, NPs for EOR, it is essential
to consider factors such as cost, availability, and functional properties. The methodology
used in this research consisted of a systematic review of scientific literature, including
a critical analysis of recent advances in the application of these materials in EOR.
Additionally, the study compares biopolymers with synthetic polymers and evaluates
the use of NPs and nanomaterials in terms of efficiency, cost, and environmental
impact. Furthermore, this research examines the economic aspects associated with
the application of biopolymers, NPs in EOR, considering costs and potential returns on
investment. Continuous innovation in the use of biopolymers is seen as the future of
EOR, offering a more ecological and responsible alternative for the exploitation of this
valuable resource. The use of biopolymers, NPs contributes to a more sustainable oil
industry, committed to environmental protection.

Keywords: biopolymers, enhanced oil recovery, copolymerization, nanocomposites and
hydrogels.

INTRODUCCION

Los biopolimeros, materiales naturales y biodegradables, estdn ganando protagonismo
en diversas industrias [1] debido a su compatibilidad con el medioambiente. Su origen
en fuentes renovables y su capacidad para minimizar el impacto ambiental [2,3] los
convierten en una alternativa atractiva frente a los polimeros sintéticos derivados del
petroleo. En el campo de la recuperacion mejorada de petréleo (RMP), los biopolimeros
emergen como una tendencia prometedora, con el potencial de reemplazar a los
polimeros sintéticos tradicionales [4] y promover practicas mas sostenibles en laindustria
petrolera. La creciente demanda de soluciones rentables y ecoldgicas en la produccion
de petréleo impulsa el interés en los biopolimeros, NPs y nanomateriales. Su capacidad
para mejorar la eficiencia de la extraccién en diversas condiciones de yacimientos
los convierte en una opcién atractiva para la RMP. Esta revisién bibliogréfica explora
el potencial de los biopolimeros, NPs y nanomateriales en este campo, analizando
sus ventajas, desafios y las innovaciones que buscan optimizar su rendimiento en
condiciones adversas.

Los biopolimeros pueden provenir de varias fuentes. Hay de origen vegetal, animal,
algal y microbiano [5]. A continuacion, se presentan algunos ejemplos, destacando sus
propiedades y aplicaciones especificas, sequido de los mecanismos de accion de los
biopolimeros en RMP e impacto en la eficiencia de barrido y la movilidad del petréleo.
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Polisacaridos provenientes de biomasa vegetal y de microorganismos

La biomasa y los microorganismos son fuentes ricas en polisacaridos que puede ser
utilizados en RMP, a continuacion, se detallan algunos ejemplos importantes:

El xantano (goma xantana) es un heteropolisacérido ramificado producido por la
bacteria Xanthomonas campestris. Posee alta viscosidad, estabilidad térmica y quimica,
ademés de ser resistente a la degradacioén. Sus aplicaciones principales son como agente
espesante, para control de movilidad del agua, y para reduccién de la permeabilidad [6].
El mecanismo de accién del xantano implica un aumento significativo de la viscosidad
delagua de inyeccién, lo que mejora la relacién de movilidad entre el agua y el petréleo.
Esto resulta en un frente de desplazamiento mas uniforme, reduciendo el fenémeno de
“fingering”y aumentando la eficiencia de barrido[7,8].

El escleroglucano es producido principalmente por hongos del género Sclerotium,
especialmente por la especie Sclerotium rolfsii (polimero de glucosa con enlaces 3-1,3
y B-1,6); exhibe alta viscosidad, excelente estabilidad, y facilidad para formar geles. Sus
aplicaciones principales son control de movilidad, reduccién de permeabilidad y bloqueo
selectivo [9]. Debido a su estructura molecular rigida, el escleroglucano mantiene su
viscosidad incluso a altas temperaturas y salinidades, lo que lo hace particularmente Uutil
en yacimientos en condiciones adversas, donde puede mejorar significativamente la
eficiencia de barrido y el desplazamiento del petroleo.

El dextrano es producido principalmente por bacterias del género Leuconostoc
y Streptococcus, y se caracteriza por su baja viscosidad, incompatibilidad vy
biodegradabilidad. Se utiliza como agente de movilidad y para mejorar la permeabilidad.
Esto se debe a que puede remover particulas que obstruyen los poros del yacimiento o
prevenir la formacién de depdsitos que reducen la permeabilidad [10].

El alginato es un polisacarido biodegradable, y se encuentra principalmente en las
paredes celulares de las algas pardas, un grupo diverso de macroalgas que incluye
especies como el kelp, el fucus y el sargassum (polisacarido aniénico) que forman geles
disefiados para controlar los problemas de flujo preferencial de fluidos en yacimientos de
alta temperatura. El sistema polimérico de alginato también puede aprovechar los iones
Ca,+en el agua de formacion, que existen en la mayorfa de los yacimientos, para reforzar
su resistencia capturando el Ca,+ para formar enlaces Ca-alginato [11]. En otros estudios
se encapsulo poli(acrilamida) (PAM) en una cubierta de alginato de sodio (SA) mejorada
con nanofibras de celulosa oxidadas con 2, 2, 6, 6-tetrametilpiperidinooxi (TOCNFs) para
formar microcdpsulas. El tiempo de liberacién de PAM de las microcapsulas se prolongd
significativamente con la adicién de TOCNFs. La mayor resistencia al cizallamiento de
las microcdpsulas se atribuyd a la estructura de red semi-interpenetrante de alginato de
sodio (AS)y TOCNFs a través del entrecruzamiento de Ca,+ y enlaces de hidrégeno [12].

La goma guar, es un polisacarido no iénico compuesto principalmente por manosa y
galactosa. Presenta alta viscosidad a bajas concentraciones, buena estabilidad térmica
y aceptable resistencia a la salinidad, sin embargo, es susceptible a la degradacion
bacteriana. La goma guar se utiliza principalmente como agente espesante en la
inyeccién de agua para mejorar la eficiencia de barrido en yacimientos petroleros. En
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menor medida, también se emplea para el control de movilidad y permeabilidad. La
inyeccion de este polimero puede aumentar significativamente la recuperacion de
petroleo pesado; sin embargo, es importante destacar que la concentraciéon de sal
presente en el yacimiento influye considerablemente en su efectividad [13].

Ogunnkunle et al [13] evaluaron el rendimiento del polimero hidrofébicamente
asociativo (HAPAM), la goma xantana y la goma guar en procesos RMP. Investigaron
su rendimiento en aplicaciones de recuperacion de petrdleo mediante andlisis de
comportamiento reolégico y experimentos de inundacion de nucleos. El petréleo
acumulado recuperado después de la inundacion con agua en diferentes muestras
de nucleos de arenisca con propiedades petrofisicas similares implican que HAPAM
muestra una mejor capacidad de recuperacion de petréleo con 411, 62,4 y 63,5 % de
petroleo recuperado en comparacién con el xantano cuya capacidad de recuperacion
fue de 32., 33,7y 56,2 % y de la goma guar con 41,8, 57,1 y 61,2 % de recuperacion;
utilizando las tres concentraciones; concentracion, 1, 2 y 3 (1000, 4000 y 6000 ppm)
respectivamente [14]. Bera et al [14] estudiaron el uso de NPs de silice con goma guar para
mejorar la recuperacion de petréleo y encontraron que las NPs aumentan la viscosidad
de la goma guar y mejoran su capacidad de recuperacion de petroleo en experimentos
de imbibicién y de inundacion de ntcleos. La mezcla de goma guar y NPs de silice
cambio la humectabilidad de la roca, de ser mojada por petréleo a ser mojada por agua,
lo que facilita la extraccion de petréleo. Este método, que utiliza goma guar en lugar de
poliacrilamida o goma xantana, ofrece una nueva alternativa para RMP [15].

Elsayed et al [15] crearon dos nuevos hidrogeles a base de goma guar modificada
para mejorar la recuperacién de petréleo en yacimientos con alta salinidad. Estos
hidrogeles, llamados, GG-g-poli (Am-AMPS) (GH) y GG-g-poli (Am-AMPS) /biocarbdn
(compuesto GBH), demostraron ser efectivos para extraer mas petréleo que los métodos
convencionales, especialmente en procesos de recuperacion terciaria. Ademas, tienen la
ventaja de ser biodegradables y de mejorar la humectabilidad de la roca, lo que facilita
la extraccién del petrdleo.

Celulosa es un polisacarido lineal presente en todas las plantas terrestres y en algunos
tunicados, se caracteriza por su baja solubilidad y alta viscosidad, aunque es susceptible
a la degradacion por microorganismos. Adicionalmente, la celulosa a escala nano
(nanocelulosa) se presenta bajo nanocelulosa fibrilada (NCF) y nanocelulosa cristalizada
(NCQ), y sus aplicaciones en RMP incluyen su uso como agente espesante y como
agente de control de movilidad y de permeabilidad. Ejemplos del uso de NFC y NCC
han sido desarrollados por Wu, et al [11]. y por Molnes et al. [16]. Sus derivados como
por ejemplo la carboximetil nanocelulosa (CMNC), también son usados para RMP, Yuan
et al. [17]. observaron que los grupos modificados en la CMNC confirieron propiedades
hidrofébicas a la nanocelulosa, mejorando la interaccién entre los diferentes grupos
carboximetil y el petréleo crudo.

La lignina es un biopolimero heterogéneo amorfo, de naturaleza aromatica, que esta
presente en las plantas vasculares (gimnospermas, angiospermas y pteridofitas) [18]. La
lignina muestra alta estabilidad térmica y quimica, actividad superficial, y capacidad de
modificacion quimica. En RMP se utiliza para aumentar la viscosidad del agua inyectada,
mejorando la eficiencia de barrido y previniendo la formacion de canales preferenciales
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[19]. Para aprovechar al maximo los residuos de lignina y al mismo tiempo tratar las aguas
residuales aceitosas, se han disefiado y preparado racionalmente compuestos porosos
a base de lignina [20]. Recientemente, se estan desarrollando las nanoligninas (ligninas
a escala nano) llamadas también NPs de lignina (LNPs, por sus siglas en inglés), para
generar nanofluidos con aplicacion en RMP [21]. De igual manera, se han desarrollado
espumas de poliuretano superhidrofébicas a base de aceite de castor y ligninas con NPs
de carburo de silicio (SiC) para una separacién eficiente y reciclable de la mezcla agua-
petréleo [22].

Biopolimeros microbianos

La fermentacion de microbios también es una fuente de produccion de biopolimeros
como el polihidroxialcanoato y polihidroxibutirato, dando lugar a una nueva area de
estudio denominada bio-recuperacion mejorada de petréleo (BEOR, por sus siglas en
inglés) o BRMP (siglas en espafiol) que incluye diferentes tipos de microorganismos,
enzimas, biopolimeros, y bionanomateriales [23], entre otros, para RMP. A continuacion,
se detallan algunos ejemplos:

El polihidroxialcanoato (PHA), es un biopoliéster producido mayormente por Bacillus
spp, usando sustratos de biomasa y biomasa residual como fuente de alimento. A
nivel de investigacién, se ha realizado un enfoque ecobiotecnoldgico para producir
copolimeros de polihidroxialcanoato (PHA) a partir de cdscaras de guisantes utilizando
seis cepas de Bacillus spp. como cultivo mixto definido. La produccién de copolimero se
mejord de 65 a 560 mg/L [24].

El polihidroxibutirato (PHB) es un biopolimero biodegradable, biocompatible vy
termoplastico. En RMP, se utiliza para crear microesferas para transporte en Recuperacion
Microbiana Mejorada de Petréleo (RMMP) [25]. Un estudio reciente aislé una bacteria
productora de surfactina y polimeros, Bacillus subtilis RI4914, de un yacimiento
petrolifero. Se investigd el efecto de la salinidad, la temperatura y el pH sobre la
recuperacion de petrdleo por surfactina de Bacillus subtilis RI4914. La tension interfacial
aceite-agua (OW-IFT) disminuyd con la concentracién de surfactina. La recuperacion
del petréleo se vio favorecida por el aumento en de la concentracién de NaCl en la
fase acuosa. La adicion del biopolimero producido por B. subtilis RI4914 junto con la
surfactina a la solucién inyectada aumento la recuperacion de petréleo hasta en un 88
% del petréleo residual de las columnas llenas de arena [26].

Los biosurfactantes son otro grupo importante de biopolimeros microbianos derivados
de fuentes renovables y biodegradables, que reducen la tensién interfacial y mejoran la
humectabilidad. Sus aplicaciones en RMMP incluyen la mejora de la eficiencia de barrido
y la remocién de petréleo residual [9,27,28]. Los tensioactivos derivados del petréleo
utilizados en los procesos de RMP pueden tener impactos ambientales negativos.
Los tensioactivos biosurfactantes derivados de recursos renovables y biodegradables
son alternativas mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente. Los hallazgos
cientificos muestran por qué se debe hacer hincapié en el desarrollo y la adopcién de
biosurfactantes en RMP como una contribucion sustancial a una industria del petréleo
y del gas mas sostenibles y respetuosas con el medioambiente [29].

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v17i2.3424


https://doi.org/10.18272/aci.v17i2.3424

Revision/review
Vol. 17, nro.2
e3424

avances
en ciendias e
ingenierias

7

Biopolimeros y nanotecnologia - alternativas eco-amigables circulares y sostenibles en la Recuperacién Mejorada de Petréleo (RPM)
Naranjo / Orejuela-Escobar / Herndndez (2025)

Al considerar esta amplia gama de biopolimeros y sus aplicaciones, la industria petrolera
puede aprovechar su potencial para mejorar la recuperaciéon de petréleo de manera
sostenible y respetuosa con el medioambiente.

Mecanismos de accion de los biopolimeros en RMP

Los biopolimeros ejercen su influencia en la RMP principalmente a través de la modificacion
de las propiedades reoldgicas de los fluidos inyectados, lo que a su vezimpacta la eficiencia
de barridoy la movilidad del petréleo en el yacimiento. En relacién con la modificacion de
las propiedades reoldgicas, se destacan tres mecanismos principales:

1.  Aumento de la viscosidad: los biopolimeros, al ser macromoléculas de cadena
larga, incrementan la viscosidad del agua inyectada. Esto se debe a que sus cadenas
se entrelazan y forman una red tridimensional que resiste el flujo, generando una
mayor friccion interna en el fluido.

2. Reduccion de la permeabilidad: algunos biopolimeros pueden interactuar con
la roca del yacimiento, absorbiéndose en su superficie o formando geles en los
poros. Esto reduce la permeabilidad efectiva del agua, dificultando su paso a través
de las zonas de alta permeabilidad y favoreciendo su flujo hacia zonas de baja
permeabilidad donde el petréleo podria estar atrapado [30].

3. Elcontrol de la relacion de movilidad: esta relacion entre el agua inyectada y el
petréleo es crucial para la eficiencia de barrido en la RMP. Los biopolimeros juegan
un papel importante en este proceso al aumentar la viscosidad del agua y reducir su
movilidad relativa al petréleo [31]. Esto promueve un frente de desplazamiento mas
estable y uniforme, evitando la formacion de canales preferenciales que pueden
disminuir la eficiencia de la recuperacion. Ademads, la adicion de biopolimeros
puede ayudar a reducir la permeabilidad, lo que resulta en un desplazamiento mas
uniforme del petréleo y en una mayor recuperacion [31,32,33].

Impacto en la eficiencia de barrido y la movilidad del petréleo con el uso de
biopolimeros

Los biopolimeros pueden tener un gran impacto en la RMP en los siguientes aspectos:

a) Mejora de la eficiencia de barrido: Al aumentar la viscosidad y reducir la
permeabilidad en zonas de alta permeabilidad, los biopolimeros obligan al agua
inyectada a fluir hacia zonas de baja permeabilidad que de otro modo serfan
ignoradas. Esto aumenta el drea de contacto entre el agua y el petréleo, mejorando
la eficiencia de barrido y movilizando petréleo adicional [34].

b)  Mejoradelarelacion de movilidad: La relacion de movilidad (M) se define como
M = (kw/pw) / (ko/po), donde “k” es la permeabilidad efectiva y “u"es la viscosidad
del agua (w) y 0" el petrdleo. Los biopolimeros aumentan “uw’, reduciendo M.
Una relacion de movilidad favorable (M < 1) resulta en un desplazamiento mas
eficiente del petréleo [35]. Por ejemplo, el xantano puede aumentar la viscosidad

del agua de inyeccién de 1 cP a 10-50 cP, dependiendo de la concentracion y las
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condiciones del yacimiento. Esto puede reducir la relacion de movilidad de 10-20
(desfavorable) a cerca de 1 o menos, lo que resulta en una mejora significativa en
la eficiencia de barrido y, por ende, en la recuperacion de petrdleo [36].

¢  Reduccion del “Fingerprinting” y el “Channeling”: EI aumento de la
viscosidad del agua inyectada ayuda a prevenir la formacion de “dedos” o
canales preferenciales, donde el agua fluye rdpidamente a través de zonas de
alta permeabilidad sin desplazar eficientemente el petrdleo. Esto asegura un
desplazamiento méas uniforme y una mayor recuperacion de petrdleo [37].

d)  Movilizaciéon de petréleo atrapado: Al reducir la permeabilidad en zonas de
alta permeabilidad, los biopolimeros pueden aumentar la presién de inyeccién
y forzar al petréleo atrapado en los poros a movilizarse y ser desplazado hacia los
pozos productores [38].

Los biopolimeros modifican las propiedades reoldgicas de los fluidos inyectados en
RMP, aumentando la viscosidad, reduciendo la permeabilidad y controlando la relacién
de movilidad. Estos cambios mejoran la eficiencia de barrido, reducen la formacion de
canales preferenciales y movilizan petréleo atrapado, lo que se traduce en una mayor
recuperacion de petréleo y una produccion mas eficiente. No obstante, aunque los
biopolimeros ofrecen numerosas ventajas en RMP, también existen desafios asociados
a su aplicacién, como la sensibilidad a las condiciones del yacimiento (alta salinidad,
temperatura) y la posible degradacién microbiana de los biopolimeros. La investigacion
y el desarrollo continuos se centran en superar estos desafios y ampliar el uso de
biopolimeros en RMP [31].

Nanotecnologia aplicada a RMP

En los ultimos afos, la nanotecnologia emerge como una alternativa para maximizar la
RMP gracias a sus técnicas de produccioén eficaces y de bajo costo. Las NPs (entre 10y 100
nm de didmetro) adquieren propiedades mejoradas comparadas con las particulas mas
grandes (en bulk), como, por ejemplo, alta drea superficial. Algunas investigaciones han
demostrado que las NPs mejoran la recuperacién de petréleo gracias a que reducen la
tension superficial y aumentan la humectabilidad del yacimiento. Ciertas NPs funcionan
mas eficientemente que otras, dependiendo de las condiciones de operacién de la RMP.
Las NPs se clasifican en particulas de éxido metélico, inorganicas y organicas [28].

La nanotecnologia ha atraido gran atencién en la RMP debido a su rentabilidad y respeto
al medioambiente. Las NPs exhiben propiedades significativamente diferentes en
comparacion con las mismas moléculas finas o a granel debido a la mayor concentracion
de dtomos en su superficie. Una de las propiedades mas Utiles de estas particulas es la
creacion de una fuerza impulsora de difusién masiva debido a la gran superficie. Estudios
previos han demostrado que las NPs pueden mejorar la recuperacion de petréleo al
cambiar la humectabilidad del yacimiento hacia méas humectabilidad al agua y reducir la
tension interfacial. El potencial de las NPs para reducir la viscosidad del petréleo, aumentar
la relacion de movilidad y alterar la permeabilidad del yacimiento no se ha investigado
hasta la fecha. En este estudio, nuestro objetivo es proporcionar un resumen de las NPs
disponibles en el mercado y enumerar sus condiciones operativas ¢ptimas [32].
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Mecanismos de accion de las NPs

Las NPs poseen alta drea superficial en relacion con suvolumen, asicomo también efectos
cuanticos y reactividad mejorada en RMP; propiedades que permiten mecanismos en
RMP, como el mejoramiento de la humectabilidad y estabilidad térmica, la reduccién
de la tension interfacial, la obstruccion selectiva y la desviacion de fluidos, y los efectos
cataliticos. A continuacion, se resumen algunos tipos de NPs y sus efectos detallados
por Hassan [33]:

1.  NPsde é6xido desilicio y titanio. Son las mas populares en los campos petroleros
del Oriente Medio. Pueden modificar las propiedades de la superficie de la roca,
mejorando la inhibicion del agua y el desplazamiento del petréleo

2. NPs recubiertas de surfactante. Pueden reducir la tension interfacial entre el
petroleo y el agua y facilita el flujo del petréleo.

3. NPs de 6xido metalico. Las mas empleadas son las de oxido de aluminio y
oxido de zing, las cuales mejoran la conductividad térmica y estabilidad durante
los métodos termales de RMP, por ejemplo, la inundacién de vapor. Otras NPs
metdlicas, como las de oxido de hierro, tienen propiedades cataliticas porque
pueden promover reacciones quimicas in situ que generan gases, facilitando el
desplazamiento de petréleo.

4. NPs recubiertas con polimeros. Tienen la habilidad de tapar selectivamente
zonas de alta permeabilidad y redirigir los fluidos de inyeccion, conduciendo a
un barrido més uniforme y una mayor recuperacién de petroleo. Se aplican con
buenos resultados en los pozos de petrdleo pesado de Canada.

Los procesos bionano son una fusion entre biologfa, biotecnologia y nanotecnologia e
integran las ventajas y beneficios de los microorganismos y de las NPs que provee una
sinergia para la RMP, convirtiéndose en un enfoque promisorio eficaz para optimizar la
RMP cuidando aspectos de productividad (econémicos), ambientales y de sostenibilidad.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd una revision sistemética de la literatura cientifica y técnica publicada entre
2020y 2024, en las bases de datos Web of Science, Scopus y Google Scholar. Se utilizaron
las siguientes palabras clave: “biopolimeros’, “copolimerizacion’, “nanocompuestos’,
"hidrogeles”y “recuperacién mejorada de petréleo’, asi como combinaciones de estas.

Se seleccionaron articulos en funcion de los siguientes criterios de inclusion:

1. Relevancia tematica: estudios relacionados con el uso de biopolimeros y NPs en
la RMP.

2. Calidad y rigor cientifico: articulos publicados en revistas cientificas y tesis
doctorales con una metodologia sélida y bien descrita.
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3. Actualidad: estudios publicados en los Ultimos cinco afos (2020-2024). Se
excluyeron articulos que no cumplian con estos criterios, incluyendo aquellos
que no abordaban directamente el tema de interés o presentaban deficiencias
metodoldgicas  significativas.  Los articulos seleccionados se analizaron
criticamente, extrayendo informacion sobre avances recientes en la investigacion
de biopolimeros, NPs y nanomateriales para RMP, comparacion del desempefo
de biopolimeros y polimeros sintéticos, potencial de los biopolimeros, NPs y
nanomateriales en RMP, desafios en su aplicacion, innovaciones para optimizar su
rendimiento, consideraciones econdmicas y su relacioén con la sostenibilidad.

Avances recientes en la investigacion de biopolimeros y NPs para RMP

La investigacion en el campo de los biopolimeros y NPs para RMP estd en constante
evolucion, impulsada por la necesidad de soluciones més eficientes, sostenibles y
adaptables a las diversas condiciones de los yacimientos. A continuacién, se destacan
algunos de los avances mas recientes y prometedores.

Técnicas de modificacion

1. Funcionalizaciéon con NPs:Laincorporacionde NPscomosilice, arcillaonanotubos
de carbono en la estructura de los biopolimeros, puede mejorar significativamente
sus propiedades. Esto incluye un aumento de la viscosidad, mayor estabilidad
térmica y quimica, y mejor control de la permeabilidad [15,34]. Las NPs coloidales
de silice funcionalizadas con amida modifican la superficie de las NPs de silice,
mejorando significativamente su estabilidad en condiciones de yacimiento, es decir,
crea una capa protectora alrededor de las NPs, evitando su interaccién directa con
larocay el crudo, lo que reduce la posibilidad de desestabilizacién y sedimentacion.
Esto permite que las nanoparticulas permanezcan dispersas, activas, garantizando
su transporte efectivo y su capacidad para mejorar la recuperacion de petréleo
de manera eficiente y sostenible. La ventaja de esta técnica es la de mejorar la
estabilidad de NPs de silice para RMP [34].

2. Copolimerizacion: Implica la combinacion de diferentes mondmeros para crear
copolimeros, permitiendo disefar biopolimeros con propiedades individualizadas
para aplicaciones especificas en RMP [35]. La ventaja de esta técnica es que mejora
la resistencia a la salinidad y temperatura en la RMP, sobre todo en los yacimientos
petroliferos maduros, en donde la produccién primaria y secundaria ha disminuido,
dejando petréleo atrapado en los poros de la roca. La copolimerizacién de
polisacaridos con polimeros sintéticos, o la combinacion estratégica de diferentes
biopolimeros, modifica la estructura quimica de estos compuestos, lo que
incrementa su resistencia frente a las condiciones adversas del yacimiento y
optimiza sus propiedades para la RMP.

3.  Formaciéndehidrogeles: L oshidrogelessonredestridimensionalesde polimeros
capaces de absorber grandes cantidades de agua que ofrecen un gran potencial
en RMP. La formacién de hidrogeles a partir de biopolimeros puede ser utilizada
para bloquear selectivamente zonas de alta permeabilidad, controlar la pérdida de
fluidos y mejorar la eficiencia de barrido [36]. En la produccién de petrdleo, el agua
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indeseada puede infiltrarse en los pozos, reduciendo la eficiencia de la extraccion
y aumentando los costos de produccion. Los métodos tradicionales para controlar
el flujo de agua, como la inyeccion de cemento o polimeros sintéticos, pueden
ser costosos, tener un impacto ambiental negativo y no siempre ser efectivos en
formaciones complejas. El desarrollo de hidrogeles resistentes y biodegradables a
partir de copolimeros y nanocelulosa para el taponamiento selectivo de zonas de
alta permeabilidad en yacimientos petroliferos es una solucién viable. La ventaja de
esta técnica es el taponamiento de agua en yacimientos petroliferos [37].

Aplicaciones innovadoras

1.

RMP en yacimientos de shale: Los biopolimeros (polisacaridos provenientes
de biomasa y de microorganismos) estan siendo investigados para su aplicacion
en la recuperacion de petréleo de yacimientos de esquisto (shale) [38], donde las
condiciones extremas de presiéon y temperatura presentan desafios significativos.
La modificacién quimica y la formacion de hidrogeles pueden mejorar la
estabilidad y el rendimiento de los biopolimeros en estos entornos.

RMP en yacimientos costa afuera: Los biopolimeros biodegradables ofrecen
una alternativa atractiva para RMP en yacimientos costa afuera (offshore), donde
las afectaciones por el impacto ambiental son criticas. Su uso puede minimizar el
impacto en los ecosistemas marinos y facilitar el cumplimiento de las regulaciones
ambientales [39].

RMP inteligente: La combinacion de biopolimeros con tecnologias inteligentes,
como sensores y nanomateriales, puede permitir un monitoreo en tiempo real y
un control preciso de las operaciones de RMP Esto puede optimizar la inyeccion de
fluidos, mejorar la eficiencia de barrido y maximizar la recuperacion de petroleo [40].

Otros posibles enfoques de los biopolimeros y fuentes renovables y circulares

Biopolimeros de microalgas: Las microalgas, organismos fotosintéticos
unicelulares, estdn emergiendo como una fuente prometedora de biopolimeros
para RMP. Estos biopolimeros, como el alginato y el carragenano, presentan
ventajas como alta viscosidad, biodegradabilidad y capacidad de formar geles;
ademés, su producciéon a partir de microalgas ofrece beneficios ambientales,
como la captura de CO2 y la reduccién de la dependencia de recursos fosiles [36,37].

Biopolimeros deresiduos agricolas: La valorizacion de residuos agricolas, como
bagazo de cafa de azlcar, cdscaras de arroz, raquis del platano, paja de trigo, entre
otros, utilizados para la produccion de biopolimeros, representa una estrategia
sostenible, circular y econémicamente atractiva. Estos biopolimeros, como la
celulosa y la hemicelulosa, pueden ser modificados quimicamente para mejorar
sus propiedades y adaptarse a las condiciones especificas de los yacimientos [321.

A continuacién, en la Tabla 1 se presentan de manera resumida otras investigaciones
desarrolladas recientemente sobre biopolimeros aplicados en RMP.
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TABLA 1. Algunas investigaciones en el campo de los biopolimeros aplicados en RMP

avances
en ciendias e
ingenierias

Biopolimeros
modificados por medio
del uso de materia
prima ecoamigable
(quitosano, celulosa,
almidon)

Goma xantana
asociativa hidrofobica
(HAXG)

Inyeccion de polimeros
de goma guar asistida
por NPs de silice

Polimero hidrosoluble
asociativo (PHA)

Goma guar

Goma Xantana
modificada
anfipaticamente
(XGP20)

Biopolimero
(Escleroglucano)

Nanofluido de almidon
cristalino (CSNF) y
solucién de almidon de
yuca (CS)

Modificacion de
biopolimeros

Modificacion
hidrofébica.

Inyeccion de
polimeros
asistida por NPs.

Sintesis y
caracterizacion.

Modificados por
medio del uso
de materia prima
ecoamigable.

Modificacion
quimica
anfipatica.

Evaluacion
experimental
en rocas
carbonatadas
bajo condiciones
adversas.

Sintesis de NPs
de almidon
cristalino,
aplicacion en
RMP.

12 DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v17i2.3424

Ofrece multiples beneficios: mejora la
produccién de petroleo, representa una
alternativa sostenible a los polimeros
sintéticos, presenta propiedades adaptables
a diversas aplicaciones en RMP y reduce
significativamente el impacto ambiental de las
operaciones.

Proporciona mayor viscosidad y propiedades
reoldgicas mejoradas, reduciendo
significativamente la tension interfacial y
aumentando la eficiencia de recuperacion de
petréleo incluso en ambientes de yacimiento
con condiciones adversas.

Potencia la recuperacién de petréleo en
formaciones de arenisca mediante tres
mecanismos: aumento de viscosidad del fluido
inyectado, reduccion de la permeabilidad en
zonas saturadas y modificacion favorable de la
mojabilidad de la roca.

Facilita la movilizacion y extraccion de
hidrocarburos pesados mediante propiedades
reoldgicas mejoradas, especialmente
disefiado para las condiciones particulares de
yacimientos con petroleo de alta viscosidad.

Permite aplicacion efectiva en RMP bajo
condiciones de alta salinidad y temperatura,
constituyendo una alternativa sostenible y
ambientalmente favorable para la industria
petrolera.

Incrementa la resistencia a condiciones de
alta temperatura y salinidad, potenciando
la viscosidad del fluido y optimizando la
eficiencia del proceso de recuperacion de
petréleo.

Demuestra excepcional capacidad
viscosificante y comportamiento de
adelgazamiento por cizallamiento,
manteniendo buena inyectividad incluso en
formaciones carbonatadas bajo condiciones
de yacimiento desfavorables.

Optimiza multiples pardmetros criticos para
la RMP: incrementa la viscosidad del fluido de
desplazamiento, reduce la tension interfacial
entre fases, modifica la humectabilidad de
larocay aumenta la recuperacion total con
beneficios econdmicos demostrables.
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Biopolimeros

avances
en diencias e
Ingenierias
Derivado de palmitato-
goma guar

Goma guar modificada
quimicamente con
mondmeros vinilicos
sintéticos

Goma xantana con NPs
de didxido de titanio
(Tio,)

Galactomanano de
guar aumentado en
viscosidad (VGG)

Polimeros (sintéticos y
biopolimeros),

(Xantano y copolimeros
que contienen un
alto nivel de sulfonato
de 2-acrilamido2-
metilpropano (AMPS))

Nanoplaquetas
de grafeno (GNP)
funcionalizadas con
biopolimeros, (goma
arabiga)

Soluciones de

biopolimeros

(Esquizofilano,
scleroglucano, goma
guary goma xantana)

Polimeros sintéticos
(ATBS) y biopolimero
(escleroglucano)

Técnicas/
métodos

Simulacion
experimental y
de Monte Carlos.

Modificacion
quimica.

Induccion de
NPs.

Aumento de
viscosidad,
alteracion de la
mojabilidad

Simulacion
dindmica
3D, modelos
econémicos en
investigaciones
experimentales

Evaluacion de
estabilidad,
experimentos
de adsorcion e
inyeccion

Caracterizacion
reologica

Evaluacion de
rendimiento
en yacimientos
carbonatados
bajo condiciones
adversas
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Efectos

Actua como eficiente agente de inundacién
mediante la reduccién de tension interfacial,
modificacion de mojabilidad y aumento de
viscosidad, manteniendo estabilidad bajo
diversas condiciones de yacimiento para
aplicaciones a largo plazo.

Exhibe resistencia mejorada a condiciones
extremas de temperatura y salinidad, con
propiedades viscosificantes superiores que
permiten su aplicacion efectiva en yacimientos
de arenisca con condiciones severas.

Permite la recuperacion de viscosidad
perdida por factores ambientales adversos,
mejora la estabilidad general del fluido y
modifica favorablemente la mojabilidad de
la roca, optimizando el desplazamiento de
hidrocarburos.

Incrementa la recuperacion de petréleo en
formaciones carbonatadas con saturacién
de aceite al modificar la mojabilidad de
las superficies rocosas hacia condiciones
més favorables al agua, mejorando el
desplazamiento del hidrocarburo.

Demuestra que las tecnologias de inyeccion
de polimeros y PAG proporcionan mayor
recuperacion de hidrocarburos, con
biopolimeros mostrando ventajas adaptativas
bajo ciertas condiciones especificas de
yacimiento.

Potencia la adsorcion de inhibidores de
incrustaciones, exhibe perfiles favorables de
inyectividad, extiende significativamente la
vida Util del tratamiento y genera un potencial
de recuperacion incremental de hidrocarburos
de hasta un 8 %.

Presenta propiedades reoldgicas dptimas para
diversas aplicaciones de RMP, demostrando
versatilidad y adaptabilidad segun las
necesidades especificas del yacimiento
tratado.

Revela comportamientos complementarios: el
escleroglucano demuestra mayor estabilidad
bajo condiciones extremas mientras que el
ATBS exhibe mejor inyectividad, permitiendo
seleccionar el polimero éptimo segun las
necesidades especificas del yacimiento.

Ref

(4]

(45]

(46]

(47]

(48]

(49]

(501

(511
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Biopolimeros

avances
en ciendias e
ingenierias

Hidrogel inteligente a
base de nanocristales
de celulosa (CNC)

Solucién de goma
xantana mejorada con
nanosilices modificadas

en la superficie

Polimeros naturales

Goma welan
modificada con poli(2-
oxazolina)

Biopolimeros
modificados por medio
del uso de materia
prima ecoamigable

Combinacién de
dlcali, biosurfactante y
biopolimero (AbSbP)

Fluido de ruptura de gel
(GBF) a base de gel de
limpieza de surfactante
polimérico

Hidroxietilcelulosa
(HEC), goma xantanay
goma guar

Técnicas/
métodos

RMP con CO,
y secuestro de
carbono

Modificacion
superficial de
nanosilices

Inyeccion
alternada de
aguay gas,
(WAG) con
polimeros
naturales,
(PWAG)

Modificacion
quimica.

Modificacion de
biopolimeros,
diversas técnicas
de RMP

Recuperacion
mejorada
de petroleo/
procesos
quimicos

Evaluacion de
rendimiento y
efecto en RMP.

Evaluacion de
propiedades
reoldgicasy
resultados de

inundacién en
nucleos bajo
condiciones

adversas
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Optimiza simultdneamente la eficiencia
de barrido, el control del flujo de fluidos y
la recuperacion total de petroleo, con el
beneficio adicional de contribuir al secuestro
de carbono como estrategia de mitigacién
climética.

Aumenta significativamente la tolerancia
a condiciones extremas de temperatura
y salinidad, potencia las propiedades
viscosificantes y maximiza la eficiencia de
recuperacion de petrdleo en yacimientos con
condiciones desafiantes.

Incrementa la eficiencia de barrido en
formaciones heterogéneas y aumenta la
eficiencia total de recuperacion entre un 6
%y 10 %, ofreciendo una alternativa mas
sostenible a los métodos convencionales
de WAG.

Funciona como polimero termoviscosificante
altamente efectivo para aplicaciones de RMP
en yacimientos de alta temperatura, donde los
polimeros convencionales suelen degradarse
o perder eficacia.

Demuestra gran potencial para incrementar
la produccion de petréleo mediante una
aproximacion sostenible y efectiva, adaptable
a diversos tipos de yacimientos y condiciones
de operacion.

Aprovecha el mecanismo sinérgico entre
componentes para maximizar la eficiencia
de recuperacién, utilizando a-metil éster
sulfonato de sodio como alternativa ecolégica
a surfactantes convencionales derivados del
petroleo.

Proporciona mejora significativa en la
recuperacion de petréleo mediante un
mecanismo dual de limpieza y control de
movilidad, optimizando el desplazamiento del
hidrocarburo residual.

Presenta comportamiento reoldgico variable
segun el tipo de biopolimero, resultando en
diferentes tasas de recuperacion de petréleo
para cada uno, lo que permite seleccionar
el més adecuado segun las caracteristicas
especificas del yacimiento.
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Como se muestra en la Tabla 1, son cada vez mas los estudios desarrollados enfocados
en demostrar que los biopolimeros y nanomateriales pueden mejorar la recuperacion
de petroleo en comparacién con los métodos convencionales.

A continuacién, en la Tabla 2 se compara las caracterfsticas mas relevantes del
desempefio de biopolimeros y polimeros sintéticos en RMP

TABLA 2. Comparacion del desempefio de biopolimeros y polimeros sintéticos en RMP [60,61,62,63,64,65,66]

Caracteristica Biopolimeros Polimeros sintéticos
m Producidos por organismos vivos Derivados del petroleo

Eficiencia
Disponibilidad Variable Alta

Generalmente menor que los
Viscosidad sintéticos, pero suficiente para
muchas aplicaciones

Alta viscosidad, ideal para control
de movilidad y barrido

Generalmente alta estabilidad,
adecuados para condiciones
adversas

Estabilidad térmica | Variable, algunos son sensibles a altas
y quimica temperaturas y salinidad

Alta, reduce el impacto ambiental a Baja o nula, pueden persistir en el

Biodegradabilidad o
largo plazo yacimiento

Puede ser més alto debido a la Generalmente mas bajo debido

Produccion complejidad de la extraccion y a procesos de produccion
procesamiento establecidos
Transporte y Similar a los sintéticos, depende de la L ) .

) e Similar a los biopolimeros

almacenamiento formay concentracion
Impacto ambiental
- Baja, generalmente no téxicos para Variable, algunos pueden ser
Toxicidad ) ’ s
el medio ambiente toxicos

Renovabilidad Renovables No renovables

Menor, provienen de fuentes

Huella de carbono
renovables

Mayor, provienen de fuentes fosiles
Adecuados para su uso en
yacimientos sensibles al medio
Biocompatibilidad ambiente o en dreas donde las
regulaciones ambientales son
estrictas

Baja o nula adecuacion con el
medio ambiente

La eleccion entre biopolimeros, polimeros sintéticos, NPs y nanomateriales depende
de las condiciones especificas del yacimiento, las consideraciones ambientales y los
objetivos econdmicos. Los biopolimeros ofrecen una alternativa sostenible y respetuosa
con el medio ambiente, mientras que los polimeros sintéticos pueden ser mas eficientes
y econdmicos en ciertas situaciones. La investigacion y el desarrollo continuos buscan
mejorar el rendimiento de los biopolimeros y reducir su costo, ampliando su aplicabilidad
en RMP y contribuyendo a una industria petrolera mas sostenible [67]. El uso de NPs y
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nanomateriales en combinacién con biopolimeros pueden mejorar el desplazamiento
del petroleo al alterar la mojabilidad y propiedades interfaciales optimizando el factor de
recobro y controlar la formacién de emulsiones y espumas indeseadas [57].

Ventajas y Potencial de los biopolimeros en RMP

Los biopolimeros presentan un enorme potencial en la RMP, ofreciendo ventajas
significativas sobre los polimeros sintéticos tradicionales. Entre las principales ventajas
se pueden anotar las siguientes:

1. Biodegradabilidad y compatibilidad ambiental: La naturaleza biodegradable
de los biopolimeros minimiza el impacto ambiental de las operaciones de RMP,
reduciendo la contaminacion del subsuelo y las aguas subterrdneas. Ademds, su
baja toxicidad los hace adecuados para su uso en yacimientos sensibles al medio
ambiente [68].

2.  Mejora de la eficiencia de barrido: Los biopolimeros pueden aumentar la
viscosidad del agua inyectada, lo que mejora la eficiencia de barrido y reduce la
movilidad del fluido, permitiendo un desplazamiento mas uniforme del petréleoy
una mayor recuperacion [69].

3.  Control dela permeabilidad: Los biopolimeros tienen la capacidad de disminuir
selectivamente la permeabilidad en zonas altamente permeables del yacimiento,
lo que optimiza el control de flujo de los fluidos inyectados. Este mecanismo
redirige estratégicamente el fluido hacia regiones de baja permeabilidad,
permitiendo acceder y movilizar el petréleo que permanecia atrapado en estas
dreas, incrementando asi la eficiencia de barrido y la recuperacion total. [41].

4.  Estabilidad térmica y quimica: Algunos biopolimeros, como la escleroglucana,
exhiben una buena estabilidad térmica y quimica, lo que los hace adecuados para
sU Uso en yacimientos de alta temperatura y salinidad [15,70].

Ventajas de las NPs y nanomateriales

Las ventajas mas relevantes del uso de NPs y nanomateriales en RMP son la alteracién de
la humectabilidad, la reduccion de la tension interfacial (TIF), la mejora de la reologia y el
control de movilidad. Recientes estudios han propuesto el uso de nanoparticulas (NPs) para
estabilizar microemulsiones (ME) y mejorar la recuperacién de petréleo en condiciones
dificiles. Se han desarrollado métodos para producir NPs de éxido de hierro in situ en
ME de aceite en agua (o/w). Los resultados indicaron que el uso de ME puede aumentar
significativamente la eficiencia de recuperacion de petréleo, es decir, pasando del 10 %
para ME sin NPs estabilizadoras al 28,9 % a una concentracion de NPs de 6400 ppm [111.

Desafios en la aplicacion de biopolimeros y NPs y nanomateriales
A pesar del sinnimero de investigaciones realizadas hasta el momento en esta érea,

aun quedan muchas dificultades por resolver. Entre las principales se pueden anotar
la sensibilidad a las condiciones de yacimiento, la degradacién microbiana para los
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biopolimeros, la escalabilidad para las NPs y nanomateriales y el costo, las cuales se
detallan a continuacion:

Sensibilidad a las condiciones del yacimiento: Las condiciones adversas
presentes en muchos yacimientos, como alta salinidad, temperaturas elevadas y
presencia de iones divalentes, pueden deteriorar significativamente la viscosidad
y estabilidad de los biopolimeros, lo que limita su aplicacién efectiva en estos
entornos hostiles [71,72].

Degradacién microbiana: Los biopolimeros son inherentemente susceptibles
a la degradacion por accion de microorganismos naturalmente presentes en el
yacimiento. Este proceso de biodegradacion puede comprometer gradualmente
su efectividad, reduciendo su rendimiento en aplicaciones que requieren
estabilidad a largo plazo [73].

Viabilidad econdémica: Los biopolimeros frecuentemente presentan costos
de producciéon superiores en comparacion con los polimeros sintéticos
convencionales, a pesar de sus ventajas ambientales. Esta desventaja econémica
representa un obstaculo significativo para su implementacion a escala industrial y
comercial [63,64,65,66].

Complejidad de las NPs y nanomateriales: La aplicacién de nanoparticulas
y nanomateriales enfrenta multiples desafios relacionados con su potencial
toxicidad, impacto medioambiental, escalabilidad de produccion, incertidumbre
regulatoria y aceptacion publica. Para aprovechar el potencial de estas tecnologias
de manera segura y responsable, es fundamental establecer estrategias de
investigacion multidisciplinaria, innovacién continua y colaboracién entre los
sectores académico, industrial y regulatorio [74].

Innovaciones para optimizar el rendimiento de los biopolimeros

El uso de los biopolimeros en RMP puede optimizarse mediante diversas estrategias de
innovacion tecnologica. Entre las méds prometedoras se destacan:

1.

Modificacion quimica: La transformacién de la estructura quimica de los
biopolimeros permite mejorar su resistencia a la degradacion, aumentar su
estabilidad térmica y quimica, y potenciar su rendimiento bajo las condiciones
adversas presentes en diversos yacimientos [31].

Desarrollo de sistemas hibridos: La combinacion estratégica de biopolimeros
con polimeros sintéticos o nanoparticulas posibilita la creaciéon de sistemas
hibridos con propiedades superiores, como mayor resistencia a la degradacion y
control optimizado de la permeabilidad en diferentes zonas del yacimiento [75,76].

Aplicacion de ingenieria genética: La manipulacion genética dirigida de
microorganismos productores de biopolimeros facilita el desarrollo de compuestos
con propiedades personalizadas especificamente disefiadas para las diversas
aplicaciones y condiciones de la RMP [77].
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Consideraciones econdmicas del uso de biopolimero, NPs y nanomateriales
en RMP

La viabilidad econdmica de los biopolimeros en RMP es un factor crucial a considerar,
ya que impacta directamente en la rentabilidad de los proyectos de recuperacion de
petréleo. A continuacion, se analizan los principales aspectos econdmicos:

Costos asociados

Son varios los costos asociados al uso de biopolimeros, NPs, y nanomateriales en RMP.
Los mds relevantes se mencionan a continuacion:

1. Costo de produccion de biopolimeros: Puede ser mas elevado que el de
los polimeros sintéticos debido a la complejidad de los procesos de extracciéon,
purificacion y modificacién quimica; sin embargo, el avance en la biotecnologia
y la utilizacién de fuentes renovables y residuos agricolas estan contribuyendo a
reducir estos costos [57,58,78].

2. Transporte y almacenamiento: Los costos de transporte y almacenamiento
dependen de la forma y concentracién del biopolimero. En general, los
biopolimeros en polvo o granulos son més faciles de transportar y almacenar que
las soluciones liquidas, lo que puede reducir los costos logisticos [79].

3. Aplicacién: El costo de aplicacion de biopolimeros en el yacimiento incluye la
preparacion de la solucién, la inyeccion y el monitoreo del proceso. Estos costos
pueden variar dependiendo de las caracteristicas del yacimiento, la tecnologia de
inyeccion utilizada y la complejidad del proyecto [80].

Potencial de retorno de la inversion
Esta influenciado por tres puntos importantes que se indican a continuacion:

1. Mayor recuperacion de petréleo: Los biopolimeros pueden mejorar
significativamente la recuperacion de petréleo en comparacion con los métodos
convencionales, lo que se traduce en un mayor volumen de produccién y mayores
ingresos [81].

2. Beneficios ambientales: EI uso de biopolimeros biodegradables puede reducir
los costos asociados a la remediacion ambiental y el cumplimiento de regulaciones,
ademds de mejorar la imagen de la empresa en términos de sostenibilidad [82].

Analisis costo-beneficio

La evaluacion econdmica de los biopolimeros en RMP debe considerar un anélisis
detallado de los costos y beneficios potenciales dependiendo de cada caso; no obstante,
factores como el precio del petréleo, las caracteristicas del yacimiento, la tecnologfa
disponible y las regulaciones ambientales influyen en la viabilidad econémica de cada
proyecto [83].
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Biopolimeros y sostenibilidad

La adopcién de biopolimeros en la RMP trasciende los beneficios econémicos y técnicos,
posiciondndose como un pilar fundamental en la transicion hacia una industria petrolera
mas sostenible y alineada con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODSs) [11].

Beneficios ambientales:

El uso de biopolimeros biodegradables puede reducir los costos asociados a la
remediacion ambiental y el cumplimiento de regulaciones, ademas de mejorar la
imagen de la empresa en términos de sostenibilidad [82].

Reduccion de costos operativos:

La mejora en la eficiencia de barrido y la reduccién de la necesidad de inyectar grandes
volumenes de agua pueden disminuir los costos operativos a largo plazo [83].

Reduccion del impacto ambiental

1. Biodegradabilidad: La naturaleza biodegradable de los biopolimeros minimiza
la contaminacién del subsuelo y las aguas subterrdneas, protegiendo los
ecosistemas y la biodiversidad. Esto contribuye directamente al ODS 6 (agua limpia
y saneamiento) y al ODS 15 (vida de ecosistemas terrestres).

2. Baja toxicidad: La ausencia de sustancias téxicas en los biopolimeros reduce el
riesgo de dafos a la salud humana y al medio ambiente, promoviendo el ODS 3
(salud y bienestar) y el ODS 12 (produccién y consumo responsables).

3. Menor huella de carbono: La produccién de biopolimeros a partir de fuentes
renovables, como residuos agricolas y microalgas, disminuye la dependencia de
recursos fosiles y las emisiones de gases de efecto invernadero, contribuyendo al
ODS 13 (accion por el clima).

Fomento de la Bioeconomia Circular

1. Valorizacion de residuos: La utilizacion de residuos agricolas y otros
subproductos como materia prima para la produccién de biopolimeros promueve
la economia circular y reduce el desperdicio, en linea con el ODS 12 (produccién y
consumo responsables).

2. Desarrollo de bioeconomias locales: | a produccién y aplicacién de biopolimeros
pueden impulsar el desarrollo de bioeconomias locales, generando empleo vy
promoviendo el crecimiento econdmico sostenible en comunidades cercanas a los
yacimientos, contribuyendo al ODS 8 (trabajo decente y crecimiento econémico).

Responsabilidad social empresarial

1. Imagen corporativa: La adopcién de tecnologias sostenibles, como los
biopolimeros, mejora laimagen corporativa de las empresas petroleras, demostrando
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su compromiso con la proteccion del medio ambiente y la responsabilidad social,
en consonancia con el ODS 12 (produccidn y consumo responsable) y el ODS 17
(alianzas para lograr los objetivos).

2. Licencia social para operar: El uso de biopolimeros puede facilitar la obtencion
de la licencia social para operar, al reducir el impacto ambiental de las actividades
de RMP y generar confianza en las comunidades locales, contribuyendo al ODS 16
(paz, justicia e instituciones solidas).

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los biopolimeros, NPs y nanomateriales desempefan un papel crucial en la construcciéon
de una industria petrolera méas sostenible y responsable. Su adopcién no solo mejora la
eficiencia de la recuperaciéon de petréleo, sino que también reduce el impacto ambiental,
promueve la economia circular y fortalece la licencia social para operar. Al elegir
biopolimeros, NPs y nanomateriales, la industria petrolera puede alinearse con los Objetivos
de Desarrollo Sostenible y contribuir a un futuro mas limpio y equitativo para todos.

El uso de biopolimeros, NPs y nanomateriales se perfila como una solucién innovadora
y sostenible para la RMP. A pesar de los retos técnicos y operativos que auin persisten, su
potencial para incrementar la produccion de manera ecolégica y a un costo reducido
los convierte en una herramienta clave para la industria petrolera del futuro. La continua
investigacion y desarrollo en este campo permitird superar las limitaciones actuales
y consolidar a los biopolimeros, NPs y nanomateriales como alternativas viables y
responsables en la busqueda de un futuro energético mas sostenible.
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From waste to biopolymers: anaerobic fermentationas a
sustainable pathway for polyhydroxyalkanoates production

Resumen

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son biopolimeros que han ganado relevancia por su
biodegradabilidad y su potencial para reemplazar plasticos convencionales, lo que
los convierte en una solucion prometedora para mitigar la contaminacion plastica.
La produccion de PHA a partir de acidos grasos volatiles (AGV), obtenidos mediante
el tratamiento anaerdbico de residuos, se presenta como una alternativa sostenible y
respetuosa con el medio ambiente frente a las rutas tradicionales de produccién. Este
articulo analiza el tratamiento anaerdbico de diversos residuos, como glicerol, aceite de
palma, bagazo de frutas y vegetales, suero de leche y melaza, con el objetivo de generar
AGV. Se evallan estos sustratos por su disponibilidad, bajo costo y compatibilidad con
procesos biotecnoldgicos sostenibles. Ademds, se discuten las ventajas y limitaciones
de cada sustrato, junto con las condiciones dptimas de operacion para maximizar la
conversion de los residuos en AGY, con implicaciones significativas para el desarrollo de
biorrefinerias integradas y la valorizacién de residuos en la industria del PHA.

Palabras claves: acidos grasos volatiles, polihidroxialcanoatos, biomasa, biorreactores,
microorganismos acidogénicos.

Abtract

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are types of biopolymers that are becoming important
because they can break down naturally and could replace regular plastics, which makes
them a hopeful way to reduce plastic waste. The production of PHAs from volatile fatty
acids (VFAs), generated through anaerobic waste treatment, offers a sustainable and
environmentally friendly alternative to traditional production routes. This article examines
the anaerobic treatment of various waste substrates, such as glycerol, palm oil, fruit
and vegetable bagasse, whey, and molasses, aiming to produce VFAs. These substrates
are evaluated based on their availability, low cost, and compatibility with sustainable
biotechnological processes. Furthermore, the advantages and limitations of each
substrate are discussed, along with the optimal operational conditions to maximize waste
conversion into VFAs. The research holds significant implications for the development of
integrated biorefinery systems and waste valorization in the PHA industry.

Keywords: volatile fatty acids, polyhydroxyalkanoates, biomass, bioreactors, acidogenic
microorganisms
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INTRODUCCION

La creciente demanda global por productos agricolas y agroindustriales ha intensificado
la generacion de grandes volumenes de aguas residuales. Estas corrientes liquidas,
ricas en materia organica, representan un desafio ambiental significativo si no se
gestionan adecuadamente. Sin embargo, en ellas se esconde un potencial econémico
y medioambiental considerable [1]. La valorizacion de estas aguas residuales, mediante
procesos bioldgicos, se presenta como una alternativa prometedora para mitigar los
impactos ambientales y generar productos de alto valor agregado [2].

La industria agroalimentaria, en particular, genera una diversidad de aguas residuales
con caracteristicas particulares [3]. Entre ellas se destacan los efluentes de la industria
azucarera y los provenientes de la produccién lactea, ricos en compuestos carbonosos
complejos. Estos compuestos orgadnicos pueden ser transformados por bacterias
acidogénicas en &cidos grasos voldtiles (AGY), como el 4cido propidnico, acido
butirico y dcido valérico [4]. La generacion de AGV encuentra aplicaciones en diversas
industrias, desde la quimica hasta la farmacéutica [5]. No obstante, la implementacién de
tecnologias de valorizacién biolégica actualmente se enfrenta a desafios importantes
como serian la variabilidad en la composicién de las aguas residuales, la optimizacion de
los procesos bioldgicos y la evaluacidn de la viabilidad econémica [6].

Segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO por sus siglas en inglés), se estima que la agroindustria genera aproximadamente el
30-40 % de todas las aguas residuales industriales a nivel mundial [7]. Lo que anualmente
representa una produccién de alrededor de 380 mil millones de metros cUbicos de aguas
residuales agroindustriales. Por ejemplo, la industria lactea produce entre 0,2 a 10 litros de
aguas residuales por litro de leche procesada con una carga orgénica tipica: 2 000-5 000
mg/L de DQO (Demanda Quimica de Oxigeno)[8]. En la industria azucarera la produccion es
de aproximadamente 1 500-2 000 litros de aguas residuales por tonelada de cafa procesada;
lo que representa una carga organica de entre 1 500 a 3 000 mg/L de DQO[9]. Como Ultimo
ejemplo, estd la industria carnica, que genera entre 10-20 m’ de aguas residuales por
tonelada de producto con una carga orgénica de entre 2 000 a 6 000 mg/L de DQO [10].

Tomando en cuenta esta informacion, el impacto ambiental es inmenso ya que se
estima que solo el 8 % de las aguas residuales industriales en paises de bajos ingresos
reciben algun tratamiento y en paises de ingresos medios, este porcentaje aumenta
al 28 % [11]. En la Ultima década la generacién de aguas residuales agroindustriales ha
aumentado un 15-20 % debido al crecimiento de la industria [12].

Las investigaciones actuales sobre la valorizacion de aguas residuales agroindustriales
mediante la produccion de dcidos grasos volatiles (AGV) abarcan un cuerpo extenso de
estudios centrados en la caracterizacién de diversas fuentes de residuos, la identificacion
de cepas bacterianas acidogénicas relevantes, asi como en la determinacion de los
factores operativos que afectan la eficiencia de produccion de AGV y la seleccion de
tecnologias de tratamiento 6ptimas. Asimismo, se analizan los principales desafios y
oportunidades que enfrentan estas tecnologias, destacando escenarios y proyecciones
para su implementacion futura. En este contexto, el propésito de esta revision es
aportar evidencia critica y actualizada que respalde el disefio de estrategias sostenibles
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orientadas a la gestion integral de aguas residuales agroindustriales y a la obtencién de
bioproductos de alto valor anadido.

METODOLOGIA

Se llevo a cabo una revision sistemética para sintetizar la evidencia cientifica disponible
sobre la valorizacién de aguas residuales agroindustriales mediante la produccién de
dcidos grasos volatiles (AGV). Con el objetivo de responder a la pregunta de investigacion:
iCudles son las tecnologias y estrategias mas efectivas para la produccion de AGV a
partir de aguas residuales agroindustriales, y cuéles son los factores que influyen en su
rendimiento? Se disefid el siguiente protocolo de investigacion:

Se escogieron como criterios de inclusion estudios originales que presentaran
investigaciones experimentales o de modelado relacionadas con la produccién de AGV
a partir de aguas residuales agroindustriales; articulos publicados en revistas cientificas
indexadas con disponibilidad del texto completo; estudios publicados entre 2013 y
2023 para garantizar la relevancia y actualidad de la evidencia cientifica y, por ultimo,
se escogieron investigaciones que evallan tecnologias y estrategias de produccion de
AGV y/o los factores que afectan su rendimiento.

Como criterios de exclusién, se evitaron estudios no relacionados directamente
con la producciéon de acidos grasos voldtiles a partir de aguas residuales; revisiones
bibliogréficas, opiniones de expertos, resimenes de congresos, capitulos de libros
y documentos no revisados por pares; articulos en los que no fue posible acceder al
texto completo y estudios publicados antes de 2013, ademds de trabajos que no
proporcionaban datos cuantitativos o cualitativos relevantes sobre la eficiencia o los
factores que influyen en la produccién de AGV.

En relacién con la estrategia de busqueda, se realizo una revision exhaustiva en las bases de
datos Scopus, Web of Science, PubMed y Google Scholar. Fueron seleccionados Unicamente
estudios originales derivados de investigaciones experimentales o de modelado enfocados
en la produccion de acidos grasos voldtiles (AGV) a partir de aguas residuales de origen
agroindustrial. Se establecié como criterio de inclusion que los articulos estuvieran publicados
en revistas cientificas indexadas, con acceso a texto completo, y que correspondieran a
publicaciones de los Ultimos diez afos. Estudios duplicados, revisiones narrativas, resimenes
sin texto completo o documentos no sometidos a revisién por pares fueron excluidos.

RESULTADOS

El estudio sobre el uso de diversas fuentes de carbono econémicamente viables
representa una estrategia prometedora para reducir significativamente los costos
de produccion de biopolimeros, en particular los polihidroxialcanoatos (PHA). La
evaluacion de la viabilidad econémica de diferentes sustratos de carbono es un aspecto
fundamental en este contexto, incluyendo fuentes como las melazas de cafia de azucar
y remolacha, el suero lacteo, los aceites vegetales, los hidrolizados de almidon (maiz y
tapioca), asf como la celulosa y la hemicelulosa.
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En general, estos sustratos requieren un proceso de acidificacion para la generacion de dcidos
grasos volatiles (AGVY), los cuales pueden ser utilizados posteriormente como precursores
en la biosintesis de PHA por diversos microorganismos, predominantemente aerobios. En
este sentido, resulta fundamental un andlisis detallado sobre el origen y la composicion de
estos sustratos, asf como su impacto en los costos de produccién v la eficiencia del proceso.
Ademéds, se debe considerar la evaluacion del rendimiento bajo distintas condiciones
operativas, las implicaciones econémicas asociadas al uso de estos sustratos v la eficiencia
de los métodos de recuperacién empleados en la obtencion de PHA.

Tipos de residuos para producir acidos grasos volatiles (AGV)

Uno de los objetivos de la fermentacion acidogénica de aguas residuales de diferentes
fuentes es la de servir como primer escaléon en el proceso de produccién de PHA a
partir de cultivos mixtos microbianos. Los 4cidos grasos volatiles o AGV se generan en
un proceso anaerdbico que implica hidrdlisis y acidogénesis (esta ultima también se
conoce como fermentacion acidogénica o fermentacion oscura), como se ilustra en
la Figura 1. En la hidrdlisis, las enzimas excretadas por los microorganismos hidroliticos
descomponen los polimeros orgénicos complejos de los residuos en mondémeros
orgénicos mas simples. Posteriormente, los aciddégenos fermentan estos monémeros en
AGV principalmente, como acético, propidnico, butirico y valérico. En ambos procesos
interviene un complejo consorciodeanaerobiosfacultativos obligados,como Bacteroides,
Clostridia, Bifidobacterium, streptococcusy Enterobacteriaceae. En las Ultimas décadas, se
han dedicado numerosos esfuerzos para maximizar la produccion de AGV explorando
diferentes tipos de residuos y optimizando las condiciones de funcionamiento. Ahora se
sabe que es posible manipular el tipo de AGV producidos, lo que es fundamental para
el rendimiento de las aplicaciones posteriores, como la produccion de PHA, electricidad,
biogas y eliminacién bioldgica del fésforo y el nitrégeno de las aguas residuales [4].

Existe, por lo tanto, un potencial de generacién de AGV a partir de diversos residuos
solidos y liquidos. Los lodos, los residuos alimentarios y la fraccién organica de los residuos
solidos urbanos son los tres residuos sélidos mas investigados, mientras que las aguas
residuales generadas por las industrias agricola, lactea, papelera y de la pasta de papel
son los residuos liquidos mas utilizados para la produccion de AGV [13]. En estos procesos
es importante que el contenido de amonio de los residuos sea inferior a 5000 mg/L para
evitar la inhibicion de la produccion de AGV. Aparte de las caracteristicas de los residuos,
hay que tener en cuenta la disponibilidad y la cantidad de residuos generados para
garantizar un suministro continuo y estable de residuos para producir AGV.

Tecnologia Anaerobia para la produccion de AGV

- -

Condlcmnes de operacion
para la produccién de AGV:
pH, T°,TRH

Desechos ricos en
materia orgdnica

# Aplicaciones

Figura 1. Esquema del proceso de conversién de residuos agroindustriales en dcidos grasos voldtiles (AGV).
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Aplicaciones de los acidos grasos Volatiles derivados
de residuos de aguas residuales

Los 4cidos grasos volatiles (AGV) generados mediante la fermentacion acidogénica de
residuos representan un sustrato de alto valor para diversas aplicaciones industriales y
ambientales [14]. Ademds de su aprovechamiento en la produccién de bioplasticos, los
AGV pueden ser utilizados en procesos de generacion de bioenergia y en la eliminacién
biolégica de nutrientes. En numerosos casos, los efluentes fermentados ricos en AGV
pueden emplearse de forma directa; no obstante, ciertas aplicaciones requieren
tratamientos adicionales con el fin de optimizar la eficiencia del proceso y garantizar la
calidad del producto final.

Antes de que los residuos fermentados puedan utilizarse para la produccion de PHA, es
importante regular el contenido de amonio y fosforo, ya que un exceso de nutrientes
favorecerfa el crecimiento de microorganismos y reducirfa la conversion de AGV en
PHA [15]. Se conoce que las condiciones de nitrégeno y fosforo podrian conducir a
un mayor contenido y rendimiento de PHA. El exceso de nitrégeno y fosforo presente
en los residuos fermentados puede eliminarse con una pérdida insignificante de AGV
mediante el uso de técnicas eficaces donde los residuos fermentados deben filtrarse
antes de su utilizacion.

La obtencién de PHA obtenido mediante microorganismos puros es mayor (Tabla 1),
pero se requieren condiciones de esterilizacion, lo que anularia el objetivo principal de
reducir el costo de produccion de PHA, ya que implica un aporte adicional de energfa
y equipos. Por el contrario, la produccién de PHA mediante cultivos mixtos elimina la
necesidad de esterilizacion y, por tanto, es una via de produccion de AGV derivados de
residuos mas viable econdmicamente. El contenido de PHA obtenido a partir de cultivos
mixtos puede mejorarse optimizando las condiciones operativas del reactor de cultivo
de los microorganismos acumuladores de PHA [16] mediante la alimentacion del tipo
de AGV adecuado y/o el ajuste fino de las condiciones de produccion de PHA. Con esta
estrategia, se puede lograr un contenido de PHA en un rango de 40-70 % mediante
cultivos microbianos mixtos alimentados con residuos de alimentos fermentados, lodos
activados con residuos fermentados, melazas de caia de aztcar fermentadas y efluentes
de papeleras fermentados [17].

La longitud de la cadena de los AGV tiene una gran influencia en la composicion y, por
tanto, en las propiedades mecanicasy la aplicacion del PHA resultante. En la produccion
de PHA de cultivo mixto, los &cidos acético y butirico favorecen la produccién de
3-hidroxibutirato (3HB), mientras que los dcidos propidnico y valérico promueven la
sintesis de 3-hidroxivalerato (3HV). El poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) es quebradizo y
rigido, por lo que sus aplicaciones son limitadas. La incorporacion de 3HV da lugar a
la formacién del copolimero P(3HB-co-3HV), que es més flexible y duro [18]. Ademas,
es menos permeable al oxigeno que el polietileno y el polipropileno comerciales, lo
que lo convierte en un material adecuado para el envasado de alimentos. Por lo tanto,
es esencial regular la composicion de AGV durante la fermentacion acidogénica para
facilitar la produccion de PHA con las propiedades deseadas [19].
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TABLA 1. Contenido mdximo de polihidroxialcanoatos (PHA) (% p/p) producido por cultivos microbianos puros y
mixtos utilizando acidos grasos volatiles (AGV) derivados de diferentes residuos [4].

Fuentes de acidos grasos Cultivos microbianos Contenido de PHA
volatiles en porcentaje peso

Aguas residuales de almidon Alcaligenes eutrophus 34
fermentado
Efluentes de aceite de palma Ralstonia eutropha >90
fermentado
Aguas residuales de papeleras Lodos activos 48
fermentadas
Efluente de madera fermentada Lodos activados 29
Melaza de cana de azlicar fermentada Lodos activados 37-75
Lodos activados de residuos Lodos activados 57-73
fermentados
Residuos de alimentos fermentados Lodos activados 40
Residuos alimentarios fermentados y Lodos activados 48
lodos de depuradora

Residuos bioldgicos y rutas fermentativas

La seleccion del sustrato desempena un papel fundamental en la eficiencia del proceso
de produccién, determinando tanto la composicién de los acidos grasos volatiles (AGV)
generados como las propiedades finales del polihidroxialcanoato (PHA) obtenido. La
optimizacién de estos sustratos es, por tanto, un aspecto clave para avanzar hacia una
produccion de biopolimeros mds sostenible y econdmicamente viable.

En este contexto, es esencial evaluar diversas fuentes de carbono y sus implicaciones
en la fermentacién anaerdbica, con el objetivo de mejorar el rendimiento del proceso
y la calidad del biopolimero resultante. A continuacion, se presentan algunos de los
sustratos mas relevantes en este dmbito:

Glicerol

El glicerol es el principal subproducto de la industria del biodiésel [20]. Dado que la
produccion de biodiésel ha aumentado drasticamente desde 2007 [21], el glicerol crudo
generado a partir de la transesterificacion del aceite vegetal también se ha producido en
grandes cantidades. Publicaciones recientes [22] han descrito que la fermentacion directa
de biodiesel-glicerol a PHB por Cupriavidus necator puede llegar a una produccion del
biopolimero cercana al 50 % de la biomasa microbiana seca.

Las muestras de glicerol crudo provenientes de diferentes fabricantes presentan
variaciones significativas en su composicion, especialmente en el contenido de sales
como NaCl o K;SO,, asi como en la presencia de metanol, 4cidos grasos y el pH, que
depende del proceso de produccién aplicado. Estos contaminantes pueden acumularse
durante el curso de la fermentacion, afectando potencialmente el crecimiento
microbiano y la sintesis de poli(3-hidroxibutirato) (PHB) [23].
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No obstante, a pesar de estas diferencias, todas las materias primas evaluadas contienen
glicerol como componente principal, acompafado de cantidades residuales muy
bajas de jabones y ésteres metilicos de acidos grasos. En un estudio realizado se
analizaron muestras con una composicién de 40 % de glicerol y 34 % de jabones y
ésteres metilicos de &cidos grasos, demostrando que estos componentes son sustratos
de carbono preferidos por cepas de Pseudomonas, un grupo de bacterias que difiere
significativamente de los tipicos productores de PHA [24].

En fermentaciones de alta densidad celular, los contaminantes (NaCl o K ,SO,), podrian
acumularse hasta alcanzar concentraciones inhibidoras. Bacterias como Paracoccus
denitrificans y Cupriavidus necator JMP 134, acumulan polihidroxibutirato (PHB) a partir
de glicerol puro hasta un contenido del 70 % de la masa seca celular. Cuando se utilizd
glicerol crudo que contenia 5,5 % de NaCl, se observé un contenido se reducia a un 48 %
de PHB de una masa seca bacteriana de 50 g/L. Ademads, el coeficiente de rendimiento
de PHB se redujo, obviamente debido a la osmorregulacién. El efecto del glicerol
contaminado con K SO, fue menos pronunciado.

Para examinar usos alternativos para el glicerol de desecho de biodiesel de bajo valor,
se realizaron inicialmente fermentaciones a pequefa escala por Burkholderia cepacia en
matraces agitados y se analizd la produccién de PHB utilizando glicerol como fuente de
carbono. Se determinaron las propiedades fisicoquimicas del PHB producido por B. cepacia
cultivado en glicerol de grado reactivo, estableciéndose que la masa molecular disminuye
cuando se utiliza glicerol como fuente de carbono. Posteriormente B. cepacia se utilizd para
convertir biodiésel-glicerol en PHB mediante fermentacién a escala de planta piloto (200 L).

Se ha observado que el uso de glicerol derivado del biodiésel como Unica fuente de
carbono en cultivos agitados permite a Burkholderia cepacia producir 5.8 g/L de biomasa
seca, con un contenido de poli(3-hidroxibutirato) (PHB) de hasta el 81,9 % del peso seco
total. Comparada con Escherichia coli'y diversas cepas de Pseudomonas cultivadas en
glicerol, B. cepacia mostré una mayor produccion de biomasa y PHA [25]. Sin embargo,
un incremento en la concentracién de glicerol del 3 % al 9 % (v/v) resultd en una
disminucion cercana al 50 % en la biomasa producida por B. cepacia.

De manera similar, estudios realizados con Cupriavidus necator indicaron que
concentraciones elevadas de glicerol (>30 g/L) también redujeron significativamente
la tasa de crecimiento especifico de esta cepa. Adicionalmente, investigaciones
recientes con Pseudomonas oleovorans y Pseudomonas corrugata demostraron que
estas especies pueden sintetizar poli(3-hidroxibutirato) (P3HB) y polihidroxialcanoatos
de longitud de cadena media (mcl-PHA) a partir de glicerol. Los mcl-PHA sintetizados
estaban compuestos principalmente de &cido 3-hidroxidecanoico (C10:0; 44 + 2 mol %)
y dcido 3-hidroxidecenoico (C12:1; 31 £ 2 mol %), respectivamente, a concentraciones
de glicerol de hasta el 5 % (v/v). En P. oleovorans, la productividad celular alcanzd un
méximo del 40 % en glicerol al 5 % (v/v), mientras que en P, corrugata fue del 20 % con
glicerol al 2 % (v/v) tras 72 horas de cultivo [26].

Esimportante destacar que el aumento de la concentracién de glicerolen el medio, del 1 %

al 5% (v/v), provoco una disminucion significativa en la masa molar (Mn) de los polimeros,
con reducciones del 61 % en el P3HB y del 72 % en el mcl-PHA. No obstante, los patrones
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de crecimiento observados para P oleovorans y P corrugata sugieren la posibilidad de
utilizarlas en cultivos mixtos para obtener mezclas naturales de P3HB y mcl-PHA.

Por otro lado, estudios con B. cepacia ATCC 17759 confirmaron que concentraciones
de glicerol entre el 3 % y el 9 % (v/v) favorecen la produccion de PHB. Sin embargo,
cuando el glicerol se usé como fuente secundaria de carbono, junto con xilosa como
fuente primaria, la masa molecular del PHB disminuyo, dependiendo tanto del tiempo
de adicion como de la concentracion del glicerol [27].

El uso de la cepa Zobellella denitrificans para la produccién de poli(3-hidroxibutirato)
(PHB) ha sido objeto de estudio a partir de glicerol como Unica fuente de carbono
[28]. Para esto se utilizd un equipo de fermentacion a escala piloto (42 litros) para
aumentar la alta capacidad de acumulacién de PHB de esta cepa. Mediante el cultivo
por lotes alimentados (Fed-Batch reactors), al principio se obtuvo una densidad celular
relativamente alta (29,9 + 1,3 g/L) durante un breve periodo de fermentacién (24 horas).
Sin embargo, el contenido en PHB era relativamente bajo (31,0% + 4,2% [peso/peso]).
Posteriormente, se obtuvieron concentraciones mucho mas elevadas de PHB (hasta
54,3 £79 g/l) y densidades celulares mas altas (hasta 81,2 + 2,5 g/L) mediante una
optimizacién adicional de la alimentacion por lotes en presencia de 20 g/L de NaCl, con
una alimentacion optimizada de glicerol y amoniaco para favorecer tanto el crecimiento
celular como la acumulacién de polimeros durante un periodo de 50 horas. Se alcanzd
una tasa de crecimiento especifico elevada (0,422/h) y un tiempo de duplicacién corto
(1,64 horas). El contenido méximo de PHB alcanzado fue del 66,9% + 7,6% del peso seco
celular. La productividad volumétrica méxima de polimero fue de 1,09 + 0,16 g/L/h,
mientras que el coeficiente de rendimiento de sustrato fue de 0,25 + 0,04 g PHB/g
glicerol. La recuperaciéon méxima de PHB (85,0% + 0,10% p/p) se obtuvo tras 72 horas de
extraccién con cloroformo a 30 °C, logrando una pureza del polimero del 98,3% + 1,3%.

Por Ultimo también se investigd el uso de cepas microbianas mixtas abiertas,
estudiando flujos de residuos como materia prima para el proceso de produccién de
PHA con el fin de valorizar los residuos orgénicos y reducir los costos de produccion
de PHA observando el efecto de la duracion de los ciclos del reactor en el proceso de
enriquecimiento bacteriano haciendo énfasis en la distribucion de glicerol hacia PHA y
poliglucosa con dos reactores discontinuos secuenciados (Sequencing Batch Reactors,
SBR) operando con el mismo tiempo de retencién hidraulica y de biomasa [29]. Una
longitud de ciclo corta (6 horas) favorecié la produccion de poliglucosa frente a la de
PHA, mientras que a una longitud de ciclo larga (24 horas) se favorecié mas la de PHA.
En ambas comunidades parecia dominar el mismo microorganismo, lo que sugiere una
respuesta metabdlica mas que de competencia microbiana.

Diversos estudios han evaluado el potencial de cultivos bacterianos seleccionados
para metabolizar fracciones de glicerol y metanol presentes en glicerol crudo [30]. Sin
embargo, en el presente estudio se observé que el glicerol actué como la Unica fuente
de carbono que contribuy6 a la acumulacién de dos biopolimeros: polihidroxibutirato
(PHB) y un biopolimero de glucosa (GB). Los resultados obtenidos muestran que
el cultivo alcanzé un contenido méaximo de PHB del 47 % del peso celular seco, con
una productividad de 0,27 g/L-d, empleando cultivos mixtos aerobios y un sustrato de
desecho real con materia organica compuesta por &cidos grasos no volatiles.
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Cabe destacar que el uso de glicerol crudo como sustrato permite la produccién de
PHA sin la necesidad de etapas previas de pretratamiento. Esta caracteristica confiere
al proceso una ventaja significativa en términos de viabilidad econémica, al reducir los
costos operativos y mejorar la competitividad del biopolimero en el mercado.

Residuos lignoceluldsicos

En la Ultima década, ha crecido significativamente el interés en la investigacién sobre el
aprovechamiento de materiales de origen biolégico recuperados de labiomasaresidual. Este
enfoque se centra en la utilizacion de bioproductos extraidos, recuperados y/o sintetizados
paraaplicacionesindustriales esenciales, alineadas con los objetivos de sostenibilidad dentro
de una bioeconomia futura. En particular, el uso eficiente de materias primas derivadas de
la biomasa, especialmente aquellas provenientes de materiales lignocelulésicos (biomasa
vegetal compuesta principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina), representa un area
clave de innovacion. Estas materias primas tienen un alto potencial para aplicaciones a gran
escala, impulsadas por investigaciones orientadas al desarrollo y la implementacion de
biorrefinerfas. Estas instalaciones multietapa y multiproducto estan disenadas para procesar
materias primas especificas de origen biolégico y producir productos como biopolimeros.
En este contexto, diversos investigadores han estudiado los recientes avances en el uso de
biomasa lignoceluldsica para la produccion de polithidroxialcanoatos) (PHA), un ejemplo
destacado de esta linea de investigacion [31].

Unodelos principales dambitosindustriales que genera grandes cantidades de subproductos
eslaindustria de transformacion de la madera como la celulosay la hemicelulosa contenidas
en los residuos que pueden convertirse en mondmeros de azicar C5 y C6 mediante
hidrolisis en condiciones acidas (hidrdlisis acida concentrada o diluida) o tratamiento
quimico y enzimatico combinado. Los azlicares obtenidos pueden utilizarse como fuentes
de carbono para la producciéon quimica y de biopolimeros mediante fermentacion. Esta
fermentacion de los azUcares producidos puede llevarse a cabo simultdneamente con la
hidrdlisis enzimatica o por separado. La principal ventaja de llevar a cabo la hidrdlisis y la
fermentacion en operaciones unitarias separadas es que cada unidad se ejecuta en sus
condiciones éptimas, mientras que los beneficios de un proceso simultdneo de hidrolisis
y fermentacién, aparte de la reduccién de la inversion de capital, es el consumo directo
de los azlcares producidos por el microorganismo fermentador y, por lo tanto, hay una
inhibicion insignificante de las enzimas productoras finales. Hasta ahora, la investigacion
se ha centrado principalmente en la produccion de etanol por fermentacion a partir de
los compuestos del hidrolizado utilizando diversos microorganismos, como Saccharomyces
cerevisiae, Zymomonas mobilis y Escherichia coli [32].

Otro sector industrial importante que genera grandes cantidades de residuos
lignoceluldsicos es la industria de la pasta y el papel. Los principales compuestos de los
licores usados de las fébricas de pasta son la lignina o los lignosulfonatos, en el caso del
proceso al sulfito, y los monémeros de azlcar resultantes de la descomposicion de las
hemicelulosas durante el proceso de digestion. Estos mondmeros son principalmente
azlcares C5 y (6, a saber, xilosa, arabinosa, manosa, galactosa y glucosa. También se
produce acético a partir de la degradacion de las hemicelulosas. La utilizacion del licor de
sulfito usado o licor negro para la produccién de productos quimicos y biopolimeros no se
ha estudiado en detalle. La investigacion centrada en la fermentacién de hidrolizados de
madera para la producciéon quimica podria adaptarse en el caso de los licores usados [33].
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Se ha propuesto que el carbono orgénico de las aguas residuales de la fabrica de
papel se pueda fermentar para preparar un sustrato rico en AGV para el posterior
enriquecimiento de la comunidad microbiana productora de PHA [34], donde las aguas
residuales de las papeleras muestran las siguientes caracteristicas (Tabla 2).

Tabla 2. Composicién fisicoquimica de efluentes de la industria papelera: caracterizacion de sélidos, materia
organica y nutrientes [34]

Pardmetro
Solidos Totales Suspendidos
(STS) iniciaFI) 020029/t
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) inicial 263+03g/L
Glucosa 8+1mM
Acidos grasos Volatiles (AGV) 79 +4 mM
NH4+ 047 £0,02mM

En este contexto, el uso de la cepa Saccharophagus degradans (ATCC 43961) ha mostrado
avances significativos en la biorremediacién de residuos lignocelulésicos generados
por la industria tequilera, asi como en su potencial aplicacion para la produccion de
bioplésticos como productos de valor agregado [35]. La utilizacion de S. degradans resulta
especialmente atractiva debido a su cardcter no patdgenoy a la presencia de complejos
multienzimaticos altamente especializados que actlan en consorcio, permitiéndole
despolimerizar y metabolizar una amplia variedad de polisacaridos complejos e
insolubles (PCl). Ademas, estudios de identificacion gendmica han confirmado la
presencia de tres enzimas clave involucradas en estos procesos.

Se ha demostrado que S. degradans posee la capacidad de hidrolizar celulosa cristalina,
y se ha evaluado el efecto de la lignina sobre la cinética de crecimiento, determinandose
que esta influye sustancialmente al prolongar el tiempo necesario para alcanzar la fase
de crecimiento exponencial, aunque sin afectar la biomasa total producida. Asimismo,
se ha observado que S. degradans es capaz de acumular polihidroxialcanoatos (PHA)
en condiciones de agotamiento de nitrégeno, alcanzando concentraciones de hasta
aproximadamente 1,5 mg/mL de biomasa total.

La busqueda constante de nuevas cepas bacterianas capaces de almacenar
polihidroxialcanoatos (PHA) utilizando fuentes de carbono més econdmicas y
renovables ha llevado a explorar entornos novedosos y diversos, como es el intestino
de las termitas [36]. En este contexto, se identificaron tres cepas bacterianas aisladas del
intestino de la termita superior Macrotermes carbonarius que demostraron capacidad de
acumulacion de PHA mediante estudios microscépicos y experimentos de produccion.
Estas cepas mostraron un 99 % de homologia con Bacillus megaterium'y Bacillus flexus,
caracterizadas por su rapido crecimiento y mayor capacidad de acumulacion de PHA.

Los andlisis realizados indicaron que estas cepas eran capaces de acumular PHA durante
la fase de crecimiento utilizando diversas fuentes de carbono, incluidas glucosa, fructosa,
acetato soédico, valerato sodico y 1,4-butanodiol. Ademds, el andlisis del polimero
mediante cromatografia de gases reveld que estaba compuesto principalmente por
poli(3-hidroxibutirato) (PHB).
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La hidrdlisis de celulosa mediada por rutenio en un proceso de biorrefineria podria ser
considerada como una alternativa en la produccién de bioplasticos a partir de biomasa
celuldsica [37]. Para eso estudios previos se han realizado en la obtencion de poli(3-
hidroxibutirato) [P(3HB)] a partir de glucosa utilizando como fuente celulosa de residuos
generado utilizando E. coli recombinante con rutenio como catalizador.

El empleo de lodos activados procedentes de fabricas de papel se ha identificado como
una alternativa prometedora para la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA) [38]. Esta
estrategia se fundamenta en la seleccion de organismos acumuladores de glucdgeno
(GAOs, por sus siglas en inglés) mediante la alternancia controlada de condiciones
anaerobias y aerobias. Como parte del proceso, durante la fermentacion acidogénica se
aplica un pretratamiento dirigido a transformar diversos compuestos orgénicos en 4cidos
grasos volatiles (AGV), que sirven como sustratos ideales para la posterior sintesis de PHA.

El enriguecimiento microbiano dio como resultado un cultivo dominado por
Defluvicoccus vanus (56 %) y Candidatus Competibacter phosphatis (22 %). La optimizacion
de la acumulacién de PHA por el cultivo enriquecido de GAOs se llevd a cabo mediante
experimentos por lotes. En condiciones anaerobias, laacumulacion de PHA estuvo limitada
por la disponibilidad de glucdgeno intracelular almacenado, mientras que en condiciones
aerobias se observo una produccion significativa de glucégeno, alcanzando hasta el 25 %
del peso seco del lodo, junto con una acumulacién de PHA de hasta el 22 % del peso seco.

Posteriormente, al aplicar un periodo anaerdbico tras un periodo aerdbico inicial, el
glucdgeno producido se utilizé para incrementaradin mas laacumulacion de PHA, logrando
un contenido maximo de PHA del 42 % del peso seco del lodo. El rendimiento total del
proceso fue de 0.10 kg de PHA por cada kilogramo de DQO del influente tratado. Este
proceso se desarrollé utilizando un ciclo “feast/famine” (festin/hambruna), que permitié el
enriquecimiento y seleccion eficiente de cepas bacterianas acumuladoras de PHA.

Residuos municipales y lodos de depuradora

Los lodos primarios y los lodos activados por residuos (Waste Activated Sludge,WAS)
generados en las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales se han
estudiado con frecuencia para la produccion de AGV debido a los enormes volumenes
generados en el tratamiento bioldgico de aguas residuales [39].

Ambos residuos presentan un alto contenido de materia orgénica, con una DQO total
que oscilaentre 14800 mg/Ly 23000 mg/L, lo que los convierte en fuentes prometedoras
para la produccion de AGV. No obstante, la DQO soluble de los lodos suele ser entre diez
y cien veces menor que su DQO total [40], lo que limita la disponibilidad inmediata de
sustratos solubles. Esta condicién retrasa la produccion de AGV, dado que la hidrolisis de
la materia organica particulada en los lodos constituye el paso limitante del proceso. Por
ello, se requieren mayores esfuerzos para optimizar la etapa de hidrolisis, por ejemplo,
mediante la aplicacion de pretratamientos especificos.

El contenido y la tasa de produccion de PHA alcanzados por los lodos activados se

han comparado con los resultados obtenidos mediante fermentacién con cultivos
puros [41]. Por ejemplo, utilizando cepas de Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus y E.
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coli recombinante, se reportaron contenidos de PHA del 74 %, 50 % y 76 % del peso
seco celular, respectivamente [42]. Estos valores son considerablemente superiores al
contenido de PHA tipico obtenido por los lodos activados, que generalmente no supera
el 30 % del peso seco de los lodos.

No obstante, para que la produccion de PHA sea econdémicamente viable, es
fundamental alcanzar contenidos superiores al 80% del peso seco celular. Esto
subraya la importancia de optimizar la capacidad de acumulacién de PHA en los lodos
activados. Aun asi, estos lodos han demostrado un notable potencial en términos de
tasa de produccién, alcanzando 28 mg C/g SS/h (miligramos de carbono producido
por gramo de soélidos suspendidos por hora), valor comparable al de los cultivos puros.
Este rendimiento evidencia la viabilidad de los lodos activados como sistema alternativo
para la obtencion de PHA a escala industrial.

Residuos alimentarios

Los principales sustratos de carbono de bajo costo de la industria alimentaria pueden
utilizarse también para producir PHA. Por ejemplo, las aguas residuales de las almazaras, las
melazas, el licor de remojo de maiz, las aguas residuales amilaceas, el salvado de arroz, el
salvado de trigo y el efluente de los molinos de aceite de palma. Los residuos alimentarios
tienen un alto contenido en humedad y materia orgdnica, por lo que serfan un sustrato
ideal para la digestion anaerobia. Los residuos alimentarios o de cocina son el componente
dominante (22-54 %) en los enormes volumenes de residuos sélidos urbanos y tienen una
elevada DQO total en un rango de 91 000- 166 180 mg/L [43]. Los acidos grasos volatiles
generados en los pasos de la digestion anaerobia (hidrdlisis, acidogénesis y acetogénesis)
son sustratos criticos para los microorganismos implicados en la produccion de plésticos
biodegradables y bioenergia; por lo que la acidogénesis de los residuos alimentarios
también puede generar subproductos valiosos como H, o polihidroxialcanoatos. Esto ha
hecho que, en los ultimos afos, la valorizacion de los residuos alimentarios cobre impulso y
pueda desempenar un papel fundamental en la era de la bioeconomia en lo que respecta
a la produccion de productos quimicos y biopolimeros [44].

En un resumen del flujo de residuos aptos para la produccién de PHA (Tabla3) se observa
que solo tres corrientes de residuos contienen suficiente materia orgénica (DQO) para
producir 3 500 toneladas de PHA/ano. La concentracion de estos flujos oscila entre
1,9 y 50 kg DQO m*. La produccién de PHA que utiliza el flujo mas grande no es util
debido a la alta diluciéon del sustrato y a su disponibilidad durante sélo 3 meses al afio,
lo que conduce a un reactor grande e improductivo. Los residuos vegetales, frutales y
de jardinerfa son residuos solidos y deben acidificarse antes de su uso. Esto supone un
paso adicional en el proceso de produccién. Dado que sélo una pequena parte de los
residuos vegetales se solubilizard, seguird existiendo un gran problema de eliminacion.
El percolado de la fraccién orgédnica humeda de los residuos domésticos se considera
el mas adecuado para la produccién de PHA. Tiene una concentracidon muy alta de
acidos grasos volatiles, estd disponible en grandes cantidades y se puede transportar
facilmente. Existen varios informes sobre la produccion de dcidos grasos volatiles a partir
de efluentes de molinos de aceite de palma tratados anaerébicamente y la utilizacion de
estos dcidos organicos para producir PHA [4].
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Tabla 3. Potencial de flujo y disponibilidad de residuos orgnicos como sustratos para la produccion de
polihidroxialcanoatos (PHA) [4]

Capacidad Produccion

Flujo Disponibilidad *DQO (kg

Fuente de sustrato o = 5 (tonDQO/ (ton PHA/

(m*h?)  (mes/afio)  DQO/m?3) i) afio)

Produ(cjoon de fécula 300 D 25 6750 2431
e patata

AzUcar de remolacha 3750 3 19 15604 5773

Aguasresidualesde | 5, 12 208 7358 2723
cerveceria

Hortalizas, frutas y % - 15 1774 4356
verduras

Basura doméstica 30 12 50 13333 4933

*DQO: Demanda Quimica de Oxigeno, PHA: polihidroxialcanoatos

En tabla anterior se muestra los valores obtenidos de Capacidad que indica la capacidad
total de carga de demanda quimica de oxigeno (DQO) que se puede manejar o convertir
en un proceso en funcién del volumen total de flujo del sustrato (m?) y su concentracion
de DQO (kg DQO/m?).

La férmula para calcular la capacidad en toneladas de DQO/m” es:
Capacidad (ton DQO) =Flujo (m?/h) x Disponibilidad (horas/afio) x DQO (kg/m?)

Entre las fuentes analizadas, el azlcar de remolacha mostré la mayor capacidad,
alcanzando 15604 toneladas de DQO al afo, debido a su alto flujo de 3750 m?/h,
aunque con una disponibilidad limitada de tres meses al afio. Por el contrario, los
residuos de hortalizas, frutas y verduras, con una disponibilidad continua de 12 meses,
registraron una capacidad de 11 774 toneladas de DQO anuales, gracias a su elevada
concentracion de 15 kg/m? de DQO. Estos resultados evidencian que la combinacion
de flujo, disponibilidad y concentracién de DQO es determinante para maximizar la
capacidad de carga organica de los sustratos y, por ende, su potencial para ser utilizados
en procesos de fermentacion para la producciéon de PHA.

Melaza

La melaza es un subproducto viscoso obtenido de la transformacion de la cafa de azicar
o la remolacha azucarera en azlcar. Existen dos tipos de melazas: la melaza sulfurada 'y la
melaza no sulfurada. La melaza sulfurada se forma durante la extraccion del aztcar de la
cafa de azUcar verde inmadura cuando se afade diéxido de azufre como conservante
durante el proceso de extracciéon del azlicar. La melaza no sulfurada procede de cafa de
azUicar madura que no requiere tratamiento con azufre [45]. La melaza de cafa de azlcar
se compone principalmente de sacarosa y fructosa y en la etapa previa de la produccion
de PHA, la fermentacién acidogénica, el propionato y el valerato son los productos
dominantes [46]. Es importante recordar que los productos de la fermentacion acidogénica
dependen de las propiedades de los bioplasticos obtenidos.
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Se ha llevado a cabo una cantidad razonable de investigacién sobre la utilizacion de
melazas fermentadas para la produccion de PHA. Se ha reportado que, a partir de un cultivo
bacteriano mixto operado en un reactor de secuenciacién discontinua (SBR) bajo un régimen
de alimentacién dindmica aerébica (Aerobic Dynamic Feeding, ADF), es posible alcanzar una
produccion de P(3HB-co-3HV) equivalente hasta el 30 % del peso seco total de la biomasa,
con una concentracion méaxima de 3,5 g/L. Microorganismos como Thauera, Azoarcus y
Paracoccus se han identificado con frecuencia como productores clave de PHA [47].

Ademads, se ha investigado la produccién de polihidroxialcanoatos (PHA) en condiciones
aerobias utilizando cultivos microbianos mixtos acumuladores de glucégeno (OAG) y
melaza de cana de azlcar fermentada como sustrato [48]. Los altos rendimientos de
polimero y las elevadas tasas de produccién obtenidas indican que el enriquecimiento
de OAG podria ser una estrategia efectiva para la produccion de PHA en cultivos mixtos
empleando sustratos de desecho.

Residuos del proceso de fabricacion de margarina.

En el proceso de la fabricacion de margarina los residuos obtenidos también se
constituyen en otra posibilidad de sustrato para obtener PHA. En este proceso, los aceites
vegetales o las grasas animales se modifican mediante hidrogenacion, reordenacion y
fraccionamiento, mezcldndose con agua, salmuera e ingredientes en polvo. En la mezcla
se incluyen aditivos (vitaminas, emulsionantes, sal, aromas) para mejorar la calidad del
producto y potenciar su sabor. La mezcla es sometida a temperaturas de 50-60°C, lo que
dalugara la formacion de una emulsién (margarina) que luego se pasteuriza y se envasa.
Alrededor del 1 % de la produccion de margarina da lugar a la generacion de residuos
que contienen grasa y que requieren una eliminacion o tratamiento adecuados. Los
residuos que contienen grasa suelen eliminarse de los efluentes acuosos producidos
por la planta en un separador por gravedad [49]. Aunque su valor comercial es bajo, suele
venderse a empresas de reciclaje de aceites. Los materiales que contienen grasa se han
propuesto como materias primas para la produccion de productos de valor afadido,
concretamente polihidroxialcanoatos.

Los residuos de margarina no contienen nitrégeno y su composicion principal se
describe en la tabla 4:

Tabla 4. Perfil de composicion de residuos generados en la produccién de margarina [49]

Componente Porcentaje en peso

Acidos grasos libres 63,21 (£2,01)
Glicerol nd.
Carbohidratos 10,70 (£ 0,81)
Compuestos inorganicos <05
Agua 6,80 (£ 2,97)
Monoacilglicerol 0,22 (£0,16)
Diacilglicerol 2,73 (£ 044)
Triacilglicerol 16,13 (£2,27)
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Bagazo de frutas

En un estudio reciente, se emplearon residuos de 11 tipos de alimentos, los cuales
fueron previamente homogeneizados mediante batido mecanico y posteriormente
diluidos para su utilizacion (Tabla 5). Adicionalmente, subproductos de la industria
alimentaria, como el bagazo de nueve tipos de frutas—incluyendo albaricoques,
cerezas y uvas—, han demostrado un alto potencial como alternativas sostenibles a
los azlcares y acidos grasos de alto costo, comunmente utilizados como fuentes de
carbono en fermentaciones bacterianas [50].

Estos residuos representan una opcién viable para la produccion aséptica de
polihidroxialcanoatos de cadena media (mcl-PHA) a través del empleo de cultivos puros
de pseudomonas, lo que abre nuevas oportunidades para el desarrollo de procesos
biotecnoldgicos mas eficientes y econdmicamente viables.

Tabla 5. Composicién proximal de residuos alimentarios domésticos [50]

Residuos de alimentos Porcentaje en peso (% p/p)

Col 17
Cascara de banano 13,5
Céscara de naranjas 5
Esponjas vegetales 5

Peras 7
Manzanas 85
Apio 5
Fideos 8
Arroz cocido 9
Patatas 17
Zanahorias 5

En la mayoria de los pafses se genera una gran cantidad de residuos de frutas provenientes
del prensado de uvas y la destilacion de frutas como albaricoques y cerezas. Estos residuos,
conocidos como orujos 0 bagazos, estdn compuestos por pieles, pulpa, tallos y semillas,
y aunque generalmente son considerados desechos sin valor, su elevado contenido de
polisacéridos (celulosa, hemicelulosa, almidon y pectina) a menudo pasa desapercibido.
Dichos polisacaridos pueden ser aprovechados como sustratos de carbono para la
fermentacion y la generacion de acidos grasos volatiles (AGV).

Como ejemplo, los anélisis realizados sobre el filtrado y centrifugado del bagazo de
frutas, tras la adicion de agua estéril (10 g de orujo + 40 g de agua estéril), se muestran en
la Tabla 6 [51]. En estos resultados se identifican los componentes aptos para la generacién
de AGV'y su posterior uso en la produccién de PHA.
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Tabla 6. Perfil de composicion de bagazos: azdcares, dcidos organicos y taninos [51]

Componente g/Kg

AzUcares (glucosa y fructosa) 106-164
Etanol 0-50
Tartrato 11,1-199
Malato 0,668
Succinato 0-06
Lactato 0-4,6
Acetato 0-03
Polvo de Tanino 0,8-7.9

Residuos de malta de la fabricacion de la cerveza y residuos de soja

El uso de residuos agroindustriales como fuentes de carbono para la produccion de
bioplasticos ha sido ampliamente estudiado, destacandose los subproductos de la
industria cerveceray la produccion de soja. En particular, se ha investigado la aplicacion
de residuos semisélidos de soja (87 % de humedad) y malta molida seca como
sustratos para procesos fermentativos. En un estudio, estos residuos fueron sometidos
a un pretratamiento con HCl a 100 °C durante 8 horas, seguido de un proceso de
centrifugacion. Posteriormente, el sobrenadante fue neutralizado a pH 7 y diluido hasta
un volumen final de 8 L para su utilizacion en la produccién de biopolimeros [52].

Desde un punto de vista estequiométrico, la relacion carbono/nitrégeno (C/N) de estos
residuos se ha determinado en 7:1 y 8:1, respectivamente, lo que resalta su potencial
como sustratos en la biosintesis de bioplésticos, optimizando tanto el rendimiento del
proceso como la composicién final del polimero obtenido.

Un aspecto destacado del estudio es que, al utilizar cepas recombinantes de A. latus
DSM 1124, se logré un rendimiento de produccion de polimeros de hasta el 70 % (g
de polimero/g de célula) y un peso seco celular de 32 g/L utilizando exclusivamente
residuos de malta. Ademads, los resultados demostraron que, dependiendo del tipo
de residuo alimentario empleado, es posible obtener distintos copolimeros de
polihidroxialcanoato (PHA) con propiedades diferenciadas.

Residuos de café usados (borra)

La borra es el residuo de la fraccion sélida derivada de las industrias del café, cuya
eliminaciéon representa un grave problema medioambiental. El hidrolizado de borra
pudo ser convertido en polihidroxialcanoatos mediante accién de Burkholderia cepacia.
La bacteria es capaz de utilizar el hidrolizado y producir copolimero de 3-hidroxibutirato
y 3-hidroxivalerato. El dcido levulinico, probablemente sirve como precursor del 3HV
para la biosintesis del copolimero [53].

Suero de queso

El suero es un subproducto generado durante la produccién de queso o caseina, y reviste
gran importancia en la industria ldctea no solo por su composicion nutricional, sino
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también por los elevados volumenes producidos. Se estima que la produccion mundial de
suero alcanza entre 180y 190 millones de toneladas por afo, de las cuales solo alrededor
del 50 % se somete a procesamiento. Aproximadamente la mitad del suero producido a
nivel mundial se destina a la elaboracién de diversos productos alimenticios y piensos:
cerca del 50 % se emplea directamente en forma liquida, el 30 % se transforma en suero
en polvo, el 15 % se procesa como lactosa —también considerada un subproducto—y el
resto se utiliza para obtener concentrados de proteinas de suero [54].

En la Unién Europea se produce un total de 40 millones de toneladas/afo de lactosuero;
el excedente anual de lactosuero es de 13 millones de toneladas, que contienen unas
619 250 toneladas de lactosa. En la actualidad, este excedente no se utiliza para la
produccion de lactosa, por lo que su eliminacion representa un grave problema desde
el punto de vista econémico. Su uso como medio de fermentacién puede ser ventajoso
no solo para el medio ambiente, sino también para una economia sostenible [55].

En los Ultimos afos, el suero de queso ha sido empleado en diversas bioconversiones,
destacandose como un sustrato versatil para aplicaciones industriales y biotecnolégicas.
Entre sus usos, se incluyen la produccién de biomasa microbiana como suplemento
alimenticio para animales, la generacién de biogas a través de bacterias metanogénicas
anaerobias, y la produccién de bioetanol mediante Kluyveromyces marxianus o cepas
recombinantes de Saccharomyces cerevisiae. Ademas, el suero de queso hidrolizado, rico
en lactosa, se ha utilizado para la sintesis de edulcorantes y suplementos dietéticos [56].

En la actualidad puede ser interesante considerar la posibilidad de utilizar el suero de
quesodebidoalas nuevas demandas como sintesis de bioplasticos (polihidroxialcanoato
PHA) y otros usos.

El lactosuero representa entre el 80 y el 90 % del volumen de leche procesada, donde
solo la mitad de este suero se convierte en productos Utiles para el consumo animal y
humano, mientras que el resto se elimina como residuo causando graves problemas
medioambientales debido a su elevada demanda quimica de oxigeno (DQO entre 50 y
70g L") derivada de su alto contenido en lactosa (70-75 %) y proteinas solubles (10-15 %).
Suele mezclarse con el agua de lavado del vertido del lactosuero en pequefas industrias
dando lugar a un efluente que contiene alrededor de 2 a 4 g DQO L' requiriendo un
tratamiento previo al vertido generalmente costoso que obliga a buscar una alternativa
mas barata en pequefas industrias.

Varias bacterias, como Paracoccus hydrogenovora, Hydrogenophaga pseudoflavay Haloferax
mediterranei presentan limitaciones en la produccion de PHA a partir de lactosuero; sin
embargo, se han reportado mejoras significativas mediante la coalimentacion con
pentanoato y la utilizacion de cultivos mixtos [57]. Estudios previos han demostrado la
viabilidad del lactosuero como sustrato para la obtencién de PHA y dcidos grasos voldtiles
(AGV) bajo condiciones controladas, lo que evidencia su potencial como materia prima
para procesos de valorizacion biotecnoldgica [58].

La aplicacion de un enfoque de tres etapas para la producciéon de polihidroxialcanoatos

(PHA) ha demostrado ser una estrategia efectiva, en la cual se emplean cultivos
microbianos mixtos en combinacion con sustratos de bajo costo, como el suero de
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queso y la melaza de cafa de azUcar. Estos subproductos agroindustriales han sido
utilizados como fuentes de carbono en el desarrollo de modelos y estrategias de
produccion optimizadas para este biopolimero [59].

Durante la fase acidogénica, la composicién del sustrato influye significativamente
en el perfil de los productos fermentativos, determinando la proporcion de los &cidos
grasos volatiles (AGV) generados. Se ha observado que el suero de queso favorece la
produccion de acetato y butirato, mientras que la melaza de cafa de azlcar promueve
la formacién de propionato y valerato como metabolitos predominantes.

En las etapas posteriores del proceso, las condiciones de cultivo y la seleccion de
microorganismos enriquecidos en PHA estan directamente influenciadas por estas
diferencias en la composicion de los AGV. La concentracion final del polimero obtenido
depende de la proporcion de mondémeros de 3-hidroxibutirato (HB) y 3-hidroxivalerato
(HV) generados en la fase acidogénica, lo que resalta la importancia del control de la
fermentacioninicial para la optimizacion del rendimientoy lacomposicion del biopolimero.

Los resultados muestran que los cultivos seleccionados alcanzan un maximo de produccién
de PHA del 56 % al utilizar melaza de cafa y del 65 % cuando se emplea suero de queso.

Residuos del aceite de palma

La industria del aceite de palma genera una gran cantidad de residuos provenientes de
los molinos de procesamiento, incluyendo céscaras, fibras y efluentes. Estos materiales
residuales, abundantes y renovables, tienen el potencial de ser utilizados como biomasa
para la produccién de combustibles alternativos, electricidad o bioplasticos.

Los residuos lignoceluldsicos derivados de estos procesos contienen altas proporciones
de celulosa (50 %), hemicelulosa (25 %) y lignina (25 %). Los componentes holoceluldsicos
(celulosa y hemicelulosa) pueden transformarse en azlcares fermentables, que
constituyen recursos renovables clave para aplicaciones industriales [60]. Especificamente,
lahemicelulosay la celulosa pueden hidrolizarse en xilosa y glucosa mediante tratamientos
acidos y procesos de sacarificacion enzimdtica. Por otro lado, la lignina puede eliminarse
eficientemente mediante pretratamientos quimicos o térmicos.

La sacarificacién enzimdtica ofrece un control mas preciso sobre la degradacion de la
celulosa en glucosa, mientras que los tratamientos dcidos pueden generar subproductos
adicionales. Para optimizar estos procesos, es posible aplicar pretratamientos fisicos y
quimicos que incrementen la produccion de enzimas celuliticas por parte de hongos
y bacterias. Estos pretratamientos promueven una mayor conversion de celulosa en
azlcares fermentables.

Estudios recientes sobre la bioconversion de residuos de palma en aztcares han demostrado
que esta biomasa es una materia prima adecuada para procesos de fermentacion industrial,

destacdndose como una opcidn viable para la produccién de PHA.

Ademas de la biomasa sélida, la industria del aceite de palma genera grandes volumenes
de efluentes liquidos, denominados efluentes de molino de aceite de palma (Palm Qil
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Mill Effluent, POME). Estos efluentes se caracterizan por una elevada demanda quimica
de oxigeno (DQO), con valores que pueden alcanzar hasta 8 000 mg/L. Durante etapas
del proceso como la esterilizacién de racimos de fruta fresca, la clarificacion del aceite
y las operaciones de hidrociclén, el POME puede producir &cidos grasos volatiles (AGV)
con concentraciones de hasta 15 300 mg/L [61].

Debido a su alto contenido orgénico, el POME debe ser pretratado antes de su disposiciéon
final en el medio ambiente. Para reducir la DQO desde aproximadamente 50 kg/m® hasta
0,1 kg/m? la digestion anaerobia se utiliza cominmente como tratamiento primario [62].
Durante la primera etapa de este proceso, bacterias acidogénicas descomponen el aceite
residual y los materiales lignocelulésicos presentes en el POME, generando &cidos orgénicos.

Estudios recientes han demostrado que los 4cidos organicos obtenidos a partir de POME
clarificado pueden emplearse como sustratos para la producciéon de PHA, y su calidad es
comparable ala de los &cidos organicos de origen comercial. Por ejemplo, cepas bacterianas
como Rhodobacter sphaeroides, Cupriavidus necator ATCC 17699 y Comamonas sp. EB172
han logrado transformar eficazmente estos acidos orgénicos en polimeros PHA [63].

Asimismo, se ha informado sobre la produccién de PHA utilizando cultivos microbianos
mixtos en un proceso de fermentacién en dos etapas: la fermentacion anaerébica
acidogénicay la acumulacién aerdbica de PHA [64]. Al alimentar a estos cultivos con AGV
derivados del POME fermentado anaerébicamente, se alcanzé una alta acumulacion de
PHA, con un contenido maximo del 40 % del peso celular seco, acompafado de una
eliminacion superior al 80 % de la DQO.

La acumulacion de PHA utilizando cultivos microbianos mixtos presenta varios retos,
como la seleccién de consorcios microbianos adecuados con capacidad para una
elevada acumulacion de PHA y el desarrollo de operaciones de bajo coste de unidades
de procesamiento aguas abajo. El procesamiento posterior es el paso para la extraccion
y purificacién del PHA acumulado intracelularmente. El método de recuperaciéon de
PHA depende de los cultivos microbianos mixtos con acumulacion de PHA. Asi, el
cultivo mixto en POME ha permitido una produccion significativa de PHA, pero puede
aumentar la complejidad de la recuperacion del PHA de las células. Por otro lado, es
necesario controlar los tipos de biopolimeros producidos por la poblacion microbiana.
Ademas, la estrategia de fermentacion debe centrarse en optimizar el contenido de PHA
y la productividad volumétrica [63]. La estrategia propuesta no sélo deberfa reducir los
costos globales de produccion de PHA, sino también ayudar a resolver los problemas de
gestion de residuos en la industria del aceite de palma.

CONCLUSIONES

La valorizacién de biomasa, especialmente de aquellas fuentes ricas en carbono,
representa una oportunidad inigualable para transitar hacia una economia méas sostenible
y circular. Esta revisién sistematica ha evidenciado un creciente interés en el desarrollo
de tecnologfas innovadoras para transformar la biomasa en productos de alto valor
agregado. Sin embargo, persisten desafios relacionados con la heterogeneidad de las
fuentes, la optimizacion de procesos v la escalabilidad. Las perspectivas futuras apuntan
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hacia un panorama prometedor, con el surgimiento de nuevas tecnologias, la integracion
de biorrefinerias y el desarrollo de biomateriales avanzados. La bioeconomia circular,
combinada con otras tecnologias emergentes, permitird una utilizacién mas eficiente de la
biomasa y una reduccion significativa de las emisiones de gases de efecto invernadero. En
conclusion, la valorizacion de biomasa es un campo en constante evolucion que requiere
de una mayor inversion en investigacion y desarrollo para aprovechar todo su potencial
y contribuir a un futuro més sostenible. En lo que se refiere a los &cidos grasos volatiles,
todavia se requiere mds investigacion y desarrollo para explorar nuevas tecnologias para
producir polihidroxialcanoatos con calidad consistente a partir del tratamiento de aguas
residuales utilizando AGV para asegurar sostenibilidad en los procesos.
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Hacia una definicion del Computing Continuum

Abstract

The evolution of the Computing Continuum, coupled with DevOps practices, marks a
significant transformation in modern computing. This paper examines the integration of cloud,
fog, edge, and Internet of Things (IoT) technologies to enhance resource utilization, scalability,
and collaboration. The synergy between DevOps and orchestration systems automates
essential processes, optimizing both performance and security. Despite challenges such
as coordination complexities and talent shortages, these advancements hold the potential
for increased flexibility and efficiency in Computing Continuum environments. The paper
concludes by proposing a definition of the Computing Continuum, informed by state-of-the-
art concepts and the interplay between multi-architecture orchestration and DevOps culture.

Keywords: Cloud-to-Edge continuum, Cloud-to-Things continuum, Fog computing, Edge
computing, loT application, DevOps culture, Orchestration and Resource Management.

Resumen

La evolucién del Computing Continuum, junto con las practicas de DevOps, marca una
transformacion significativa en la computacién moderna. Este documento examina la
integracion de las tecnologias Cloud, Fog, Edge e Internet of Things (IoT) para mejorar
la utilizacion de recursos, la escalabilidad y la colaboracién. La sinergia entre DevOps y
los sistemas de orquestacion automatiza procesos esenciales, optimizando tanto el
rendimiento como la seguridad. A pesar de los desafios como las complejidades de
coordinacion y la escasez de talento, estos avances tienen el potencial de aumentar la
flexibilidad y la eficiencia en los entornos del Computing Continuum. El documento
concluye proponiendo una definicion del Computing Continuum, basada en conceptos
de vanguardia y la interaccion entre la orquestacion multiarquitectura y la cultura DevOps.

Palabras clave: Continuidad de la Nube al Borde, Continuidad de la Nube al IoT,
Computacién en la Niebla, Computacion en el Borde, Aplicaciones loT, Cultura DevOps,
Orquestacion y Administracion de Recursos.

INTRODUCTION

Since the early 21st century, computational capabilities have addressed significant human
needs, leading to the development of methods and tools to ensure continuity across
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various domains such as data, infrastructure, operations, and development. A Computing
Continuum system is designed to manage continuous data streams and enable real-time
avances  processing for ultra-scale computing applications. Different definitions of Computing
" Continuum exist, such as the one in [1], which focuses on integrating resources from the
edge to the cloud to support dynamic, data-driven applications, or the approach in [2],
which introduces a “Markov Blanket"-based methodology to manage distributed systems,
overcoming current limitations and establishing a more flexible framework.

The contemporary computing landscape is dynamic, heterogeneous, and vast,
necessitating a paradigm shift for effective management and orchestration of
applications across this complex ecosystem. The Computing Continuum extends
beyond the traditional cloud model, incorporating entities like edge devices, fog nodes,
and the IoT, all contributing to the continuum by providing analysis, processing, storage,
and data generation capabilities.

Architecturally, a Computing Continuum system encompasses large-scale, complex, and
distributed systems, combining parallel computing, heterogeneity, scalability, and large
data volumes. Applications within this continuum often scale by orders of magnitude,
similar to ultra-scale computing systems [3]. However, while ultra-scale computing focuses
on extending individual systems, the Computing Continuum seeks to unify computing
resources into a seamless continuum. The shared architectural features suggest that ultra-
scale computing systems can be components of a Computing Continuum.

The primary objective in application deployment within the continuum is to leverage
its extensive capabilities. This includes the low latency and proximity benefits of edge
computing and the scalability of cloud data centers, as well as the integration of
resources across edge, core, and data paths to support dynamic, flexible, data-driven
workflows. Effective orchestration is crucial in this context.

Orchestration systems automate the seamless delivery of applications across diverse
cloud environments, ensuring that Quality of Service (QoS) objectives are met. These
systems manage tasks like resource selection, deployment, monitoring, and runtime
control. The rise of DevOps has significantly transformed software development and
delivery, emphasizing collaboration and agility. The synergy between orchestration and
DevOps strengthens the Computing Continuum by fostering efficiency, flexibility, and
resilience in managing applications across diverse architectures.

This work is divided into four sections. The first one will address topics related to the
concept of the Computing Continuum and related works (the bibliography is extensive,
so individual articles may be omitted). The second will present the contributions of
orchestration and DevOps CI/CD to the Computing Continuum. The third will discuss
how the contributions of Synergy into Apps, Orchestrations, Devops and infrastructure
section relate to those outlined in the concept of Computing Continuum and related
works section. Finally, the fourth section will present the conclusions of this work. It
should be noted that this study is an exploration of the extensive theory surrounding
the concept of the Computing Continuum, the characterization of the challenges to be
faced, and proposals for potential solutions based on well-defined topics (Orchestration
and DevOps). This is why we do not include use cases in this work.
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CONCEPT OF COMPUTING CONTINUUM AND RELATED WORKS

The Computing Continuum has evolved over nearly a decade, propelled by
advancements such as diverse cloud services, the surge in computing [4] and data
manipulation [5] capabilities in fog and edge devices, the democratization of loT
through open hardware initiatives, and the adoption of DevOps culture. DevOps
integrates repositories, development, deployment, and operations with orchestrators,
facilitating the efficient management of large-scale data across multiple architectures.
Conceptually, the Computing Continuum unifies various computing resources with
distinct capabilities and characteristics.

Fog and cloud computing address challenges like quality of service [6] and security
[71in SDN and NFV environments, enabling applications in sectors such as agriculture
4.0 [8]. The digital transformation and loT require new strategies, highlighting the
importance of time-aware data spaces for scalability [9]. Fog computing extends cloud
services to the network edge, supporting loT, 5G, and Al applications [10]. The cloud-
to-things continuum, integrated with technologies like iCloudFog [11, 12], manages
latency-sensitive loT data and addresses resource management and security challenges,
facilitating real-time applications like tsunami warning systems [13].
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Figure 1. Representation of a Computing Continuum Concept.

Optimizing resources in loT-fog-cloud environments is crucial [14]. Rule-based resource
matching [15] and emulation approaches [16,17] enhance service placement, maximizing
performance in computing continua. Serverless computing [18] and dynamic function
distribution offer scalable solutions for complex applications [19]. Tools like Continuum
Deployer [20] and models like CODA [21] optimize application and service allocation,
considering performance, carbon footprint [22], and quality of service. Innovative
approaches like EPOS Fog [23] and the Markov Blanket concept [24] improve efficiency in
distributed environments [25].
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Key features of the Computing Continuum include minimizing latency [21] and
optimizing data processing [15] by distributing computational tasks across edge, fog,
?#Z‘?%ﬁ'@f?% and cloud levels [14], enhancing overall system performance [25, 26, 27.
A conceptual architecture of a Computing Continuum system, as depicted in Fig.
1, identifies different elements and levels, illustrating their relationships across
varying scales, while considering application behavior and data characteristics. This
representation extends beyond the conventional cloud model, incorporating edge,
fog, and loT entities that contribute to the continuum by offering analysis, processing,
storage, and data generation capabilities [6].

This evolution, underscored by integrating DevOps with these entities, highlights
the dynamic nature of modern computing paradigms [11]. Central to this concept is
the ACDC (Application Choose Device Carefully) proposal [28], which emphasizes the
flexibility and scalability of deploying general-purpose systems across diverse devices.
Orchestrators play a crucial role in automating application delivery across environments,
though orchestrating this continuum requires solutions that ensure efficient execution
and robust security, which will be addressed in the next section.

SYNERGY INTO APPS, ORCHESTRATIONS, DEVOPS, AND
INFRASTRUCTURE

Orchestration Across Multiple Architectures

Orchestration systems play a pivotal role in automating the seamless delivery
of applications across diverse cloud environments, ensuring various Quality of
Service (QoS) goals are met. These systems manage complex tasks such as resource
selection, deployment, monitoring, and runtime control [29]. Across this spectrum, a
plethora of solutions exist, ranging from vendor-specific offerings like Amazon's AWS
CloudFormation [30], Openstack orchestration [31], Microsoft Azure’s Resource Manager
(ARM) templates [32], Google cloud deployment manager [33], to open-source cloud-
agnostic initiatives like Kubernetes [34], Docker Swarm [35], Apache Brooklyn [36], Cloudify
orchestration platform [37], Cloudiator [38], Alien4Cloud [39] and MiCADO-Edge [40].

Traditional cloud architectures often fall short when confronted with the demands
of Fig. 1, paving the way for emerging paradigms like fog computing, edge computing,
and compute continuum. Fog computing serves as an intermediary layer between the
cloud and edge, spanning across multiple network topology layers [41]. Conversely, edge
computing involves nodes close to oT devices, often embedded within them [42]. Fig. 1
extends the cloud by integrating energy-efficient and low-latency devices closer to data
sources at the network edge [22]. This amalgamation of fog, edge, and IoT entities endows
diverse capabilities such as analysis, processing, storage, and data generation [43].

However, extending orchestration requirements to encompass this Fig. 1 poses a new
challenge, as existing solutions struggle to address its diverse and heterogeneous nature
[44]. Challenges include federated coordination across administrative domains, volatility
and mobility management, and efficient monitoring mechanisms [45]. Orchestration
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solutions must adapt to these challenges by offering efficient runtime mechanisms,
enforcing policy-based deployment, and reconfiguring to meet SLA goals [46]. With the
avances

ancencase  scale of Fig. 1 being massive, orchestration systems must ensure security against various
Ingenierias . . .. P . .
attack scenarios while minimizing user configuration needs [47].

Recent studies have delved into the challenges and opportunities of orchestration in
heterogeneous computing environments, with a particular focus on fog computing [44].
They analyze advanced orchestration architectures and systems to effectively manage
the Internet of Things [48], presenting a framework to evaluate the business value of
emerging technologies such as fog, edge, and 5G [49]. The orchestration of loT services in
fog environments presents challenges due to system heterogeneity and dynamics. This
is explored with solutions based on genetic algorithms and adapting cloud frameworks
[501, in addition to analyzing the integration of edge and fog resources in 5G [51,52] and
6G networks, using artificial intelligence to improve orchestration [53].

The challenges and opportunities of orchestration in loT systems are explored, analyzing
existing approaches and tools [54], as well as cloud-based and edge-based architectures
[55]. Research gaps are identified, and innovative solutions are proposed [56], such as
artificial intelligence and Kubernetes technologies, to address the requirements of real-
time processing, fault tolerance, and other key features [57]. Furthermore, the challenges
of orchestration in cloud-edge and fog environments are explored, with a focus on
smart city and loT applications [58]. Architectures such as Kubernetes are analyzed, as
well as security and privacy techniques to ensure data protection in these environments
[59, 60]. Additionally, frameworks based on microservices and containers are proposed to
provide secure and intelligent solutions at the network edge [61].

Culture DevOps

The rise of DevOps culture has transformed software development and delivery,
promoting a collaborative and agile approach that departs from traditional waterfall
methodologies. DevOps focuses on bridging the gap between development and
operations teams by fostering collaboration and automating processes throughout the
software development lifecycle. In Cyber-Physical Production Systems (CPPS), DevOps
faces unique challenges due to long-term investments, limited flexibility in asset-heavy
environments, and the physical nature of hardware [62]. Addressing these challenges
requires tailored approaches to ensure successful implementation.

The proliferation of DevOps tools mirrors the Cambrian explosion, with specialized tools emerging
to address specific aspects of the software value stream [63]. This diversification is driven by the
need for faster lead times, smaller batch sizes, and increased automation. The democratization
of the toolchain, fueled by open-source technologies like Git, empowers practitioners to choose
tools that best suit their needs, rather than following a one-size-fits-all model [64].

As the software development landscape evolves, adopting DevOps practices becomes
crucial for organizations aiming to stay competitive in a fast-paced market [65]. However,
the path to DevOps implementation is fraught with challenges. A significant barrier is
the shortage of skilled professionals proficient in DevOps methodologies [66]. Recruiting
and retaining talent, along with the steep learning curve associated with new tools and
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processes, complicates adoption and necessitates comprehensive training programs
[67]. Additionally, resistance to change and uncertainty within organizations impede
DevOps adoption, requiring effective change management strategies [68].
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Figure 2. Synergy into apps, orchestrations, and infrastructure.

Infrastructure challenges, as illustrated in Fig. 2, also hinder the smooth integration of
DevOps practices [69]. Organizations must develop a robust infrastructure capable of
supporting DevOps, addressing issues related to design, provisioning, and hardware/
software problem-solving [70]. The size and maturity of an organization further impact
its ability to successfully implement DevOps, particularly in larger corporations with
complex legacy systems [71]. Transitioning from outdated platforms demands significant
resource investment and careful planning.

Siloed communication channels obstruct team collaboration, as teams accustomed
to working separately may struggle with the cross-functional collaboration essential to
DevOps [72]. Overcoming these barriers requires cultivating a culture of transparency,
open communication, and shared responsibility. Additionally, maintaining strong security
measures in the context of accelerated release timelines is a significant challenge [73]. Rapid
deployments and continuous delivery can compromise security evaluations, making it
crucial to bridge the communication gap between development and security teams.

The constant evolution of DevOps processes necessitates adaptability and a commitment
to continuous improvement and learning [70]. The growing demand for user experiences
tailored to specific roles has led vendors to specialize their offerings, fueling the expansion of
the DevOps toolchain. This specialization reflects the evolutionary nature of the market, where
vendors cater to the diverse needs of organizations developing increasingly complex software.

The synergy between DevOps and orchestration systems enhances resource utilization

and scalability, emphasizing automation and collaboration. This alignment is vital
for navigating the complexities of the Computing Continuum, ensuring seamless
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deployment across diverse architectures and fostering innovation and security, as
depicted in Fig. 2. This transition represents a transformative journey towards greater
efficiency and resilience in modern software development.

DISCUSSION

The integration of orchestration systems and DevOps practices within the Computing
Continuum as shown in Fig. 2 represents a powerful synergy that addresses many of
the challenges associated with managing heterogeneous and distributed computing
environments. This synergy is highlighted in Table 1, which outlines the relationship between
various computing architectures and their performance, offering a clear view of how these
technologies interact to create a more efficient and resilient computing infrastructure.

TABLE 1. Relationship between Computing Continuum References (Architecture and Performance)

Architecture / Performance Reference

Cloud [6,7,12,13,16,18,20-22, 25,29, 30, 32,43, 51, 54, 55, 57]
Fog [6,10-22,25-27,41,44,47-51, 53,54, 57-61]
Edge [6,9,13-16,18-27,36-42, 44, 46-61]
loT [6-8,12-14,18-27,41,43-61]
Anywhere [14,16-27,44-61]

Orchestration systems such as Kubernetes and Docker Swarm play a pivotal role in
managing the complex landscape of the Computing Continuum by automating the
deployment, scaling, and management of applications across diverse environments,
from the cloud to the edge. These systems are essential for ensuring that (QoS) goals are
met, particularly in dynamic and distributed computing environments where resource
heterogeneity and geographical distribution present significant challenges [29]. The
ability of orchestration systems to handle resource selection, deployment, and runtime
control is crucial for optimizing resource utilization and minimizing latency across the
continuum [30, 34]. This is particularly important in scenarios where real-time processing
and fault tolerance are critical, as these systems can dynamically adjust to changing
conditions and maintain service continuity.

The integration of DevOps culture within the orchestration framework further
enhances the effectiveness of these systems. DevOps practices emphasize automation,
collaboration, and continuous improvement, breaking down traditional silos between
development and operations teams and fostering a culture of shared responsibility. This
alignment between orchestration and DevOps enables organizations to achieve greater
efficiency, flexibility, and resilience in their computing infrastructure [64]. By automating
the integration, testing, and delivery of software artifacts, DevOps ensures that
development and operations teams work seamlessly together to deliver and maintain
applications across the Computing Continuum [44, 66, 67].
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The convergence of orchestration and DevOps within the Computing Continuum
also enhances security by automating security measures and enforcing policy-based
deployment and configuration. This is critical in environments where applications and
data span multiple architectures, including cloud, edge, and loT devices. The security
mechanisms provided by orchestration systems help mitigate the challenges of
volatility, mobility management, and security, ensuring that the Computing Continuum
remains secure and resilient against various threats [44, 69].

Despite the clear benefits, implementing an integrated Computing Continuum with
DevOps practices is not without challenges. The complexity of coordinating across
multiple administrative domains, managing resource volatility, and ensuring efficient and
secure monitoring are significant obstacles. Additionally, the shortage of skilled DevOps
professionals and organizational resistance to change can hinder the adoption and success
of these practices. Overcoming these challenges requires effective change management
strategies and robust training programs to equip teams with the necessary skills [42, 6,69, 72].

The synergy between orchestration systems and DevOps practices is essential for navigating
the complexities of the Computing Continuum. Asillustrated in Table 1, this synergy enhances
the efficiency, scalability, and security of computing environments, enabling organizations
to adapt quickly to evolving demands and technological advancements. Future research
should focus on developing more adaptive and secure orchestration solutions, as well as
exploring strategies for training and organizational change that facilitate the successful
integration of DevOps within the Computing Continuum.

CONCLUSION

In conclusion, the Computing Continuum represents a transformative and integrated
ecosystem that encompasses the entire spectrum of computing resources, from
the network edge to the cloud. This paradigm integrates a variety of computing
architectures—cloud, fog, edge, and loT—into a unified system designed to deliver
scalable, efficient, and resilient solutions. The evolution of this concept is driven by
advances in cloud services, the increasing adoption of edge and fog computing, the rise
of open hardware initiatives, and the incorporation of DevOps practices.

Atits core, the Computing Continuum aims to reduce latency and optimize data processing
by distributing computational tasks across multiple layers. This strategic approach
enhances resource utilization and system performance by enabling the simultaneous
execution of workloads on edge, fog, and cloud tiers. The seamless integration of these
architectures, supported by containerization technologies and orchestration, provides the
flexibility and agility necessary to meet diverse application requirements.

Furthermore, the integration of DevOps within the Computing Continuum strengthens
its capabilities by fostering collaboration and automation. DevOps practices dissolve
traditional barriers between development and operations teams, enabling more efficient
and scalable application deployment across heterogeneous environments. This synergy
addresses critical challenges such as federated coordination, volatility management,
and security, thereby ensuring robust and adaptable computing infrastructures.
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The Computing Continuum signifies a pivotal shift in computing paradigms, expanding
beyond traditional cloud models to incorporate edge, fog, and loT devices. By
clearly defining the elements, contexts, and relationships within this ecosystem, the
Computing Continuum emerges as a scalable and distributed computing system,
capable of supporting a wide range of applications with varying demands. However,
the orchestration of such a complex and heterogeneous system presents challenges,
including managing resource capabilities, data diversity, resilience, mobility, and the
scalability of applications. Overcoming these challenges is crucial to fully unlocking the
potential of the Computing Continuum in the modern computing landscape.

In essence, the Computing Continuum is an abstract that offers a unifying approach
to computing resources. By integrating diverse architectures and leveraging
innovative technologies, it can deliver scalable, efficient, and resilient solutions. What
truly distinguishes the Computing Continuum is its focus on minimizing latency and
optimizing data processing through the simultaneous execution of tasks across multiple
computing layers, a capability made possible by containerization technologies and
DevOps practices.
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Pol+NBU: Un estudio de viabilidad en la generacion de
imagenes adversariales de alta resolucion con un ataque
basado en algoritmos evolutivos de caja negra

Abstract

Adversarial attacks in the digital image domain pose significant challenges to the
robustness of machine learning models. Trained convolutional neural networks
(CNNs) are among the leading tools used for the automatic classification of images.
They are nevertheless exposed to attacks: given an input clean image classified by a
CNN in a category, carefully designed adversarial images may lead CNNs to erroneous
classifications, although humans would still classify “correctly” the constructed
adversarial images in the same category as the input image. In this feasibility study,
we propose a novel approach to enhance adversarial attacks by incorporating a pixel
of interest detection mechanism. Our method involves utilizing the BagNet model to
identify the most relevant pixels, allowing the attack to focus exclusively on these pixels
and thereby speeding up the process of adversarial attack generation. These attacks are
executed in the low-resolution domain, and then the Noise Blowing-Up (NBU) strategy
transforms the low-resolution adversarial images into high-resolution adversarial
images. The Pol+NBU strategy is tested on an evolutionary-based black-box targeted
attack against MobileNet trained on ImageNet using 100 clean images. We observed
that this approach increased the speed of the attack by approximately 65%.

Keywords: Black-box attack, Convolutional Neural Network, High resolution adversarial
image, Noise Blowing-Up method, Pixels of Interest.

Resumen

Los ataques adversariales en el dominio de las imagenes digitales plantean desafios
significativos para la robustez de los modelos de aprendizaje automatico. Las redes
neuronales convolucionales (CNNs) entrenadas estan entre las herramientas principales
utilizadas para la clasificacion automatica de imagenes. Sin embargo, estan expuestas a
ataques: dada una imagen limpia de entrada clasificada por una CNN en una categoria,
las imdgenes adversariales disefiadas cuidadosamente pueden llevar a las CNNs a
clasificaciones erroneas, aunque los humanos sequirfan clasificando “correctamente”las
imagenes adversariales construidas en la misma categorfa que la imagen de entrada. En
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este estudio de viabilidad, proponemos un enfoque novedoso para mejorar los ataques
adversariales mediante la incorporacion de un mecanismo de deteccion de pixeles de

avances

cenase  interés. Nuestro método implica el uso del modelo BagNet para identificar los pixeles

M mas relevantes, 1o que permite que el ataque se enfoque exclusivamente en estos
pixeles y, de esta manera, acelere el proceso de generacion de ataques adversariales.
Estos ataques se ejecutan en el dominio de baja resolucion vy, luego, la estrategia de
Ampliacion de Ruido (Noise Blowing-Up, NBU) transforma las imagenes adversariales
de baja resoluciéon en iméagenes adversariales de alta resolucién. La estrategia Pol+NBU
se prueba en un ataque dirigido de caja negra basado en evolucién contra MobileNet
entrenado en ImageNet, utilizando 100 imdgenes limpias. Observamos que este
enfoque aument¢ la velocidad del ataque en aproximadamente un 65%.

Palabras clave: Ataque de caja negra, Red Neuronal Convolucional, Imagen adversarial
de alta resolucion, Método de Ampliacion de Ruido, Pixeles de Interés

INTRODUCTION

Convolutional neural networks (CNNs) have become indispensable in the field of
computer vision, showcasing exceptional performance across various tasks, particularly
in image classification [1,2, 3]. By leveraging the power of convolutional layers for feature
extraction, CNNs excel in identifying intricate patterns and subtleties within visual data.
CNN’s classifications are represented by output vectors of length equal to the number
of categories the CNN is designed to sort images into (e.g., 1000 for those trained
on ImageNet [4]). For each category ¢, the CNN computes a c-label value € [0, 1] that
measures the likelihood that the image belongs to c.

Recently, the vulnerability of CNNs to adversarial attacks has become a topic of
significant interest. Attacks involve finding perturbations in input data, often with
imperceptible changes to human observers, that lead to misclassification by the model.
These vulnerabilities pose significant safety concerns in real-world applications such as
self-driving cars, surveillance of sensitive areas, medical diagnoses, etc. However, they
can also be exploited to obscure security and privacy-sensitive information from CNN-
based threat models aimed at extracting such data from images [5, 6].

In particular, images used on social media are usually high-resolution large size images
(they belong to the so-called HR domain). Leprévost et al. [7, 8], detailed the generic Noise
Blowing-Up strategy (NBU) for generating high-resolution (HR) adversarial images against
CNNs. Additionally, the authors presented in [9] the generic zone-of-interest strategy (Zol)
that originally a priori works in the low-resolution (LR) domain.

Our contribution (Subsection 1.1)
The present article, on the one hand, addresses issues remained open in [9], in particular
an experimental validation, and, on the other hand, provides the design of a new

generic attack that combines the Pixels of Interest (Pol) strategy with the Noise Blowing
Up (NBU) method. The resulting Pol+NBU method aims at enhancing the effectiveness
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This combination works as follows in practice. A clean high-resolution image is reduced
to the LR domain to fit the input size of a CNN to attack. The Pol strategy is applied
in the LR domain to identify the most relevant areas of an image for its classification
by the considered CNN. Then an attack is performed, focusing on these zones, thereby
reducing its search space and enhancing its efficiency. The adversarial noise, created
that way in limited zones in the LR domain, is blown-up to the HR domain. This noise
is then added to the HR clean image, leading to a high-resolution adversarial image,
indistinguishable from the original HR clean image for a human eye.

We validate the combined Pol+NBU approach experimentally. Specifically, we employ
a variant of the evolutionary algorithm-based (EA) attack described in [10] on 100 high
resolution (HR) clean images, targeting the MobileNet CNN [11] trained on ImageNet.

Organisation of the paper (Subsection 1.2)

Section 2 outlines the key theoretical steps of the Pol+NBU strategy. Section 3 lists the
targeted CNN, the HR clean images, and the essential features of the EA-based targeted
attack used in the experiments. Section 4 presents the outcome of the experiments,
including a visual assessment of the quality of the adversarial images obtained through
some illustrative images. The Conclusions section summarizes the findings of this paper.

The algorithms and experiments were implemented in Python 3.9 utilizing the NumPy
1.23.5, TensorFlow 2.14.0, Keras 3, and Scikit 0.22 libraries. Computational tasks were
executed on nodes equipped with Nvidia Tesla V100 GPUs within the IRIS HPC Cluster
at the University of Luxembourg [12]. Additional material (clean images used, their size,
example of adversarial images, and source code) can be retrieved at https:/github.com/
emancellari/Pol_NBU.git

COMBINING THE PIXELS OF INTEREST AND THE NOISE BLOWING-UP
STRATEGIES (SECTION 2)

This section provides a rapid overview of the typology of attacks and of attack scenarios
(Subsection 2.1). Then it describes the Pol generic strategy (Subsection 2.2) and the NBU
strategy (Subsection 2.3). Finally, it gives the overall scheme of the combined Pol+NBU
generic strategy (Subsection 2.4).

Typology of attacks and visual expectations (Subsection 2.1)

Attacks are classified according to the level of knowledge an attacker has about the CNN
to deceive. In white-box attacks [13, 14, 15], the attacker has complete knowledge of the
target CNN's architecture, parameters, and training data, allowing for precise creation of
adversarial images, often with high success rates. In contrast, black-box attacks [10, 16,
17,18] rely only on observing the input-output behavior of the target model, typically
requiring more time and resources.
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Attack scenarios are manifold. Given a clean image classified by the CNN in a category
¢, in the target scenario, one selects a category ¢,# ¢, , and one adds adversarial noise
to the clean image to create an adversarial image classified by the CNN in ¢, As such,
one has defined a good enough adversarial image. A T -strong adversarial image (for 0 <
T < 1)is an adversarial image classified in ¢, with a c-label value = 1. In the untargeted
scenario, the process is similar as in the target scenario, except that one requires the
adversarial image to be classified in any category c# ¢, .

Finally, adversarial images can be indistinguishable for a human as compared to
the associated clean images, or not. The former requirement is clearly much more
challenging than the latter one.

Pixels of Interest (Pol) strategy (Subsection 2.2)

Figure 1 describes the Pol process in the LR domain. One is given a CNN C to deceive,
and a clean image A, of size equal to the input size of C (say 224 x 224 if Cis trained on
ImageNet), classified by Cas belonging to the category ¢, with ¢ -label value equal to T,

One uses BagNet [19] to identify the pixels relevant for a CNN'’s classification of the image
in¢, (b)and in ¢,(d), thanks to a heatmap. Note that one does not specify which CNN we
are dealing with, so that making use of BagNet is compliant with the requirements set
by black-box attacks. Then we sieve these pixels and keep only the x% most significant
for ¢, on the one hand and for ¢, on the other hand, where x is fixed at will ((c) and
(e)). One merges this information (without redundancy) in (f). The attack is performed
on these pixels of interest, leading to an adversarial image classified by C in the target
category ¢, with a ¢ -label value equal to ..

224 x224 224 x 224

Unique Pixels Adversarial Image

\ 224 x224 224x224

atk

Clean Image
224 x224

224x224

[CA]

d) e)

FIGURE 1. Pol process in the LR domain for any attack, any scenario, and any CNN.

Remarks. Firstly, one could use clustering techniques like DBSCAN [20] to encapsulate
these top x% most relevant pixels into larger zones of interest before performing the attack.
Doing so presents the advantage of a lesser concentration of the attack on individual
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pixels, what may lead to a better visual quality. However, it does not prove true in practice
(essentially because an observer notices rectangles on the adversarial images obtained).
Moreover, it often implies that very large proportions of the image are subject of the
attack, even if one uses only the top 1% most relevant pixels: our experiments showed that
one jumps from 4.70% of the image without DBSCAN (see Table 2 and Figure 3 in additional
material file), to 65% with DBSCAN, thereby adding a very large proportion of less-relevant
pixels to the attack, leading to a slowing down of the process and lesser success rates. In
other words, clustering techniques are unlikely to provide any substantial advantage.

Secondly, BagNet acts as a proxy of the CNN to attack but does not substitute it.
Therefore, the usage of BagNet is compatible with a black-box attack scheme.

Thirdly, one can see our Pol strategy as a generalisation of the attacks [21, 22], where one
or a few pixels are modified to create adversarial images. However, our aim goes beyond,
since, as opposed to the aforementioned attacks where a human immediately sees that
an attack occurred, we intend to create adversarial images indistinguishable from the
original clean image.

Noise Blowing-Up (NBU) strategy (Subsection 2.3)

In a nutshell, in the Noise Blowing-Up (NBU) generic strategy [8] illustrated in Figure 2, a
clean HR image is reduced with a resizing interpolation function to fit the CNN C's input
size. ¢, denotes the category in which C classifies this resized clean image. Then an attack
atkis performed in the LR domain on this image to create an adversarial image classified
in ¢ ¢, (which may be a predefined category ¢, in the target scenario). The adversarial
noise is extracted in the LR domain and then blown-up to the HR domain to fit the
original clean image size. This blown-up noise is then added to the HR clean image,
leading to a HR tentative adversarial image. This image is again processed to fit C's input
size. If C classifies it in ¢, one has obtained that way a HR adversarial image.

High-Resolution
Adversarial
image

Blown-up advexsarial
noise

960x1280 } Cleanimage 960x 1280 |

Resized Resized
f:lea.n adversarial
image image i
224x224 224x 221
CNN
Adversarial
noise ‘
224 x 224 classification
inc#c,
Adversarial

image

224x224

FIGURE 2. The Noise Blowing-Up strategy
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Pol-+NBU strategy (Subsection 2.4)

avances  The Pol+NBU method illustrated in Figure 3 integrates the Pol strategy with the NBU method
Ingenierias . . . . . PR . oL
to create high-resolution adversarial images effectively. The Pol strategy initially identifies the
relevant regions of the resized clean image in the LR domain on which the attack will occur.
Once the attack is applied within these zones, the NBU strategy is used to blow up the
obtained adversarial noise to the HR domain, and the process continues as in Subsection 2.3.

A key advantage of this approach combining two generic strategies is that the result is
again a generic strategy: It applies a priori to any attack, any scenario, and any CNN, and
it is still a black-box attack.

For attacks that incorporate randomness, such as evolutionary-based attacks, rather than
relying on a single substantial attack round which would create a very strong adversarial
noise at once, one could also consider performing multiple rounds of moderate attacks,
each leading to the creation of moderate noise [9], where for instance each round

adversarial
image image
224x224 l

E R T R
960 x 1280 Clean image 960 x 1280 Blown-up 960 x 1280 1 High-Resolution
\ adversarial - Adversarial
Resized \ maie Resized = Image
clean \ i

CNN

e

224%224 -l
classification
incec,

cze,

il 4

224 x224 _,./
FIGURE 3. The combined Pol+NBU strategy

generates focused adversarial noise within some particular zone of interest. Although
none of them would be enough to create a HR adversarial noise, their collaborative
efforts may. The successive layers of moderate noise, blown-up and carefully combined,
may progressively generate an adversarial image in the HR domain.

FRAMEWORK OF THE EXPERIMENTAL VALIDATION (SECTION 3)

We exposed the Pol strategy on the one hand (working in the LR domain), and the
Pol+NBU generic strategy on the other hand (working in the HR domain) to a series of
experiments. We specify here the attack scenario and the specific HR images used in the
tests (Subsection 3.1), the concrete attack considered (Subsection 3.2), and the CNN to
deceive in this feasibility study (Subsection 3.3).
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There are essentially three BagNet models that one can use in the Pol part of the
combined strategy, namely BagNet-q with g =9, 17, 33. We selected g = 33 due to its
accuracy and runtime performance, reported in [19].

Regarding Subsection 3.2, let us stress that we were unable to test the strategy against
other attacks such as FGSM [23], PGDInf [24], BIM [25], SimBA [26], and AdvGAN [27]. This
limitation is due to the lack of full access to the code of these attacks. Note as well that
most processes involved can be parallelized, but we did not explore it in the present study.

The attack scenario and the HR clean images (Subsection 3.1)

The experimentation is performed for the target scenario for the 10 pairs (c, ¢) of clean-
target categories specified in Table 1 (same to those utilized in [10, 28])

TABLE 1. For 1 < p < 10, the 2"row gives the ancestor category ¢, and its index numberap among the categories
of ImageNet (Mutatis mutandis for the target categories, 3 row).

brown . mountain
ap | abacus acom baseball | broom anoe hippo lama maraca .
bear bike
a, 398 988 429 462 294 472 344 355 641 671
S | bannister rhg}e(;cﬂegos ladle dingo pirate Saluki trifle agama conch strainer
t A 306 618 273 724 176 927 42 112 828

For each ancestor category ¢, we picked at random 10 clean ancestor images from the
ImageNet validation scheme in ¢, provided that their sizes h x w satisfy h > 224 and w
> 224. This ensures that these 100 clean images belong to the HR domain. Additional
material (see end of Introduction) contains these images and their original sizes.

Experiments (Subsection 3.2)

Once the pixels of interest are identified, one performs the black-box Evolutionary-
based Algorithm (EA) attack [10] (see Algorithm 1 for its pseudo-code) within these
regions, while keeping the rest of the pixels untouched.

The attack is executed for the target scenario to create 0.55-strong adversarial images
(this ensures a convincing margin > 0.10 with respect to the second best category). The
maximum number of generations is set to N = 10,000, and the population size is set to 40.

€ controls the maximum allowable change in pixel values for the entire image, while
a determines the magnitude of change for each pixel in each generation of the EA.
These parameters play a crucial role in shaping the nature and magnitude of adversarial
perturbations generated by the algorithm. Throughout the experiments, the value of a
per generation is fixed at 1/255.
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The EA is initially executed without Pol, with € = 8, 12, and 16. Subsequently, it runs
with Pol applied to increasing percentages of relevant pixels: the top x% (x: 10, 20, 25,
30, and 35) of both ¢ -label and ¢ -label values (taken together without any duplication)
as measured by BagNet-33. This leads to 1800 attempts to generate adversarial images
within the LR domain. Experience shows that the EA is unable to generate a significant
number of adversarial images if x < 10, since in this case the proportion of the image
affected is too narrow. Therefore, the study considers x > 10.

Algorithm 1 EA attack pseudocode [10, 18]

1:Input: CNN C, initial image A, perturbation magnitude a, max perturbation €, ancestor
class ¢, target class index t, current generation g, max generations N

2:Initialize population: 40 copies of A; |, as the first individual

3: Compute fitness for all individuals

4: while (Ol [t <T) &g <Ndo

5:Rankindividuals by fitness: top 10 as elite, next 20 as middle class, last 10 as lower class

6: Mutate a random number of pixels in middle and lower class individuals witha; clip
mutations to [ -€, €]

7: Replace lower class with mutated elite and middle class individuals

8: Cross-over individuals to form new population

9: Compute fitness for all individuals

CNN: MobileNet (Subsection 3.3)

The feasibility study is performed using MobileNet [11] trained on ImageNet [4]. We
selected this CNN because it is optimized (and favored over other CNNs) for applications
running on devices with limited processing power, memory, and storage capacity [29].
Examples of recent applications of MobileNet include the classification of freshwater fish
on smartphones for farmers [30], the identification of tomato leaf disease in agriculture
[31], the detection of skin cancer [32], etc.

Table2 presents a comparison between MobileNet, the original GoogleNet [33] and VGG16
[34] in terms of the number of parameters, accuracy, and computational resources.
MobileNet achieves nearly the same accuracy as VGG16 but with significantly smaller-
sized parameters, being 32 times smaller, and requiring 27 times less computational
resources (Mult-Adds). MobileNet outperforms GoogleNet in terms of accuracy while
being smaller and requiring more than 2.5 times less computational resources.

TABLE 2. MobileNet vs original GoogleNet and VGG16: Details include parameter counts, ImageNet accuracy, and
Mult-Adds (M-millions)

Name of the CNN Parameters Image-Net Mult-Adds
Accuracy
MobileNet [15] 42 M 70.6% 569 M
GoogleNet [29] 6.8 M 69.8% 1550 M
VGG16 [26] 138 M 71.5% 15300 M
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OUTCOME OF THE EXPERIMENTS (SECTION 4)
Pol speed-up of the attack in the LR domain (Subsection 4.1)

TABLE 3. Average number of generations required to generate adversarial images (from acorn? and maraca?) in

the LR domain by EA without and with Pol guidance. Results are for € =8, 12, 16 and the top x% most relevant

pixels for x =10, 20, 25, 30, 35. The speed change is also given in percentages; negative values indicate a slower
performance, and positive values a faster performance.

EA guided with Pol
€
Top 10% op 20% Top 25% Top 30% Top 35%
6172 3131 2659 2342 1720
8 2093
—195.0% —49.6% —27.0% -11.9% 17.8%
1101 805 827 799 767
12 1728
36.3% 53.4% 52.2% 53.7 % 55.6%
752 670 607 667 587
16 1787
57.9% 62.5% 66.0% 62.7 % 67.2%

Table 3 presents the performance of the EA in generating adversarial images in the LR
domain, measured by the number of generations, both with and without Pol guidance.
The results are based on acornl and maraca? (see Additional material), as the EA
successfully generated 0.55-strong adversarial images from these two clean images
for all the mentioned settings (top x% and €), both with and without additional Pol
guidance. The values are averaged for these two attempts.

When € is increased, the performance of EA increases for all the top x% values. The best
performance, in terms of the number of generations, of the EA with Pol is obtained when
the top 35% of relevant pixels are used with € = 16. It results in a 67.2% speed increase
compared to the EA without Pol guidance. For € = 16, Figure 4 shows how EA converges
to the target category without Pol on the one hand, and with Pol using top 35% of the
most relevant pixels for the (acorn1-rhinoceros beetle) ancestor-target pair on the other
hand. EA’s learning period is drastically shortened when one uses Pol. Indeed, using Pol,
the EA finds the path to the target category almost 60% faster than without Pol. This
acceleration behavior is consistent across most of the ancestor-target pairs.
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FIGURE 4. With € = 16, EA' convergence pattern from the clean category ¢ towards the target category ¢, without Pol
(EA) and with Pol (EA_Pol, using the top 35% most relevant pixels) is analyzed for ¢ = acomT, ¢, = rhinoceros beetle.

Visual quality in the LR domain (Subsection 4.2)

Figure 5 illustrates, with the clean image acornl, the visual quality of low-resolution
adversarial images generated by the EA alone (without Pol), and when the EA is guided
with Pol using the top 35% of relevant pixels for € = 8, 12, 16. Results for other top x%
are provided in Figure 2 of the Additional material. For a human, all obtained adversarial
images are challenging to distinguish from the clean image.

Pol+NBU strategy in the HR domain (Subsection 4.3)

In view of what precedes (in terms of speed and visual quality of adversarial images in
the LR domain), we used € = 16 and the top 35% most significant pixels identified by
BagNet-33 for the remaining experiments combining Pol and NBU.

Using these parameters, the EA generated 56 0.55-strong adversarial images in the LR
domain from 100 clean images. Out of the 56, NBU successfully converted 44 of them
into HR adversarial images that MobileNet classifies in the target category for the (c, c)
pair and target scenario specified in Table 1. Table 4 summarizes the results for these 44 HR
adversarial images; numerical values are averaged. Its first column lists the clean image
categories. Note that the brown_bear is not included because no 0.55-strong adversarial
images were generated from this category. The second column shows the proportion
of the image space that is identified by considering the top 35% most relevant pixels.
It shows that the EA attack will focus on 70.4% of the clean LR image on average. The
third column shows the average number of generations required by the EA to create
a 0.55-strong adversarial image in the LR domain (on average, each generation takes
between 0.90 and 0.99 seconds). The fourth column gives the average value of | (which
is necessarily > 0.55). The fifth column provides the average ct-label value T, for degraded
adversarial images, and the sixth column gives the resulting average loss L () = - T,
where is the clean HR image classified in the original category ¢ .
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0.55-strong Adversarial Images

Epsilon: 8 Epsilon: 16

FIGURE 5. Visual quality of the low-resolution adversarial images generated with EA alone and with Pol
guidance (using the top 35% of the most relevant pixels) in the LR domain for epsilon values 8, 12, and 16.

On average, the NBU process caused a 0.251 label value loss. Despite this loss, the created
HR adversarial images remain adversarial, achieving an average c, -label value of 0.301.

Table 5 provides the execution time (in seconds) of the main steps of the combined
Pol+NBU strategy performed on two representative examples: the largest clean image
canoe4 (2448 x 3264) and the smallest one llama4 (253 x 380). Using BagNet-33 to find
the top 35% most relevant pixels of ¢ -label and c-label values (combined without
any duplication) takes 4.38 seconds. The following step is the attack performed in the
LR domain. Its timing varies from one method to another. The EA attack required 23
minutes for one image and 84 minutes for the other. The NBU process blowing up the
adversarial noise from the LR domain to the HR domain and adding it to the clean HR
image is the last step. It takes less than a second.

Altogether, the Pol+NBU strategy per se takes only around 5 seconds and remains
completely marginal as compared to the time required by the attack (the EA attack in
the present feasibility study). This outcome demonstrates the efficiency of the Pol+NBU
approach in generating high-resolution adversarial images with minimal time overhead,
apart from the chosen attack method (less than 1% overhead in the case of the EA attack).
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TABLE 4. Average metrics (for top 35% and €=16 ) for generating 0.55-strong adversarial images in the LR domain,
including pixels of interest size (avgPol), number of generations (avgGens), target label value before (avg_ t) and
after NBU (avg_t,), and loss (avg_L).

(S avgPol avgGens avg_, avg_T, avg_L
abacus 75% 3774 0.551 0.249 0.302
acorn 69% 1521 0.554 0316 0.238
baseball 66% 1146 0.554 0327 0.227
broom 76% 2153 0.550 0437 0.113
canoe 73% 2383 0.552 0.268 0.284
hippopotamus 69% 4987 0.551 0.304 0.247
llama 67% 3438 0553 0.236 0317
maraca 70% 2069 0.552 0.344 0.208
mountain bike 69% 4252 0.553 0228 0.325
Average 70.4% 2858 0.552 0301 0251

TABLE 5. Time performance of Pol+-NBU using the largest and smallest clean images. One uses € = 16, the top 35%
most relevant pixels identified by BagNet- 33, and the EA-based attack. Values are in seconds.

Adversarial Ad ial
HR-Clean Images vers.arla
Pol inthe LR NBU Pol+NBU Imagesin the
[agEs . HR domain
domain
canoe4 (2448x3264) 438 1426 0.74 512 1431
llama4 (253x380) 437 5071 0.10 447 5075

The visual quality of the high-resolution adversarial images (Subsection 4.4)

The visual quality of high-resolution adversarial images generated by the Pol+ NBU
strategy for the EA-based attack is assessed on three examples in Figure 6. Its 15 row
displays the HR clean images, and its 2" row their corresponding HR adversarial images.
Their names and sizes are at the top of each figure. Despite the added adversarial
perturbations, the visual differences between the clean and adversarial HR images are
imperceptible to the human eye. To further substantiate this observation, we computed
the Fréchet Inception Distance (FID) [35] between clean and adversarial HR images and
obtained an average FID score of 54.5.
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acornl0 - 333x500 abacus2 - 960x1280 canoed - 2448x3264

Clean
Images

Adversarial
Images

FIGURE 6. Visual comparison between HR clean (1+row) and adversarial (2" row) images.

CONCLUSION

This paper introduces Pol+NBU, a generic approach that combines the Pixels of Interest
(Pol) and Noise Blowing Up (NBU) strategies. The Pol+NBU strategy is designed to
enhance the effectiveness of any adversarial attacks, black-box or white-box, against any
convolutional neural network for any scenario (targeted or untargeted). The approach is
assessed by a feasibility study performed with a black-box evolutionary-based attack on
MobileNet for the targeted scenario.

Experiments were performed for different € (measuring the magnitude of values that a
pixel value is allowed to be modified), and top x% values (assessing the most significant
pixels for the CNN's classification, as assessed by BagNet- 33). Our study showed that
€ =16 and x = 35 provides a convenient trade-off. With these choices of parameters,
the Pol+NBU method created 44 HR adversarial images with the EA-based attack. The
visual quality of the adversarial images is outstanding. A human is unable to distinguish
the clean HR image from the adversarial one. The overhead of the Pol+NBU strategy is
marginal both in absolute and in comparative terms. In absolute terms, its time cost is 5
seconds. It represents less than 1% overhead as compared to the EA-based attack. Future
work will focus on testing Pol+NBU with super high-resolution images and exploring its
applicability to other adversarial attacks.
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La contribucion de la induccion de mutacionesala
mejora de cultivos: abordando el cambio climatico y
garantizando la seguridad alimentaria

Resumen

Para la mejora genética de especies de importancia agricola, es esencial contar con
una amplia base genética, garantizando una variabilidad suficiente para aumentar las
oportunidades de seleccién de rasgos especificos de interés en el campo. Ademaés,
el uso de técnicas complementarias a los sistemas de mejoramiento convencional es
crucial para explorar eficazmente la variabilidad genética disponible. Actualmente,
existen diversas técnicas, como el cultivo in vitro, la transformacion genética, la edicion
génica, la seleccidn asistida por marcadores y la induccién de mutaciones, entre otras.
Esta revision tiene como objetivo sintetizar el desarrollo histérico, las aplicaciones
actualesy el potencial futuro de lainduccion de mutaciones en la mejora de cultivos, con
énfasis en su papel en la adaptacién al cambio climético y la seguridad alimentaria. Las
técnicas de induccion de mutaciones han desempenado un papel clave en la respuesta
a los desafios relacionados con la seguridad alimentaria al promover el desarrollo de
nuevas variedades para el sector agricola en diversos paises. A través del andlisis de la
base de datos de variedades mutantes de la FAO/OIEA, fue posible identificar como
la induccion de mutaciones ha contribuido al desarrollo de cultivares adaptados a
las necesidades especificas de seguridad alimentaria y clima. El programa FAO/OIEA
(https://nucleus.iaea.org), que promueve el uso de técnicas nucleares en la agricultura, ha dado
lugar a la liberacién de mas de 3404 variedades mutantes en 233 especies cultivadas en
75 paises. En varios pafses, como se indica en la MVD, el uso de germoplasma mutante
en los programas de mejoramiento vegetal ha sido crucial para la adaptacion de los
cultivos a nuevas condiciones climéticas, ademas de satisfacer la creciente demanda
de alimentos. Estos avances destacan el potencial de la induccién de mutaciones como
una herramienta esencial para abordar los desafios agricolas futuros, subrayando la
importancia de continuar invirtiendo en técnicas nucleares para el mejoramiento de
cultivares adaptados al cambio climatico y la seguridad alimentaria global.

Palabras clave: mejoramiento vegetal, variabilidad genética, FAO
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Abstract

For the genetic improvement of species of agricultural importance, it is essential to have
a broad genetic base, ensuring sufficient variability to increase opportunities for selecting
specific traits of interest in the field. Additionally, the use of techniques complementary
to conventional breeding systems is crucial for effectively exploring the available genetic
variability. Currently, there are several techniques, such as in vitro culture, genetic
transformation, gene editing, marker-assisted selection, and mutation induction, among
others. This review aims to synthesize the historical development, current applications,
and future potential of mutation induction in crop improvement, with an emphasis on
its role in adaptation to climate change and food security. Mutation induction techniques
have played a key role in addressing challenges related to food security by promoting the
development of new varieties for the agricultural sector in various countries. Through the
analysis of the FAO/IAEA Mutant Varieties Database, it was possible to identify how mutation
induction has contributed to the development of cultivars adapted to the specific needs
of food security and climate. The FAO/IAEA program (https://nucleus.iaea.org), which promotes
the use of nuclear techniques in agriculture, has resulted in the release of more than 3404
mutant varieties in 233 cultivated species in 75 countries. In several countries, as indicated
in the MVD, the use of mutant germplasm in plant breeding programs has been crucial for
adapting crops to new climatic conditions, in addition to meeting the growing demand
for food. These advances highlight the potential of mutation induction as an essential tool
to address future agricultural challenges, underlining the importance of continuing to
invest in nuclear techniques for breeding cultivars adapted to climate change and global
food security.

Keywords: plant breeding, genetic variability, FAO

INTRODUCTION

Plant breeding through mutation induction is considered a valuable advancement in
agriculture, playing a crucial role in addressing global food security challenges [1,2]. It
is particularly useful in crop breeding programs aimed at introducing one or two traits
with limited variability within a given germplasm. This approach has primarily focused
on increasing yields to meet current and future challenges, especially by enhancing
crop tolerance to environmental stresses and promoting opportunities for sustainable,
climate-smart agriculture [3,4].

Climate change is globally recognized as an urgent and real challenge. Nuclear
techniques in plant breeding through mutation induction play a crucial role in adapting
plants to climate change [4,5]. With global warming and the increased frequency of
extreme weather events, developing plant varieties resistant to biotic and abiotic
stresses becomes essential. These techniques contribute to enhancing the resistance of
agricultural species to adverse climatic conditions, such as high temperatures, droughts,
pests, and diseases [6,7,8].

Mutation induction is not a recent topic; it has been studied for nearly a century, and
the first commercial crop obtained through the use of mutagenic agents dates back
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to 1930 [9]. In Indonesia, around 1936, a tobacco (Nicotiana tabacum) mutant was
developed, producing a light-colored leaf of high quality and yield [10]. Since the 1970s,
various methodologies for induced mutations using gamma rays have been developed
with the goal of modifying plant material, thereby expanding the genetic variability
of cultivated species and developing varieties with desirable agronomic traits, such as
earliness, resistance to biotic stresses, higher yield potential, and improved quality [10,11].

Thisapproachalso aimsto enhance crop performance stability under adverse environmental
conditions, including rising temperatures, frequent droughts, and soil salinization [12].
Furthermore, in crop improvement, the combination of induced mutations with modern
genomic and bioinformatics tools enables the establishment of genetic associations that
facilitate both marker-assisted breeding and gene editing (Table 1).

TABLE 1. Historical methods for inducing mutations

1901-1904 | Mutation through induced radiation in plants/animals [13].
1907 Cramer publishes extensive examples of spontaneous mutants in cultivated plants [14].
1927 Drosophila: proof of X-ray-induced mutation [15].
1928 First report on induced mutation in cultivated plants: barley, corn, wheat, and oats. [16,46].

The first induced mutant variety of tobacco (Nicotiana tabacum), the ‘Chlorina'variety,

1936 was developed using X-rays.
The first report of induced disease resistance in a cultivated plant: X-ray-induced
1942 ; . ;
resistance to mildew in barley [17,18].
The concept of ‘Mutagenesis Breeding'was coined; the first report of chemically induced
1944 )
mutation [19].
1949 The first experiments on mutation in cultivated plants using gamma rays from ©“Co; “Co
became a standard technique for mutation induction [20].
1954 The first release of a mutant variety in a vegetatively propagated crop: the tulip variety

‘Faraday, with improvements in flower color and pattern [21].

The Joint FAO/IAEA Division was created with the mandate to support and promote
1964 induced mutation technologies in agricultural production, particularly addressing food
security issues in developing countries [12,47].

1966 The first chemically induced mutant variety, Luther barley, was released in the USA [22].

The FAO/IAEA Mutant Variety Database (//mvgs.iaea.org) was established in 2008 as the

1993 registry for mutant varieties of plants [12].

Development of high-throughput genotyping and phenotyping using automated,

2000-2009 robotic, and computerized systems [23].

2000 Development of TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) populations [24].

2012 The first case of genome editing in rice, known as the rice mutant.

The Joint FAO/IAEA Centre of Nuclear Techniques in Food and Agriculture provides
data on officially released induced mutant materials for both seed-propagated and
vegetatively propagated plants. The database, which records mutant varieties released
worldwide across more than a hundred different crop species, highlights the contribution
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of mutation induction to global food security and crop adaptation to climate variations.
For each variety, the database includes information on the type of mutagen used,
the dose applied, the improved characteristics, and the available agronomic data for
varieties released in different countries worldwide.

By the end of March 2025, the International Atomic Energy Agency (IAEA) reported
that, through the use of induced mutation techniques in economically important
cultivars, a total of 3404 mutant cultivars had been obtained across 233 crop species
in more than 75 countries worldwide. Mutant varieties were developed in 16 African,
27 European, five Latin American, five North American and the Caribbean, and 21 Asian
countries. Notably, over 50% of these mutants were developed using gamma rays (Fig.
1). These mutant varieties were bred for a variety of traits, including tolerance to abiotic
stresses (246 mutants), resistance to biotic stresses (547), increased yield and vyield
components (1019), industrial and nutritional quality traits (2314), and agronomic and
botanical characteristics (2420). Most of the released mutant varieties consist primarily
of cereals, accounting for over 47%. Rice ranks first, representing more than 54.41%
of these varieties (Fig. 2). The remaining categories include roots and tubers (0.62%),
fibers (2.38%), vegetables (2.97%), forages (2.38%), fruits (2.94%), flowers/ornamentals
(21.47%), legumes and pulses (13.75%), and medicinal plants (0.62%) (Fig. 2). The majority
of mutant varieties were released in Asia (2089), followed by Europe (960), North America
(211), Africa (82), Latin America (53), and Australia/Pacific (9) (Fig. 3).

Laser 1%

Aerospace 1%

Ion beam 1,15%
|—- Others physical agents 3%

Fast/thermal neutrons 3% X- rays 7%

Gamma rays 52 %

FIGURE 1: Distribution of mutagen types used in mutation induction (March 2025, FAO/IAEA MVD)
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Fibre crop 2.38 Oil crops 3.08
Vegetables 2.97 Others 1.82
gnvdaegéagg Forage crops 2.94
Ingenierias

Fruits/ Nuts 2.94

Root & Tuber crops 0.62 N

Legume/ pulses 13,75

Cereals 47. 62

I:F'.lowers.f or al 21.47

FIGURE 2: Proportion of plant varieties derived from induced mutations. Source: Mutant Variety Database and
Genetic Stock Center, https://nucleus.iaea.org/, March 2025

Medicinal plants 0.62

Europe 960

Asia 2089

North America 211 +—

Latin America 53 I

Australia and Pacific 9 Africa 82

FIGURE 3: Number of registered mutant varieties per continent (March 2025, FAO/IAEA MVD)

Plant breeding is based on the observation and selection of the best individuals,
aiming to identify and fix genes of interest that confer tolerance to abiotic stresses and
resistance to biotic stresses within a population. In this context, the use of mutation
induction techniques in genetic improvement programs is an effective strategy
for generating genetic variability and enhancing population adaptation to adverse
environmental conditions. This review aims to synthesize the historical development,
current applications, and future potential of mutation induction in crop improvement,
with an emphasis on its role in climate change adaptation and global food security.
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ROLE OF INDUCED MUTATIONS IN ENHANCING GLOBAL FOOD SECURITY

Ha  Asia
According to the FAO/IAEA database, over 61% of mutants have been released in Asia.
Specifically, regarding rice, 35.42% of the mutants were released in Asia. China, Japan,
and India are the three countries responsible for releasing the largest number of mutants
worldwide, with the goal of increasing genetic variability and promoting food security.

In China, mutation induction strategies have played a significant role in plant breeding
for over 60 years. China has officially released 825 mutant cultivars, encompassing 47
agricultural and ornamental species, covering an annual area of nine million hectares.
This production increase amounts to over 1.5 million tons annually, with an estimated
value of USD 500 million [25]. To date, the FAO/IAEA database has recorded a total of
296 mutant rice varieties, which have been released with superior characteristics such
as semi-dwarf stature, early maturity, high yield, disease resistance/tolerance, improved
grain quality, and other agronomic traits.

In India, the world’s first mutant variety of cotton (Gossypium sp.) was released in 1948.
Named ‘M.A.9, it was induced through X-rays and developed with tolerance to water
stress [6,26,48].

The technique of mutation induction in plants has significantly contributed to India’s
food self-sufficiency and economic growth, particularly in the production of rice, peanuts,
chickpeas, beans, cotton, barley, castor, and flowers/ornamentals. As of early 2024, India has
approved and/or released a total of 346 mutant cultivars belonging to over 57 plant species
[12]. This includes the first induced mutant variety of peanuts, TG 1, developed using X-ray
irradiation (750 Gy) in 1973. The main improved attributes of the mutant variety include
increased seed size, maturity in 135 days, high oil content (47- 48%), and resistance to
Tobacco Mosaic Virus (TMV). Following this success, 15 other Trombay (TG) peanut varieties
were developed, characterized by large seeds, early maturity, and high yield.

In Japan, genetic improvement through mutation induction began in the 1960s.
Techniques employed included primarily X-rays, gamma rays, ion beams, chemical
agents,and in vitro culture (somaclonal variation) [5]. As a result, over 500 mutant varieties
have been released, spanning more than 79 cultivar species, with approximately 46% of
these being rice cultivars, according to the IAEA database [12]. The first rice cultivar was
registered in 1966.

Europe

In Europe, the introduction of mutation induction techniques has played a significant
role in plant breeding programs, especially for barley, wheat, maize, soybean, tobacco,
ornamental species, and vegetable cultivars. This effort has resulted in the release of
960 mutant varieties across different countries [12,27,28]. Among European countries,
the Russian Federation, Netherlands, and Germany stand out for employing mutation
induction methods extensively, being responsible for over 58% of the released varieties.
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In the Russian Federation, induced mutation began in the 1960s. Mutation induction has
led to the release of 216 mutant varieties across more than 35 crop species [12]. The first
avances

acense  Mutant developed using gamma irradiation was ‘Universal | (Glycine max L), officially

e approved in 1965. This variety was developed specifically for high yield (exceeding the
initial variety by 500 kg/ha in grain yield), resistance to lodging, and suitability for both
grain production and green fodder [29].

In Germany, mutation induction in barley cultivation (Hordeum vulgare L) has been
notably successful. A total of 66 mutant barley cultivars have been approved and/
or released, including the cultivar ‘Nadja, officially approved in 1975, and the mutant
variety ‘Trumpf. These varieties were developed through hybridization with the mutant
‘Diamant, obtained by irradiating seeds with X-rays (100 Gy). The main improved
attributes of the mutant variety include short stature, lodging resistance, resistance to
mildew, stripe rust, leaf rust, superior brewing quality, high malt quality, and high yield,
surpassing that of ‘Diamant. Over 33% of the barley cultivation area has been occupied
by this mutant variety [30]. The ‘Trumpf’” mutant has become incorporated into many
barley cultivar breeding programs across numerous countries worldwide [21].

Africa

The African continentis known as the center of origin for several economically important
cereals such as sorghum, millet, and African rice (Oryza glaberrima Steud). Mutation
induction has also been successfully applied in Egypt, resulting in the introduction of
two mutant varieties of dwarf stature (‘semi-dwarf’)—'Giza 176’ (1989) and ‘Sakha 101’
(1997)—yielding 3.8 t ha' and 8.9 t ha™, respectively [31,32].

In the 1990s, five high-yielding varieties of sesame were released/introduced. Another
significant economic success was the development of two mutant varieties of safflower
(Carthamus tinctorius L.), which were released in 2011. These varieties exhibited high
yields and resistance to diseases such as leaf spot and rust, contributing to increased
income for growers in the country. The variety‘Inhas 10'was cultivated through pedigree
selection and crossing between the best mutants and the local variety ‘Giza 1! An area
of 10,000 hectares was planted with this sesame variety, with its commercial value
estimated at around 2,996 Egyptian pounds per Fadden.

In Sudan, mutation induction methods were initiated around 25 years ago across various
cultivars with the aim of increasing the productivity of several crops, including cotton,
banana, tomato, sugarcane, sesame, peanuts, and cereals. These efforts were undertaken
under different environmental conditions to ensure sustainable food security. The
development of the mutant banana cultivar ‘Albeely” was significant, showing a yield
increase of over 30% and high fruit quality. It was officially approved in 2007 [33,12]. Another
mutant, ‘Tafra-1, incorporated into the rainfed peanut breeding program, was released
in 2018 for Sudanese farmers in water-stressed areas. This innovation improved their
livelihoods and contributed to an increase in the country’s economy and exports [34].

In the 1990s, Ghana began applying induced mutation breeding methods, leading to

the development of the mutant variety of cassava (Manihot esculenta L. Crantz) called
‘Tekbankye!This variety exhibited resistance to African Cassava Mosaic Virus (ACMV), high
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dry matter content (40%), good cooking quality, and vigorous growth. It was developed
through irradiation with gamma rays (25Gy) and was officially approved in 1997 [35,121.
ancase
Ingenierias

North America

In North America, a total of 211 mutant varieties have been developed. According
to the FAO/IAEA database (2025), over 65% of these mutants were developed in the
United States, including the first semi-dwarf rice variety Calrose 76, which was officially
approved in 1977 in California. It was developed through seed irradiation with gamma
rays (250 Gy). The primary improved attribute of this mutant variety was its reduced
height (95 cm) compared to the original Calrose cultivar, which had a height of 120 cm.

The discovery of the Sd1 gene responsible for semi-dwarf stature in rice led to its transfer
through crosses with other varieties, resulting in the development of 25 new semi-dwarf
rice cultivars. Thirteen were developed in California, ten in Australia, and two in Egypt
[36]. The United States is one of the leading countries in utilizing mutation induction
techniques, achieving notable successes [26]. Canada and Mexico also stand out for
their extensive registration of mutant varieties, emphasizing agricultural economics and
ensuring food security.

Latin America

In Argentina, mutation induction has a long-standing tradition in crop improvement,
primarily conducted at the “Ewald A. Favret” Institute of Genetics. Both chemical and
physical mutagenesis have been pivotal in enhancing crop productivity [37,38]. A
notable example is the mutant peanut variety Colorado, developed by irradiating seeds
with X-rays (200 Gy). This variety exhibited significant increases in yield, fruit number,
resistance to Cercospora spp., and oil content. Following its official approval, Colorado
became a major success, occupying over 20% of the peanut-growing area in Argentina
(approximately 30,000 hectares) during the 1970s [7,30].

The mutant variety ‘Puita INTA-CL, released in 2005, with high yield and herbicide
resistance, occupied more than 15% of the rice cultivation areain Argentina. Furthermore,
this variety was cultivated in several Latin American countries where weeds and red rice
are problematic, such as Brazil, Honduras, Chile, the Dominican Republic, Costa Rica,
Uruguay, Colombia, Panama, and Nicaragua. This dissemination significantly contributed
to food security in these countries [26].

In Cuba, the application of nuclear methods began in the 1970s, focusing on mutation
induction, which achieved numerous successes. This resulted in the development of four
tomato cultivars (Solanum lycopersicum L), four sugarcane varieties (Saccharum spp.),
three soybean varieties (Glycine max Merrill), three hibiscus varieties (Hibiscus sp.), and nine
rice varieties (Oryza sativa L.). Notably, the first mutant rice variety ‘GINES' was released in
2007, developed through in vitro mutagenesis using proton radiation. Another significant
rice variety, 'LP7, officially launched in 1997, demonstrated high yield and performed well
under saline stress conditions [39]. In 2007, Cuba also introduced the first mutant tomato
variety ‘Maybel, which exhibited superior performance in drought conditions. It was
introduced and cultivated in rural areas across different provinces of Cuba [40].
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In Peru, genetic improvement through mutation began in the 1970s with notable
successes using mutagenic agents to develop improved barley varieties, one of the
most important cereals in terms of area cultivation in Peru. In 1995, the first mutant
barley variety (Hordeum vulgare) 'UNA-La Molina 95" was released, developed through
seed irradiation with gamma rays (300 Gy). This mutant was characterized by its higher
protein content, dwarf stature, and early maturation [12]. In 2006, a second barley
variety called ‘Centenario’ was released and cultivated in the highlands of Peru, up to
5000 meters above sea level, significantly contributing to food security [41]. Mutation
induction has also been applied to older crops in the Andean region and native Peruvian
crops such as kiwicha (Amaranthus sp. L.). This variety, officially approved in 2006, was
developed through seed irradiation with gamma rays (400 Gy), demonstrating high
yield, improved grain color and size, broad adaptability, and salinity tolerance.

In Brazil, a total of 16 varieties have been obtained through induced mutation, including
four varieties of rice, five of beans, four of ornamentals, two of wheat, and one of citrus
(Table 2). The first mutant variety of a wheat cultivar (Triticum aestivum L.) was successful.
In 1974, the mutant variety IAS 63 was officially approved. It was developed through
hybridization, combining two mutants generated by gamma radiation (at doses
between 100-300 Gy) applied to the seeds. Its distinctive characteristics include a high
yield of approximately 19%, resistance to grain shattering, and increased resistance
to stem rust [42,12]. Brazil is positioned as the largest producer and consumer of rice
outside of Asia. It has four mutant cultivars registered in the International Atomic
Energy Agency (IAEA) database (FAO/IAEA). Among these, IRAT 177 stands out, officially
approved in 1988. This variety is a spontaneously mutated selection from the variety
IRAT 79, obtained through seed irradiation with gamma rays (250-300 Gy). One of the
key improved attributes of this mutant cultivar is increased tillering [43]. Another mutant
cultivar, SCS114 Andosan, was officially approved in 2005. It was developed through seed
irradiation with gamma rays (150 Gy). Its primary improved attributes include increased
yield, early maturity, and improved grain quality [44]. The rice cultivar SCS118 Marques,
obtained through gamma irradiation from the SCSBRS Tio Taka cultivar, was officially
approved in 2013. SCS118 Marques features modern architecture, lodging resistance,
a late maturation cycle, moderate resistance to blast disease, high yield potential, long
grains, and very high cooking quality [45]. Another mutant cultivar is SCS121 CL, which
incorporates second-generation Clearfield technology with resistance to imidazolinone
herbicides. This cultivar also features a modern plant type, lodging resistance, a late
maturation cycle, high yield potential, long grains, and good cooking quality, and it was
officially approved in 2014 [6]. The use of mutant cultivars has immensely contributed to
increasing productivity and promoting economic growth worldwide. In Brazil, however,
plant improvement through mutation remains relatively insignificant, accounting for
only 0.47% of the cultivars released and registered by FAO/IAEA [12].
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TABLE 2. Genotypes obtained through induced mutations in Brazil (March 8, 2025, FAO/IAEA MVD)
avances Variety Year Latin name (Lluli Character improvement
ingenierias name
IAS 63 1974 | Triticum aestivum L. | Wheat Resistance fo grain shading and
increased resistance to stem rust
BR4 1979 | Triticum aestivum L. | Wheat High yield and resistance to stem rust

Growth habit (bush type) and early

CAP-1070 | 1986 | Phaseolus vulgaris L. | Common bean ;
maturity

IRAT 177 1988 | Oryza sativa L. Rice Higher plant height and high tillering

Resistance to anthracnose, resistance
1992 | Phaseolus vulgaris L. | Common bean | to leaf spot, altered plant architecture
and high yield

FT-
Paulistinha

Resistance to Golden Mosaic Virus

IAPAR57 | 1992 | Phaseolus vulgaris L. | Common bean .
Disease

Resistance to Golden Mosaic Virus

IAPAR 65 1993 | Phaseolus vulgaris L. | Commmon bean Di
isease

Dendranthema x

Cristiane 1995 Chrysanthemum | White flower color

grandiflora
) Dendranthema x )
Ingrid 1995 Grandifiora Chrysanthemum | Pink flower color
Magali 1996 | Chrysanthemum sp. | Chrysanthemum | Brown-colored inflorescence
Repin Rosa | 1996 Dendrgnthemax Chrysanthemum | Altered flower color
Grandiflora

High yield and good plant

Campeiro | 2003 | Phaseolus vulgaris L. | Common bean )
architecture

SCS114 2005 | Onyzassativa L. Rice ngh_ yield, early maturity and good
Andosan quality
Resistance to lodging, high yield
SCS118 . . ) X ’
2013 | Oryza sativa L. Rice potential and long grains with
Marques

superior quality

Resistant to herbicides of the
imidazolinone chemical group,
SCS121CL | 2014 | Oryza sativa L. Rice lodging resistance, late maturity
cycle, high yield potential, long
grains, and good cooking quality

Citrus sinensis L. Seedless fruits and greater tolerance

HC201 | AIS Osbeck SHESHEIEIE to citrus canker (in leaves and fruits)

CONCLUSIONS

The FAO-IAEA Joint Division of Nuclear Techniques in Food and Agriculture, established
in 1964, has played a key role in advancing research and the application of nuclear
techniques to improve food security and sustainable agricultural practices. Mutation
induction can be considered a powerful tool in plant genetic improvement, playing
an important role in addressing climate change and promoting global food security. In
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recent decades, mutagenesis techniques such as gamma radiation, laser irradiation, ion
beams, X-rays, and fast/thermal neutrons have enabled the development of cultivars
with enhanced agronomic traits, including resistance to abiotic and biotic stresses,
increased productivity, and improved nutritional quality. These innovations have been
crucial in adapting crops to adverse climatic conditions, which are becoming more
frequent due to climate change. With a successful track record in regions such as Asia,
Africa, Latin America, and Europe, mutation induction has proven effective in expanding
genetic variability and creating more resilient varieties, essential for ensuring food
security in a constantly changing world.

The benefits of these technologies are reflected in increased agricultural productivity,
resistance to pests and diseases, and improved product quality, resulting in significant
economic benefits for developing countries. As new genomic and bioinformatics
tools become more accessible, the combination of these technologies with mutation
induction promises to further accelerate progress in crop improvement, opening new
possibilities for sustainable and resilient agriculture. The role of mutation induction will
be crucial in addressing the challenges posed by climate change and ensuring global
food security in the coming decades.
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Development of a proposal for the industrial production
of spirulina powder applying circular economy principles

Resumen

Este trabajo presenta un disefio para un proceso de produccién de espirulina, con un
enfoque en la circularidad. Se propone un fotobiorreactor para su cultivo y se analizé
la viabilidad de cultivarla en la localidad de Tumbaco, Pichincha, Ecuador. El proceso se
disend utilizando un diagrama de bloques, junto con el balance de masa para cuantificar
las entradas y salidas involucradas en el cultivo del alga, el procesamiento y el empacado
de espirulina en polvo. Ademas, se realizd un andlisis econdmico preliminar para evaluar
su viabilidad. Para aplicar la circularidad en el proceso, se discutio la reutilizacién de
agua y nutrientes. Finalmente, se exploraron las posibilidades de emplear la espirulina
residual como bioadsorbente para tratar aguas residuales industriales, transformando
un subproducto en una solucion ambiental. Como resultado, el proceso con enfoque
circular presenté mejores resultados econdmicos y fue también viable técnicamente.

Palabras clave: espirulina, microalgas, valorizacién de residuos, circularidad.

Abstract

This work presents a process design for spirulina production, with an emphasis on
circularity. The feasibility of cultivating spirulina in Tumbaco, Ecuador, was analyzed, and
a tubular photobioreactor was proposed for its cultivation. The process was designed
using a block diagram, along with a mass balance to quantify the inputs and outputs
involved in the production of powdered spirulina, from cultivation to packaging.
Additionally, a preliminary economic analysis was conducted to evaluate its feasibility.
To implement circularity in the process, the reuse of water and nutrients was addressed.
Furthermore, the potential use of residual spirulina as a bioadsorbent for treating
industrial wastewater was explored, transforming a by-product into an environmental
solution. As a result, the circular approach showed better economic performance and
was also technically feasible.

Keywords: spirulina, microalgae, residue valorization, circularity.
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INTRODUCCION

Las microalgas son organismos celulares procariotas y eucariotas con un tamafo de
aproximadamente 200 um, que han atraido un creciente interés en la industria debido
a sus amplias aplicaciones, como las energias renovables, los productos farmacéuticos
y los suplementos alimenticios [1]. Las microalgas son microorganismos fotosintéticos
capaces de adaptarse rapidamente a nuevos entornos, y tienen una excelente calidad
nutricional en comparacion con las plantas terrestres convencionales que se ingieren en
la dieta humana, como por ejemplo la comparacion nutricional de 100g de producto
entre la espinaca y la espirulina, donde se muestra que hay mayores beneficios para la
espirulina respecto a vitaminas, minerales y macronutrientes [2, 3]. Ademas de proteinas,
contienen péptidos, carbohidratos, lipidos, vitaminas, pigmentos, minerales y otros
valiosos oligoelementos, lo que los convierte en una fuente alternativa de proteinas
para fines alimentarios y de alimentacién animal [4, 51. El uso de microalgas se remonta
a siglos atrds, pues las algas verdeazules comestibles se han utilizado como alimento en
culturas antiguas como los aztecas, quienes las utilizaban alrededor del afio 1300, y se
cree que también por los mayas. En Africa, la poblacion ha recolectado espirulina durante
siglos, mientras que en China, Mongolia, Tartaria y América del Sur se han consumido
tradicionalmente otras algas verdeazules [6]. Sin embargo, el cultivo de microalgas tiene
solo unas pocas décadas de antigliedad [7].

La espirulina es una microalga que ha alcanzado una considerable popularidad en el
sector de la salud, la industria alimentaria y la acuicultura. Se considera segura para el
consumo humanoy tiene un contenido muy alto de macronutrientes y micronutrientes,
aminodacidos esenciales, proteinas, lipidos, vitaminas, minerales y antioxidantes, lo que
la convierte en un suplemento alimenticio completo para combatir las deficiencias
nutricionales en los paises en desarrollo [8].

El ciclo de crecimiento mds corto, la mayor eficiencia fotosintética, el uso de tierras margi-
nales para el cultivo, la naturaleza rica en lipidos y el potencial de productos comerciales
valiosos vuelven a la espirulina més atractiva en comparacion con la biomasa terrestre [9].
Debido a estas caracteristicas, en todo el mundo se emplean diversas tecnologias para la
produccién en masay el procesamiento de microalgas fotoautdtrofas [4].

La espirulina se desarrolla y crece en el agua, ademas de que puede ser cosechada y
procesada facilmente. Adicionalmente, prospera en condiciones libres de pesticidas, con
abundante luz solar y temperaturas moderadas, pero también es altamente adaptable
y puede sobrevivir incluso en condiciones extremas [10]. Ademds, las microalgas son
capaces de crecer en aguas residuales municipales, industriales o agricolas. Por lo tanto,
pueden recuperar eficientemente nutrientes como el nitrégeno y el fosforo de las
corrientes de aguas residuales, mejorando su calidad [11].

Las microalgas requieren un procesamiento especifico: se producen en instalaciones
industriales controladas, donde se consideran el disefio del fotobiorreactor, la seleccion
y optimizacion del medio de cultivo, las condiciones operativas, asi como la cosecha y
el secado de la biomasa [12]. Para establecer los pardmetros econdmicos del cultivo de
espirulina y de otras microalgas, es necesario conocer en detalle los procesos y equipos
utilizados, asi como las especificaciones para el uso de la biomasa generada [13].
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La produccion comercial de microalgas puede realizarse de manera integrada, en unciclo
que incluye el cultivo, la cosecha y la conversién en bioproductos, lo cual permite altos
niveles de reciclaje de agua, nutrientes y energia, y favorece una produccién sostenible
a escala comercial [14]. El agua, el nitrégeno, el fésforo, el carbono orgénico y otros
macronutrientes y micronutrientes presentes en las aguas residuales son adecuados
para el crecimiento de las microalgas. Al fomentar dicho crecimiento, el agua residual se
trata simultdneamente, lo que reduce los costos tanto del tratamiento de aguas como
de la produccion de biomasa, disminuye significativamente el impacto ambiental de
procesos alternativos y permite sustituir fertilizantes costosos y no sostenibles [15].

Disefar un proceso de producciéon de espirulina que aproveche todas las ventajas de
esta microalga representa una oportunidad para generar beneficios tanto econémicos
como ambientales. En el presente trabajo se propone el disefio de un proceso que
abarca desde el cultivo del alga hasta el empacado de la espirulina en polvo, incluyendo
el andlisis de las operaciones unitarias, el balance de masasy los costos asociados. A partir
del enfoque de economfa circular, se considera el uso de aguas residuales provenientes
de otras industrias para el cultivo, asi como el aprovechamiento de los residuos de
microalga para tratar el agua del proceso y su posible comercializacién como insumo
para otras industrias que requieren soluciones para el tratamiento de aguas.

METODOLOGIA

Para la propuesta de disefio se empled una metodologfa investigativa que incorpord
conceptos y practicas de los procesos industriales lineales, con el objetivo de innovar
con el disefio y produccion. La finalidad fue reducir desperdicios e incluir reciclos
optimizando todo el proceso y las corrientes involucradas [16].

En el marco de la economia circular, se plantea la evaluacién de residuos, en este caso,
de las microalgas que no pasen el control de calidad, para asf ser utilizadas en otras
industrias. El objetivo es mantener el valor de los productos, materiales y recursos
durante el mayor tiempo posible, especialmente el recurso hidrico, que también ayuda
a reducir la entrada de materiales como los macronutrientes [17].

Para el disefio de un proceso se siguid una secuencia légica que se puede resumir en
3 etapas:

1. El ordenamiento ayuda a establecer una secuencia légica para establecer las
unidades de operacion.

2. Ladeterminacion de los balances de masa del proceso.

3. Elanalisis de costos de implementacion de los procesos.

La eleccion de operaciones unitarias se determind inicialmente con la ayuda de un
diagrama de bloques, donde se representan las operaciones basicas para que se realice
este proceso [18]. Posteriormente, se realiza una busqueda de equipos que puedan ser
empleados en este procesamiento, en funciéon del caudal de produccion.

Los reciclos se emplean para aquellos procesos en los que tienen lugar reacciones de
transformacién con porcentajes de conversion bajas, fendomenos de transferencia de
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calory masa poco eficientes. En este caso, el recurso considerado es el agua, para el cual
se busca implementar un ciclo técnico que evalie las condiciones y nutrientes que aun
avances  posee el agua para continuar con su uso [19]. Finalmente, se realizo un anélisis econémico
Ingenierias

de los procesos lineal y circular, basado en el célculo del ISBL (inside battery limits) y OSBL
(outside battery limits), asf como en la evaluacion de ftems para la estimacion de costos y
en el flujo de caja para la estimacién del retorno [18].

En la Tabla 1se exponen las bases de disefio de los dos procesos:

TABLA 1. Bases de disefio para la produccion de espirulina.

CARACTERISTICA

Ubicacién geogréfica del
cultivo*

Condiciones del cultivo*

Cantidad de cepa de alga

Cantidad de nutrientes

Cantidad de agua

Origen del agua

Cantidad generada del
producto final**

Cantidad anual generada
del producto final

Forma de presentacion
del producto

Cantidad de venta del
producto

Tipo de empaque del
producto

Subproducto

PROCESO LINEAL PROCESO CIRCULAR

Zonas tropicales y subtropicales
Tumbaco

Temperatura:30 - 35 °C
Humedad: 70 - 75 %
Equipo: fotobiorreactores

1,76 kg

N: 18 kg

P:4kg

K:25kg
Nueva: 12 000 L

Recirculada en cada flujo: 11
978 L, nueva en cada flujo: 22 L.

Agua residual: 12 000 L

Agua proveniente de camaroneras
o destiladoras de alcohol + agua
recirculada del proceso

Agua nueva + agua recirculada
del proceso

14 kg/dia con 18 horas de produccién, en lotes de 0,81 kg por hora

Tomando como consideracion que la cantidad de dias laborables
en el mes son 22, se ha utilizado este valor para calcular la cantidad
anual de producto final que es 3 696 kg/afno

Espirulina granulada
0.5 Kg

Empaques de papel

Se comercializard la espirulina seca
que no cumpla con el tamano
para comercializar, al igual que el
alga que no cumpla con el control
de calidad posterior al cultivo.

Ninguno comercial

*Datos recuperados de: [20, 21,22, 23, 24, 25]

** £l cdlculo de cantidad generada del producto final se obtuvo con la produccién de 14 kg/ dfa en 17 horas y 30
minutos, por lo que se tomo el inmediato superior de 18 horas. Las horas restantes de trabajo se destinardn a procesos

no agregados de valor.
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RESULTADOS

La espirulina requiere abundante luz, nutrientes y una temperatura alta [26]. Tumbaco, al
ser una region subtropical, cumple con las condiciones para la produccién de espirulina
de buena calidad, a pesar de que el clima es cambiante. Sin embargo, es posible
manipular los pardmetros del cultivo para minimizar los efectos de la variacion de las
condiciones climaticas sobre el rendimiento y la calidad del cultivo [27].

Aunque se asegura que no existen diferencias entre el cultivo en sistemas abiertos o
cerrados [28], en este proceso se propone el uso de un fotobiorreactor tubular. Esta
eleccion, en linea con lo indicado por Soni et al. [8] permite tener un mejor control de
las condiciones de cultivo, minimiza la pérdida de CO2 vy la evaporacion del agua. Para
el medio de cultivo, se considerd el uso de agua potable y agua tratada con nutrientes.
No se defini¢ el tratamiento del agua; sin embargo, se sefiala que el agua tratada por
ésmosis inversa es la mas apropiada para cultivar espirulina [27].

En este proceso se utiliza nitrégeno, fésforo, y potasio por ser los nutrientes mas
estudiados e importantes para el crecimiento del alga [29, 30]. En cuanto a la cantidad
de agua, se reporta que se requieren entre 1 000-1 500 L de agua para producir 1 kg de
biomasa de microalga [31]. Por lo tanto, para el proceso se considera el uso de 1200 L de
agua potable para la produccion de 8,1 kg, lo que varia sustancialmente el balance de
masas con respecto a la literatura.

El diagrama de bloques de los procesos actuales para la produccion de espirulina se
presenta de forma lineal. Es importante considerar que los pardmetros de produccion
se mantienen en condiciones estandar, es decir, a temperaturas entre 20y 25°Cy a 1
atm de presién. La Unica variacion significativa ocurre en la etapa de secado, donde las
temperaturas pueden alcanzar hasta 92 °C.

Las operaciones unitarias del proceso que le siguen al cultivo son el lavado, secado,
trituracién, tamizado y empacado. Como la espirulina tiene sus filamentos dispuestos en
una hélice alargada, la cosecha y filtracion mediante pantallas es la recomendada en la
literatura, coincidiendo con los equipos propuestos en el disefio de este proceso [32]. Se
selecciondé un equipo de limpieza de flujo horizontal y se acoplé a un molino planetario
de bolas. El equipo de secado tendra alimentacion horizontal al igual que el tamiz de
bolas. Esto es recomendable para evitar el esparcimiento o la pérdida de producto y asf
garantizar la recoleccién de espirulina. Finalmente, la espirulina en polvo que apruebe el
tamano de grano serd embalada en una maquina de flujo.

Para el empacado se proponen bolsas de papel kraft de capacidad de 500 g., aunque
Kumar et al. [33] sugiere que un material como el polietileno proporciona una vida Util
mas larga, los hallazgos de Tutaroglu et al. [34] demuestran que los microplasticos estan
comunmente presentes en los productos comerciales finales de espirulina, influenciadas
directamente por el material del empaque.

El proceso lineal que puede observarse en la Figura 1 genera pérdida de material en el

pretratamiento para la eliminacion de contenido de agua y microalgas que no puedan
cumplir los estdndares de calidad para el resto de los procesos. Esto implica una
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generacion de residuos sin valor agregado, sin considerar la reutilizacion de agua de
produccion, que puede ser empleada y evaluada antes de la adicion de macronutrientes
para retornarla al cultivo. La recuperacién del agua contiene nitrogeno y fésforo en un
valor de 8 000 y 400 ppm, lo que implica que se puede seguir reutilizando y completar
la cantidad empleada [35].

Nutrientes
Ni8kg
Pakg

)
K23k Residuos Aire
Biomasa
Jj espirulina

Residuos

T Espirulina Espirulina T

prensada
kg

polvo
8.1 kg

seca
8.2kg

Espirulina
B. espiruling
100 kg

Tamizado Empacado

Cultivo Lavado Secado

12000 kg

‘ Trituracion

= Producto final

Agua evaporada
B8 ke

Agua de proceso

11960kg —

Flujo de proceso
Agua de proceso
18kg — Recirculaciones

Sepa de alga
176 ke

Agua
12000 kg

Nutrientes

Figura 1. Diagrama de bloques del proceso lineal.

La circularidad se logra con la generaciéon y busqueda de procesos donde se puedan
emplear los residuos como alimentacion a otro proceso, como, por ejemplo, las
microalgas que no pasan el control de calidad. Estas pueden ser empleadas en el
tratamiento de aguas residuales de las industrias de curtiembre, donde se tiene aguas
con metales pesados logrando una remocion del 99 % durante el crecimiento de las
microalgas en este ambiente [36].

B. espirulina
2kg (20% humedad)

Mezclsdo

T

Residuos

Residuos Aire

Espirulina

Espirulina Espirulina T
polvo
S1kg

Espirulina l
B espinul prensad
100kg 80 kg

Sepa de alga
-

Cultive Lavado Secado Trituracién Tamizado

s
Agua con
nutrientes

Agua de proceso
11960 kg
Agua de proceso

Agua de proses Agua evaporada

Mezclado

I

Subproducto

Empacado }‘ Producto final

——&  Flujo de proceso

Agua de proceso
18kg

Nutrientes

f .
Nutrientes

Recirculasiones

N 2kg
POSkg
K0Ske

frescos

Figura 2. Diagrama de bloques del proceso circular para la produccion de espirulina.

DISCUSION

Como parte de la investigacion, se analizaron los puntos criticos donde es posible
introducir principios de ingenieria circular para reducir el impacto ambiental del proceso
lineal. De acuerdo con Lim et al. [37], la etapa de cultivo presenta el mayor impacto
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ambiental, principalmente debido a la generacion de aguas residuales. Por esta razon,
se propone la recirculacién del agua con un pretratamiento que incluya la adicion de
nutrientes, a fin de garantizar un crecimiento éptimo de la espirulina.

Se ha considerado, en caso de ser necesario, la mezcla de nutrientes para cumplir con
los requerimientos del proceso, lo cual concuerda con lo sefalado por Bermudez et al.
[38], quien indica que, tras las etapas de lavado y cosecha, el agua puede ser reutilizada
en multiples ciclos. Conforme Krishnamoorthy et al. [39], la espirulina mostré un
crecimiento favorable en aguas residuales provenientes de la industria de la destilerfa, lo
que favorece al tratamiento de aguas residuales de otros procesos y a la reduccién de la
contaminacion ambiental global.

Ademas, estudios han demostrado el desarrollo exitoso de espirulina en aguas residuales
de la industria de la acuicultura, como es el caso de las camaroneras, lo que representa
una alternativa adicional para el uso de agua en este proceso [40, 41]. No obstante, dado
que la produccién de espirulina requiere condiciones especificas en cuanto a nutrientes
para asegurar la calidad del producto comercial, se realizardn andlisis quimicos previos
al ingreso del agua al sistema. Esto permitird cuantificar las concentraciones de
nutrientes presentes y, en caso necesario, poder incorporar nutrientes extra para tener
la concentracion apropiada antes de la recirculacion.

Otro punto critico fue identificado en el lavado que corresponde a la espirulina himeda,
y la trituracion y tamizado, que corresponde a la espirulina seca. Se tiene en cuenta
aquellas que no cumplan con el tamano de grano o que no superen el control de
calidad. Este residuo se podria comercializar como subproducto del proceso, lo cual se
valida con lo mencionado por Meneses Barroso et al. [42] , donde se obtuvieron buenos
resultados de eficiencia, incluso mayores al 85 %, en la remocion de cromo mediante
espirulina viva, y en menor cantidad con espirulina muerta. Adicionalmente, la espirulina
no solo permitiria la remocion, sino incluso la recuperacion del cromo evitando la
generacion de residuos secundarios de grandes industrias, como, por ejemplo, la de
curtiembre [43].

En el caso delsistema circular se utilizaron los mismos equipos; sin embargo, al considerar
el uso del agua residual proveniente de otras industrias como la de camarones y la
destiladora de alcohol, se incluyo la instalacion de una planta de tratamiento la cual
se conectarad al cultivo, como se muestra en la Figura 2. De igual manera, las condiciones
generales de produccion son normales, es decir, van de 20 a 25 °Cy 1 atm de presion.

Para el andlisis econémico de los procesos, se estimaron los costos ISBL a partir de
cotizaciones por catdlogo de los equipos propuestos en cada proceso. A partir de este
costo, se calculd el costo OSBL como el 40 % del costo ISBL y los costos de ingenieria e
imprevistos como el 15 % del costo OSBL. Los costos ISBL fueron més elevados para el
proceso circular debido a la incorporacién de un sistema de tratamiento de aguas que
ademas incrementa el costo en mano de obra, como se observa en la Tabla 2.
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TABLA 2. Costos del proceso lineal y circular.

avances
en cencias e PROCESO
ingenierias

ISBL
OSBL
Ingenieria

Imprevistos

Materia prima/mes
Insumos/mes
Electricidad/mes

TOTAL, ANUAL

Labor de operacion (operarios)

Supervisor
Salariales directos
Mantenimiento
Impuestos
Alquiler de terreno
Gastos generales
TOTAL

Inventario de materia
Valor de inventario
Efectivo
Cuentas por pagar
Crédito
Repuestos
TOTAL

LINEAL

$669 212,11
$267 684,84
$40 152,73
$40152,73

$1850,62

$246,40

$396,00
$29916,22

$44160,00
$25 560,00
$26 768,48
$6 692,12
$936897
$9 368,97
$6271,75
$128 190,30

$925,31
$79053,26
$462,65
$1850,62
$1850,62
$936897
$93511,43

CIRCULAR

$675 232,11
$270 092,84
$4051393
$40513,93

$1370,62
$246,40
$633,60
$27 007,42

$49 680,00
$25 560,00
$27 009,28
$6752,32
$9453,25
$9453,25
$6 646,20
$134 554,31

$685,31
$80 780,86
$342,65
$1370,62
$1370,62
$9453,25
$94 003,31

Elconceptode costo-beneficiodeclaraquelos proyectos se consideran econdémicamente
viables si exceden los costos calculados [44], de modo que se calculd el beneficio neto
anual. El proceso circular presentd un beneficio igual a $17 324,52 mientras que el
circular, gracias a ahorros en agua, nutrientes y a la venta de los residuos, ascendio a
$105 044,28, como se muestra en la Tabla 3. Se debe tener en cuenta que las estimaciones
de costos incluyen predicciones de produccidn futura que estan siempre asociadas a un

nivel de incertidumbre.
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Los datos considerados en este estimado pueden no ser relevantes en el futuro, ya que las
condiciones del mercado pueden influir directamente en los costos y los posibles flujos
futuros de efectivo pueden generar modificaciones en el escenario presentado [45].

TABLA 3. Anélisis econdmico del proceso lineal y el proceso circular.

PROCESO LINEAL CIRCULAR
ftem Observaciones Observaciones
Precio de venta $ 25,00 $ 25,00 $0,01
Ventas anuales $ 184 800,00 $ 184 800,00 $91 259,26
Margen bruto $159635,78 $ 256 655,04
Beneficio bruto $26 693,49 $114 497,53
Beneficio neto $17324,52 $105 044,28

Con base en una produccién anual estimada de 3.696 kg y un precio de venta de
25,00 USD por kilogramo, —valor calculado a partir del promedio de precios de seis
marcas que comercializan espirulina en polvo en el mercado nacional—, se realizé la
proyeccion de ingresos del proceso. El andlisis econémico del modelo circular demostro
ser completamente viable.

En la Figura 3 se puede apreciar que el primer afo se tiene los costos de implementacion
con valores negativos por la cantidad de ingresos y la diferencia con el gasto de inversion.
Al afo 10 se puede ver que se empieza a tener ganancias. Por otro lado, en la Figura 4 se
expresan valores positivos desde el primer afo. Esto se debe a los ingresos adicionales
provenientes de la venta de subproductos del proceso, asi como de la recuperaciéon de
materias primas reutilizables, lo que contribuye a reducir los costos operativos.

100000 + 93,511,43
50000 |
5338,69
0 — —
. B e
-14.431,33
-24316,34
-34.201,36
-50.000 -44.086,37
-53.971,38
-63.856,39
-73.741,4
-83.626,42
100000 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 3. Flujo de caja del proceso lineal.
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1.012.721,13
902.048,68

791.376,24

680.703,8

570.031,35
459.358,91
348.686,46

238.014,02

127.341,58
94.003,31

16.669,13

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Figura 4. Flujo de caja del proceso circular.

CONCLUSIONES

El cultivo de espirulina en Tumbaco tiene un gran potencial para el desarrollo de
una produccién sostenible y rentable. En comparacion con el proceso lineal, la
implementacion de principios de circularidad en el proceso, como la reutilizacion del
agua residual y el aprovechamiento de los residuos de espirulina, contribuye a minimizar
el impacto ambiental y maximizar los beneficios econdmicos, con ganancias desde el
primer aflo de implementacion. Es necesario continuar investigando y desarrollando
tecnologias para optimizar el proceso de produccion circular de espirulina y ampliar las
aplicaciones de este producto.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

avances 1 - Balance de masas
Ingenierias
CANTIDAD CANTIDAD
PROCESO ENTRADA SALIDA
(KG) (((©)]
Materia prima 11,76 Biomasa de espirulina 10
Agua (L) 12 000 Agua residual 11960

Cultivo Nitrégeno (N) 18

Fésforo (P) 04

Potasio (K) 0,25
Biomasa de espirulina 10 Espirulina humeda 93

Filtrado
Agua residual 07 Agua residual 0,7
Espirulina humeda 93 Espirulina prensada 82
Prensado
Agua residual 1,1 Agua residual 11
Espirulina prensada 8.2 Espirulina seca 0,82
Secado

Agua evaporada 738 Agua evaporada 738
Trituracion Espirulina seca 0,82 Espirulina en polvo 0,81
Pérdidas 0,01
Total 0,81

Se ha considerado la eficiencia del 85 %.

2 - Seleccién de equipos con precio

EQUIPOS COSTO DEL EQUIPO

Fotobiorreactor $ 532 000,00

Equipo de limpieza $ 921022

Molino S 566782

Equipo de secado $111 300,00

Tamiz de bolas S 5012,00

Méaquina de embalaje de flujo $ 602207

Sistema de tratamiento de aguas residuales (solo circular) S 602000
Total $675232,11
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2 — Costos precios proceso lineal

avances
en ciendias e
ingenierias

ISBL
OSBL
Ingenierfa

Imprevistos

Materia prima/mes
Insumos/mes
Electricidad/mes

TOTAL ANUAL

Labor de operacion (operarios)
Supervisor
Salariales directos
Mantenimiento
Impuestos
Alquiler de terreno
Gastos generales
TOTAL

Inventario de materia
Valor de inventario
Efectivo
Cuentas por pagar
Crédito
Repuestos
TOTAL

ftem Observaciones

Capital Fijo
$669 212,11
$267 684,84
$40 152,73
$40152,73
COP Variable
$ 185062
S 24640
S 39600
$ 29916,22
COP Fijo
$44 160,00
$25 560,00
$26 768,48
$6692,12
$9368,97
$9368,97
$6271,75
$128 190,30
Capital de Trabajo
$925,31
$79053,26
$462,65
$1850,62
$1850,62
$9368,97
$93511,43

TEM OBSERVACIONES

Precio de venta
Ventas Anuales
Margen Bruto
Beneficio Bruto

Beneficio Neto

16  DOI: https://doi.org/10.18272/aci.3739

$ 25,00
$ 184 800,00
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. Beneficio . Ingreso Flujode Flujo
Afo Depreciacion . Impuesto . . Saldo
Neto Imponible Caja  Acumulativo
s ben .., ben flujo
Ingenierias neto- . . neto- acum-cap
imponible . .
depre imp fijo
0 $- $- $ $9351143
1 $1732452  $66 921,21 $-49596,70  $-7439,50 $9885,01 $9 885,01 $-83 62642
2 $1732452  $6692121  $-4959670 $-743950 $988501 $1977002  $-73 74140
381732452 $66921,.21 $-49596,70 $-743950 $988501  $2965504  $-63 856,39
4 $1732452  $6692121  $-4959670 $-743950 $988501  $3954005  $-53971,38
5 81732452 $6692121  $-4959670 $-743950 $988501  $4942506  $-44 086,37
6 $1732452 $6692121  $-4959670 $-743950 $988501 $5931007  $-34201,36
7 $1732452  $66921,21 $-49596,70  $-7439,50 $988501  $6919508  $-24316,34
8 81732452  $66921.21 $-49596,70 $-743950 $988501 $7908009  $-14431.33
9 81732452  $6692121  $-4959670 $-743950 $988501  $88965,11 $-4 546,32
10 $1732452  $6692121  $-49596,70 $-743950 $988501  $98850,12 $5 338,69

ANO SALDO
0 $9351143
1 $-83 626,42
2 $-73 741,40
3 $-63 856,39
4 $-53971,38
5 $-44 086,37
6 $-34201,36
7 $-24316,34
8 $-14431,33
9 $-4 546,32
10 $5 338,69
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3 — Costos precios proceso circular
Capital Fijo
ISBL $675 232,11
OSBL $270092,84
Ingenieria $40513,93
Imprevistos $40513,93
COP Variable
Materia prima/mes $1 370,62
Insumos/mes $246,40
Electricidad/mes $633,60
TOTAL ANUAL $27 007,42
COP Fijo
Labor de operacion (operarios) $49 680,00
Supervisor $25 560,00
Salariales directos $27 009,28
Mantenimiento $6 752,32
Impuestos $9453,25
Alquiler de terreno $9453,25
Gastos generales $6 646,20
TOTAL $134 554,31
Capital de Trabajo
Inventario de materia $685,31
Valor de inventario $80 780,86
Efectivo $342,65
Cuentas por pagar $1370,62
Crédito $1370,62
Repuestos $9 453,25
TOTAL $94 003,31
OBSERVACIONES OBSERVACIONES
Precio de venta $25,00 50,01
Ventas Anuales $184 800,00 $91 259,26
Margen Bruto $256 655,04
Beneficio Bruto $114 497,53
Beneficio Neto $105 044,28
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. Beneficio  Depre- Ingreso Flujode Flujo
Afio o . Impuesto . . Saldo
Neto ciacion  Imponible Caja Acumulativo
avances ben .
O acase 15% ben neto- flujo acum-
9 neto- . - - -
depre imponible imp cap fijo
0 5 $ - $94 003,31
1 $10504428  $67 52321 $37521,07 $562816  $11067244  $11067244 $16669,13
2410504428  $6752321 $37521,07 $562816  $11067244  $221 344,89 $127341,58
3 $10504428 56752321 $37521,07 $562816  $11067244  $332017,33 $238014,02
4 410504428  $6752321 $37521,07 $562816  $11067244 544268978 $348 686,46
5510504428  $6752321 $37521,07 $562816  $11067244  $553362,22 $45935891
6 $10504428  $6752321 $37521,07 $562816  $11067244 5664 034,66 $570031,35
7810504428 $6752321 $37521,07 $562816  $11067244  $774707,11 $680703,80
8 410504428  $6752321 $37521,07 $562816  $11067244  $885379,55 $791376,24
9 $10504428  $6752321 $37521,07 $562816  $11067244  $996 052,00 $902 048,68

10 510504428  $6752321 $37 52107 $562816  $11067244 $110672444  $1012721,13

ANO SALDO

0 $94.003,31
1 $16 669,13
2 $127 341,58
3 $238014,02
4 $348 686,46
5 $459 35891
6 $570 031,35
7 $680 703,80
8 $791 376,24
9 $902 048,68
10 $1012721,13
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Efecto de la suplementacion con ensilaje de
maiz y yuca en el desempeio productivo y
economico del ovino criollo (Ovis aries)
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Effect of mayze and cassava silage on the economicand
productive performance of hair creole sheep (Ovis aries)

Resumen

El presente trabajo evalud el desempefio productivo y la viabilidad econdmica de la
suplementacion de ovinos criollos con ensilajes de maizy yucaforrajera. Se seleccionaron
12 machos con un peso vivo promedio de 17,6 + 3,2 kg y 8 meses de edad, los cuales
fueron aleatorizados en dos grupos: uno suplementado con ensilaje de maiz (D1EM) y
otro con una mezcla de ensilaje de maiz y ensilaje de yuca (D2EM+EY) en proporciones
iguales. Los animales fueron evaluados durante 52 dias, incluidos 10 dias de adaptacion
en el periodo seco. Se registrd el desempefio productivo en ganancia de peso,
condicién corporal, consumo de ensilaje y coloracion de la conjuntiva ocular (como
indicador de anemia); ademés se recolectd informacién sobre costos e ingresos. Los
datos productivos se analizaron mediante una prueba t para muestras independientes.
Se observé un efecto estadisticamente significativo (p <0,05) de la suplementacién con
D2EM+EY, con una mayor ganancia diaria (0,080 £ 0,01 kg/d vs. 0,060 + 0,01 kg/d) y
acumulacion de peso durante el periodo de estudio (3,33 + 0,58 kg vs 2,45 + 0,43 kq),
asf como una mejor conversion alimenticia (kg:kg, 6,01:1 vs 8,27:1) y un menor grado de
anemia. La suplementacion con D2EM+EY presenté una relacion beneficio-costo de 2,4
y una rentabilidad del periodo del 72 %, con un costo de produccién de USD 0,93 por kg
de peso vivo. La suplementacion estratégica con ensilaje de maiz y yuca incremento las
ganancias de peso y mantuvo la condicién corporal de los animales durante el periodo
de sequia, generando mayores ingresos en relacién con los costos de produccion.

Palabras clave: alimentacién complementaria, cultivos forrajeros, ensilaje, ganancia de
peso, periodo seco.

Abstract
This study evaluated the productive performance and economic viability of
supplementing Creole lambs with mayze and cassava forage silage. Twelve males (17.6 +

1 DOI: https://doi.org/10.18272/aci.vi.3748
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3.2 kg live weight and 8 months old) were selected and randomized into two groups, one
supplemented with mayze silage (D1CS) and another with a mixture of mayze and cassava
silage (D2CS+CaS) in equal proportions. The animals were evaluated for a period of 52
days, including 10 days of adaptation during the dry period. Productive performance in
weight gain, body corporal condition, silage intake, and ocular conjunctiva coloration (as
an anemia indicator) was recorded. Information on costs and income was also collected.
The data was analyzed with an independent sample T-test. The D2CS+CaS increased
(p<0.05) daily gain (0.080 + 0.01 kg/d vs. 0.060 + 0.01 kg/d) and accumulated weight
in the evaluation period (3.33 + 0.58 kg vs. 245 + 043 kg). Additionally, the D2CS+CaS
supplementation led to a reduction in feed conversion ratio (kg: kg, 6.01:1 vs.8.27:1) and a
lower degree of anemia. The supplementation of D2CS+CaS resulted in a benefit-cost ratio
of 2.4 and profitability of 72 %, with a production cost of US$ 0.93 per kg of live weight.
Strategic supplementation of mayze and cassava silage resulted in increased weight gain
and the maintenance of optimal body condition during drought conditions, yielding a
higher income than production costs.

Keywords: supplementary feeding, feed crops, silage, weight gain, dry season.

INTRODUCCION

En condiciones tropicales es recurrente que se presenten periodos de sequfa
prolongados, lo cual afecta de manera significativa el desempefo productivo de
los rumiantes, debido a la baja disponibilidad y calidad nutricional de los forrajes [1].
Particularmente, en la regién caribe colombiana hay cerca de 6,7 millones de hectareas
establecidas en pasturas, en su mayorfa naturalizadas, siendo el principal recurso
forrajero para la alimentacion y produccion de ovinos [2]. Sin embargo, los rebafios
enfrentan serias limitantes que se relacionan principalmente con la baja productividad y
composicion nutricional de las praderas, que son afectadas por la estacionalidad de las
lluvias, con efecto negativo en los indicadores productivos [2,3].

La conservacion de forrajes energético-proteicos a través del ensilaje es una de
las principales estrategias para afrontar los periodos criticos [4]. En este sentido, el
maiz (Zea mays L.) se considera el principal recurso forrajero utilizado como ensilaje
en sistemas de alimentacién de rumiantes en la region caribe colombiana [5, 2],
caracterizandose por su alto rendimiento forrajero y aporte energético. Es de resaltar
que en la alimentacion de rumiantes es fundamental considerar la inclusion de
forrajes ricos en proteina o fuentes proteicas para tener un mejor balance nutricional,
digestibilidad y aporte de nutrientes [6, 2].

La suplementacion con fuentes proteicas concentradas ha sido descritacomo unaalternativa
para afrontar periodos criticos y mejorar el desempefio productivo de ovinos [7, 8]. Sin
embargo, el uso de alimentos concentrados puede incrementar los costos de produccion
[9, 101. En contraste, se ha demostrado que la implementacion de estrategias alimenticias
con ensilaje es una opcién viable desde el punto de vista econémico y productivo en los
sistemas de produccion ovino [11]. No obstante, ademas del aporte energético que puede
ofrecer el ensilaje de maiz, se requiere suplir las demandas de proteina.
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En este sentido, el cultivo de yuca (Manihot esculenta Crantz) resulta ser una opcion
relevante en los sistemas de alimentacion de rumiantes, debido a su alta produccion
de masa forrajera caracterizada nutricionalmente por un alto contenido de proteina
(20-25 %) vy alta digestibilidad [12, 13, 14]. Ademas, presenta tolerancia a la sequfa [15]
y adaptacion a diversos tipos de suelo [16]. A pesar de esto, la yuca posee glucésidos
cianogénicos, los cuales pueden generar intoxicaciones y muerte de los animales.
Esta toxicidad puede eliminarse en un 90 % por medio del picado, presecado al sol y
la fermentacion, garantizando su uso en la alimentacion animal [13]. Por otra parte, el
ensilaje de maiz es un recurso alimenticio, de amplio uso en sistemas de producciéon de
carney leche, debido a su alto contenido energético y de nutrientes digestibles, ademas
de su palatabilidad, que mejoran la ingesta de materia seca y el rendimiento general del
crecimiento en rumiantes [17, 18, 191.

Asimismo, el ensilaje de maiz y yuca han sido aprovechados como estrategias en
la alimentacion de ovinos, ya sea de manera individual o en combinacién, debido a
su potencial para optimizar el aprovechamiento de los recursos forrajeros y mejorar
la produccién de animales. Diversos estudios han demostrado que su inclusion en la
dieta influye positivamente en el comportamiento ingestivo, la tasa de crecimiento,
las caracteristicas carnicas de la canal y la salud, lo cual es relevante en sistemas de
produccion ovina [20, 21, 22, 23, 24]. No obstante, sus efectos pueden estar influenciados
por factores como el régimen alimenticio, la calidad del ensilado y su composicion, asf
como las diferentes condiciones de produccién. Por lo anterior el objetivo de este estudio
fue evaluar el desempefio productivo y la viabilidad econémica de la suplementacion
en ovinos criollos con ensilaje de maiz y la mezcla de ensilaje de maiz y yuca forrajera.

METODOLOGIA
Localizacion

El trabajo se desarrolld en la Sede EI Carmen de Bolivar, perteneciente a la Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria - AGROSAVIA, ubicada en el departamento de
Bolivar (Colombia); localizada a 125 m. s. n. m,, con latitud 9,718333 y longitud 75,104583.
La zona estd clasificada como bosque seco tropical con temperatura promedio de 27,4 °C,
humedad relativa de 72 %, tiene un promedio mensual de brillo solar de 234,5 h'y una
precipitacion anual de 1 099 mm. En la zona de estudio, la época de lluvias se extiende de
abril a noviembre, donde se acumula aproximadamente el 85 % de la precipitacion anual,
mientras que la época seca abarca desde noviembre hasta mediados de abril.

Elaboracion de ensilaje

El ensilaje de maiz se realizé con la variedad de grano amarillo Agrosavia V-117 [25], mientras
que, para el ensilaje de yuca forrajera se utilizé la variedad Agrosavia SM 1511-6 [26], las cuales
fueron establecidas de acuerdo con el manejo agronémico descrito por Mejia-Kerguelen
et al. [27], con una densidad poblacional de 62 500 y 40 000 plantas ha™, respectivamente.
La cosecha se realizd a los 78 dias después de siembra (dds) para maizy 90 dfas dds para la
yuca, con rendimientos forrajeros aproximados de 32y 70 t ha', respectivamente.

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.vi.3748


https://doi.org/10.18272/aci.vi.3748

Articulo/Article
Vol. 17, nro.2
e3748

avances
en ciendias e
ingenierias

Efecto de la suplementacion con ensilaje de maiz y yuca en el desempefio productivo y econdmico del ovino criollo (Ovis aries)
Sudrez / Paternina / Atencio / Tapia / Barragan / Mestra (2025)

Se utilizd una formaleta metélica de forma circular y desarmable para conservar el forraje
con capacidad de almacenamiento de una tonelada [14]. El proceso de elaboracion del
ensilaje del forraje inici¢ con la extension en el suelo de un plastico calibre 4 (0,1016 mm),
sobre el cual se arm¢ la formaleta. Luego, se pico el forraje con un triturador de forraje
(Trapp® TRF-650, Jaragud do Sul/SC — Brasil) y se depositaron capas de material picado,
con un didmetro de particula aproximado de 2 cm, en capas de 25 cm para facilitar la
compactacion del material y eliminacién del aire presente en el forraje. Este proceso se
llevd a cabo hasta completar el volumen de la formaleta alcanzando una densidad de
compactacion de 400 kg m?. Posteriormente, se desarmo la formaleta y se procedio a cubrir
el material con una carpa plastica calibre 6 (0,1524 mm). Finalmente, el plastico se amarrd
con nylon de polipropileno para garantizar mayor hermetismo al forraje conservado.

En el caso de la yuca, el proceso de conservacion del forraje fue similar al del maiz, sin
embargo, se agregd melaza liquida (subproducto de la cafa de aztcar) como aditivo, a
razon del 1 % del volumen de forraje a ensilar, disuelta en 5 litros de agua. La solucién
se aplicé uniformemente con una pulverizadora agricola de presién, con capacidad de
20 litros. El aprovechamiento del ensilaje de maiz se realizd a los 120 dias después de su
elaboracion, mientras que, el de yuca a los 108 dfas. Lo anterior, considerando el periodo
minimo de fermentacion y estabilizacion del material ensilado [28]. La suplementacion
de los animales se realizd durante la época de minima precipitacion del afio, momento
en el que disminuye la cantidad y calidad de pastos en esta regién de Colombia. .

Area experimental y manejo animal

Los animales permanecieron en un area de 1 ha, establecida principalmente en un 85%
en la pastura Agrosavia Sabanera (Megathyrsus maximus (Jacq.) BK. Simon & SW.L. Jacobs)
y en un 15 % en Colosuana (Bothriochloa pertusa (L) A. Camus). Esta drea se dividié en 6
potreros de 0,16 ha cada uno, con el fin de establecer un sistema rotacional con 4 dias
de ocupacién y 20 dfas de descanso. Las cercas perimetrales e internas de los potreros
se establecieron con malla graduada en acero galvanizado para pastoreo con ovinos. De
igual forma, en el modulo de rotacion, se instald un sistema de acueducto interno con
hidrantes ubicados estratégicamente para el suministro constante de agua a los animales.
Los ovinos pastorearon en horas de la mafana (08:00) y retornaron al aprisco en horas
de la tarde (16:00). En el aprisco, los ovinos fueron separados en dos corrales provistos de
bebederos y comederos plasticos lineales para el suministré del ensilaje.

Animales y tratamientos experimentales

El estudio se llevd a cabo entre los meses de enero a marzo del ano 2023, correspondiente
a la época de menos precipitacion de la zona. El ensayo tuvo una duracion de 52 dias, de
los cuales 10 dias correspondieron al periodo de adaptacion. Al inicio de este periodo, los
ovinos se identificaron y pesaron. Posteriormente fueron desparasitados (Levamisol HCL 15
%, 0,5 mg kg") y distribuidos en los tratamientos respectivos. Se utilizaron 12 ovinos (Ovis
aries) criollos de pelo una raza adaptada a las condiciones tropicales, caracterizada por su
rusticidad y eficiencia en la produccién de carne, con peso y edad promediode 17,6 + 3,2 kg
y 8 meses, respectivamente, los cuales se distribuyeron aleatoriamente en dos tratamientos
consistentes en: ovinos suplementados con ensilaje de maiz (D1EM) y ovinos suplementados
con ensilaje de maiz y ensilaje del forraje de yuca (D2EM+EY), empleando una proporcion
50:50. Los ovinos fueron suplementados (kg MS™) a razén del 1 % de su peso vivo.

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.vi.3748


https://doi.org/10.18272/aci.vi.3748

Articulo/Article

Vol. 17, nro.2
3748 Efecto de la suplementacion con ensilaje de maiz y yuca en el desempefio productivo y econémico del ovino criollo (Ovis aries)
Sudrez / Paternina / Atencio / Tapia / Barragan / Mestra (2025)
Calidad nutricional de los forrajes
avances

cenase  Se determind la composicién nutricional de la pastura y los ensilajes empleados en la

1 alimentacion de los ovinos. La calidad nutritiva del pasto Agrosavia Sabanera se determiné
mediante la obtencion de muestras compuestas, las cuales se colectaron a través del
método de simulacion de pastoreo (hand plucking). Se colectaron 500 g por muestra las
cuales fueron secadas en estufa de ventilacion forzada a 60 °C por 48 h. Posteriormente
fueron molidas con un molino tipo Willey y enviadas al Laboratorio de Nutricién Animal
de Agrosavia. Se determind la concentracion de proteina cruda (PC), fibra en detergente
neutro (FDN), fibra en detergente 4cido (FDA), digestibilidad de la materia seca (DISMS),
energia metabolizable (EM), y nutrientes digestibles totales (NDT). De igual forma,
se tomaron muestras de los ensilajes para su caracterizacion nutricional a través de
espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS) [29]. La composicién nutricional de los forrajes
y dietas empleadas en la suplementacién de los ovinos se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion nutricional de la pastura y ensilajes utilizados en el experimento.

Pastura Ensilajede  Ensilaje de
Agrosavia Sabanera  maizD1EM yuca (EY)
n=4 n=12 n=12
Materia seca total (%) 3125445 3225£022 | 27674015 | 299
Proteina cruda (%) 11594023 1050073 | 1808+ 084 | 1429
Extracto etéreo (%) 1,55 +005 1794024 | 325£020 | 252
Fibra Detergente Neutro (%) 6826+ 047 55134398 | 3821+267 | 4667
Fibra Detergente Acido (6 3863+ 1,00 24954371 | 19104204 | 2203
Lignina (96) 860+0,11 5444088 | 3794053 | 462
Hemicelulosa (%) 29634052 30194137 | 1911102 | 2465
Proteina Soluble (%) 3994 +085 39994175 | 36884248 | 3843
Proteina B (% PO) 5336+1,10 4817242 | 4783263 | 4800
Proteina C (% PO) 514+096 1086+072 | 1315+094 | 1200
Almidon Total (%) 171016 1474+442 | 9724061 | 1223
Carbohidratos No Estructurales (%) 364+052 1665500 | 1444130 | 1554
Carbohidratos Solubles (%) 193+£037 191+0,70 471084 331
Calcio (%) 053 =002 002£003 | 099+007 | 051
Fesforo %) 025001 022002 | 026+001 | 024
Nutrientes Digestibles Totales (%) 5163+046 7041+244 | 62112109 | 6626
Digestibiidad MS (%) 56,60+ 049 76854262 | 67924118 | 7239
ﬁ/inse)rg"a Metabolizable (Mcalkg' 1834002 266+011 | 2294005 | 247

n: Corresponde al nimero de anadlisis. Fuente: Elaboracion propia
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Desempeiio animal

Los animales se pesaron al inicio y cada 14 dias hasta el final del ensayo, con béscula
electrénica portatil (MDBM-300, Bogota D.C.). A partir de esta informacion se determind
la ganancia de peso total (GDPT) y la ganancia diaria (GDP) mediante la siguiente
ecuacion.

Peso Final-Peso Inicial
Numero de dias

Ganancia diaria de peso (GDP) =
Condicion corporal

Para la evaluacion de la condicion corporal, se utilizd una escala de 1 a 5, teniendo en
cuenta la metodologia propuesta por Felice [30] al inicio y, posteriormente, cada 14 dias,
hasta el final del ensayo.

El consumo de ensilado se determind por diferencia entre la cantidad de alimento
suministrado y el sobrante.

Grado de anemia

Cada 14 dias se realizd la inspeccién del color de la mucosa de la conjuntiva ocular de
los ovinos, utilizando como referencia la carta guia Famacha®. Esta técnica se basaen la
evaluacion visual del color de la mucosa ocular, lo que permite determinar el grado de
anemia, que puede ser causada por parasitos gastrointestinales, utilizando una escala
de cinco colores: rojo (1); rojo palido (2); rosado (3); rosado pélido o blanco rosado (4) y
blanco (5) [31]. En esta escala, el grado 1 corresponde a ausencia de anemia y el grado 5
indica anemia grave.

Analisis econdmico

Para determinar la viabilidad econdmica de la suplementacién con los distintos ensilajes,
se empled la metodologia propuesta por Agreda [32], que contempla el registro de los
costos directos, representados por el costo incurrido en la produccién de los ensilajes
y la mano de obra, mientras que los ingresos fueron dados por la comercializacion
de los kilogramos de carne en pie producidos en el periodo. A partir de ello, se
determind la utilidad neta, rentabilidad, relacion beneficio-costo, punto de equilibrio
y el costo de produccion por unidad de producto. Los valores se presentan en doélares
norteamericanos (USD) a una tasa representativa del mercado COP 4.345 [33].

Analisis estadistico

La informacion se colectd y almacend en una hoja de célculo para su posterior analisis.
Debido al tamafio de muestra pequeno, n < 20 [34, 35], se utilizd una prueba T para
medias independientes mediante el método de bootstrapping (n= 10 000) con el objeto
de obtener p-valores robustos ante situaciones de no normalidad y heterogeneidad de
varianzas [36].
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RESULTADOS Y DISCUSION
Desempeiio animal

No se detectaron diferencias (p>0,05) entre las dietas con relacion al consumo diario
de ensilaje y condicién corporal. No obstante, los ovinos suplementados con D2EM+EY
obtuvieron una ganancia diaria y acumulada de peso significativamente mayor (p<0,05),
superando en un 25,5 % a los alimentados con la dieta DTEM. Asimismo, se registré efecto
(p<0,05) del tipo de ensilaje en la conversién alimenticia y en la coloracién de la conjuntiva
ocular con menor grado de anemia en animales suplementados con D2EM+EY (Tabla 1).

Tabla 2. Desempefio productivo de ovinos criollos de pelo suplementados con ensilaje de maiz y yuca.

Variable D1EM D2EM+EY
Peso inicial (kg) 17,93 +3,39 1735+3,29
Peso final (kg) 20,38 +3,17 20,68 + 3,45
Dias experimentales 42 42
Consumo de ensilaje diario (kg en base himeda) 0479+0,02a 0474 +£0,02a
Ganancia peso periodo (kg) 245+043b 333+058a
Ganancia diaria de peso (kg) 0,060+0,01b 0,080+0,01a
Conversion alimenticia (kg) 827 +a 601+b
Condicioén corporal (1-5) 30a 30a
Grado de anemia 20a 10b

El mejor desempefio de los animales suplementados (medida por la ganancia diaria
de peso y por la conversion alimenticia) se obtuvo con el tratamiento D2EM+EY. Estos
resultados pueden atribuirse a un mayor aporte de nutrientes por la dieta ofrecida (Tabla
2). Al respecto, varios autores aseguraron que al mejorar la relacion energfa-proteina
de la dieta, se promueve una mayor actividad ruminal con lo cual se aumenta la
degradabilidad de la materia organica ingerida y el aporte de nutrientes, favoreciendo
asi el desempefio productivo de los animales [3, 6, 2]. Dentro de la produccién animal,
la alimentacién es uno de los factores de mayor importancia ya que esta incide
directamente en el crecimiento y desarrollo de los animales, asimismo, en el margen de
rentabilidad de los sistemas [37, 38, 39.

Resultados similares fueron encontrados por Baracaldo-Martinez et al. [40] al evaluar la
GDP de ovinos en el departamento de Cérdoba donde se reportaron ganancias entre
0,080y 0,132 kg d™' para ovinos criollos en crecimiento. Dichos valores coinciden con los
registrados en nuestro experimento al suplementar con ensilaje mixto de yuca y maiz.
Sin embargo, siguen siendo inferiores a las ganancias de 0,120 kg d' comunicados por
Sanchez-Frémeta et al. [11] al suministrar ensilaje de maiz mas concentrado a los ovinos.
Por otro lado, la GDP alcanzada en el presente estudio supera los 0,076 kg d' descritos
por Aguirre et al. [6] para ovinos Corriedale x Poll Dorset alimentados con ensilaje de
maiz-alfalfa, asi como las ganancias de 0,064 kg d' reportados por Maza et al. [3] al
emplear un balanceado alternativo.
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Elindice de conversién de alimento a partir delensilaje fue menor (p<0,05) en los animales
suplementados con la dieta D2EM+EY, los cuales requirieron 6,0 kg de suplemento
para producir un kilogramo de peso, mientras que, los animales suplementados con
la dieta D1EM requirieron un 27,4 % mas de suplemento para generar una unidad de
producto. Dichos resultados pueden relacionarse con la naturaleza del suplemento,
ya que la dieta D2EM+EY presentd un mayor contenido de proteina en el forraje y
menor contenido de FDN y lignina en comparacion con la dieta D1EM. Al respecto,
Sudrez-Paternina et al. [41] manifestaron que dietas con un menor contenido de FDN
y carbohidratos estructurales presentan una una mayor proporciéon de componentes
solubles y altamente fermentables, lo cual favorece la degradacion ruminal y tasa de
pasaje de la materia orgdnica ingerida.

La suplementacion con D1EM y D2EM+EY no generd (p>0,05) cambios en las reservas
corporales de los ovinos, registrando una puntuaciéon de 3 puntos en ambos grupos.
Resultados similares entre ovinos suplementados con dietas energético-proteicas han
sido reportados por Sudrez-Paternina et al. [41]. En contraste, para el grado de anemia, los
ovinos alimentados con D2EM+EY presentaron una valoracion de 1 (mucosas color rojo)
mucho mejor a la observada en la mucosa de los animales suplementados con DTEM. Al
respecto, Torres-Acosta et al. [42] sefalaron que la suplementacion energético-proteica
incrementd en los ovinos la resiliencia contra nematodos gastrointestinales, asi como
también mejord el desempefio productivo de los animales.

Viabilidad economica de la suplementacion con ensilajes

EnlaTabla2, se presenta el consumo de ensilaje en cada uno de los tratamientos durante
el periodo experimental, lo cual representé el principal egreso dentro de los costos (Tabla
3). En este contexto, la suplementacion de ovinos criollos con ensilaje de maiz y de yuca
se considera rentable desde el punto de vista técnico y econémico, debido a que los
ingresos estimados de la comercializacion en pie de los animales fueron superiores a
los egresos. Sin embargo, los mayores retornos econdmicos fueron observados en los
animales alimentados con la dieta D2EM+EY, debido a mayor ganancia de pesoy menor
costo en la alimentacion de los animales. El margen de ingreso del periodo fue de USD
13,43 (Tabla3) en los ovinos alimentados con la D2EM+EY, siendo superior en un 67,7 % al
registrado por los ovinos alimentados con la dieta D1EM. De igual forma, se observé una
mayor relacion beneficio-costo en el tratamiento D2EM+EY, que fue de 2,4, indicando
que por cada ddlar invertido en el costo de la suplementacion se pueden recuperar
USD 0,00032. Por otra parte, al relacionarse los costos de produccion con los kilogramos
de carne producidos durante el periodo, se generd a un menor costo la unidad de
producto, siendo 29,0 % menor al costo unitario registrado por el tratamiento D1EM.
Finalmente, en la dieta D2EM+EY se destind el 41,9 % de los kilogramos producidos para
equilibrar el nivel de inversion.
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Tabla 3. Costo de la suplementacién (USD) con ensilajes para ovinos durante el periodo experimental.

item D1EM D2EM+EY
Costo alimento/kg 0,043 0,037
Costo suplementacion periodo 6,47 555
Mano de obra 12,99 12,99
Total costos 19,46 18,54
Ganancia de peso periodo (kg) 14,88 19,98
Costo comercial kg en pie 1,60 1,60
Ingreso Neto Total 23,81 31,97
Ingreso Neto Periodo 435 1343
Relacion B/C 0,7 24
Rentabilidad periodo (%) 22,24 72,30
Punto de equilibrio (kg) 12,2 116
Costo de produccion kg en pie 1,31 093

Los indicadores econémicos registrados en el tratamiento D2EM+EY demostraron ser
competitivos frente a experiencias en la region Caribe colombiana que han reportado
costos de produccién de kg de peso vivo entre USD 0,90 y USD 1,20 [9]. Asimismo,
nuestros resultados, tanto en la suplementacién con ensilaje de maiz como la mixta
(maiz-yuca), registraron mayor rentabilidad que la presentada por Sdnchez-Frometa et
al. [11] de 12,2 % al suplementar ovinos con ensilaje de maiz mdas concentrado.

Durante la estacion seca del afo, la escasez en la oferta y la calidad del forraje
compromete la rentabilidad del sistema ovino. Sin suplementacion, los indicadores
econdmicos de la produccion resultan negativos, con bajos mérgenes de rentabilidad
que oscilan del 0,4 al 4,2 % [43]. Frente a este panorama, nuestros resultados muestran
que la suplementacion con ensilaje de maiz-yuca constituye una alternativa técnica y
econémicamente viable para sostener el desemperio productivo del ovino criollo, alin
frente a sequias cada vez mas intensificadas por la variabilidad y el cambio climatico.

CONCLUSIONES

La suplementacion estratégica con ensilaje de maiz y de yuca incrementé las ganancias
de peso y mantuvo la condicion corporal de los animales durante el periodo de sequia.
Esta alternativa alimenticia se presenta como una opcién rentable y ambientalmente
sostenible, dado que minimiza la dependencia de insumos externos en las fincas y
promueve el uso de recursos forrajeros adaptados y de facil implementacién por parte
de pequenos y medianos productores.
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Validation of the empirical method for obtaining wood
density of high Andean species

Resumen

Las emisiones de gases de efecto invernadero, incluyendo el diéxido de carbono (CO,),
han aumentado de forma constante en la atmosfera durante los Ultimos 20 anos. Este gas
es considerado uno de los principales responsables del calentamiento global. Se conoce
que el CO, es absorbido por la vegetacion, por lo que es uno de los principales sumideros
de carbono. En este contexto, la densidad de madera es un indicador de la cantidad de
carbono que la vegetacion toma de la atmosfera. Por ello, se han desarrollado distintas
metodologfas para estimar este pardmetro en la madera. Actualmente, se pretende hacer
uso de metodologfas no invasivas que causen el menor dafio posible a las plantas que
no requieran herramientas 0 equipos costosos y que, ademas, permitan ahorrar tiempo
al momento de medir la densidad de madera. Por este motivo, el presente estudio tuvo
dos objetivos. El primero, comparar la densidad de madera obtenida a través del método
empirico y el método por desplazamiento de agua; y el sequndo, demostrar la validez
del método empirico como metodologfa para la medicion de densidad de madera para
especies altoandinas. Para realizar los andlisis estadisticos, las especies fueron agrupadas
seguin su habito de crecimiento (arbdreas y arbustivas). De igual manera, se analizaron en
conjunto los dos habitos de crecimiento. La comparacién de medias de las metodologias
estudiadas demostré que las densidades de madera no muestran diferencias estadisticas
(p valor > 0.05). Adicionalmente, los resultados de la regresion lineal mostraron ajustes
por encima del 85 % para especies arboreas, arbustivas y agrupadas, lo cual demuestra
la alta similaridad en los valores de la densidad de madera obtenida a través de las dos
metodologias. Los resultados obtenidos concuerdan con investigaciones reportadas para
otras latitudes, por lo que se sugiere el uso del método empirico para medir la densidad
de madera en especies altoandinas.

Palabras clave: dendrometria, carbono, bosques andinos, sumidero, especies nativas.

Abstract

Greenhouse gas emissions, including carbon dioxide (CO,), have steadily increased in
the atmosphere over the past 20 years. This gas is considered one of the main causes of
global warming. CO, is known to be absorbed by vegetation, making it one of the main
carbon sinks. In this context, wood density is an indicator of the amount of carbon that
vegetation absorbs from the atmosphere. Therefore, different methodologies have been
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developed to estimate this parameter in wood. Currently, the goal is to use non-invasive
methodologies that cause the least possible damage to plants, do not require expensive
equipment, and also save time when measuring wood density. For this reason, this
study aimed to compare wood density obtained through the empirical method and
the water displacement method and demonstrate the validity of the empirical method
as a methodology for measuring wood density for high Andean species. To perform
the statistical analyses, species were grouped according to their growth habit (tree and
shrub). Similarly, both growth habits were analyzed together. Comparison of means
across the studied methodologies showed no statistical differences in wood densities
(p value > 0.05). Additionally, the linear regression results showed fits above 85 % for
tree, shrub, and grouped species, demonstrating the high similarity in wood density
values obtained using the two methodologies. The results obtained are consistent with
research reported for other latitudes, and therefore the use of an empirical method is
suggested to measure wood density in high Andean species.

Keywords: dendrometry, carbon, andean forest, sink, native species.

INTRODUCCION

El diéxido de carbono atmosférico (CO,) es uno de los principales gases responsables del
calentamiento global [1]. Las emisiones de este gas han registrado un aumento desde
2004 hasta 2024 de un 114 % [2]. Si el aumento de carbono es excesivo, es necesario
tomar medidas apropiadas para desacelerarlo, puesto que los efectos negativos no solo
se manifestaran en el clima 3], sino también en el mal funcionamiento de los ecosistemas,
como ya se ha demostrado en afos anteriores [4]. Ademas, se ha demostrado que la
vegetacion tiene la capacidad de absorber carbono a través de la fotosintesis, lo que
le permite mayor generacion de biomasa [5, 6, 7] y contribuye a estabilizar el ciclo del
carbono [8]. En consecuencia, la densidad de la madera es un pardmetro que permite
estimar cuénto carbono absorbe la vegetacion [9, 10].

La densidad de madera es considerada un indicador de importancia ecolégica [11],
debido a que su caracterizacién permite conocer la calidad de madera y la capacidad de
almacenamiento de carbono [12, 13, 14]. Sin embargo, la calidad depende de los tejidos
y células de las que se encuentre constituida [15], y varfa en funcion de la especie [16].
Ademas, se conoce que el clima en el cual habita la vegetacion lefiosa puede influir en
caracteristicas de la dureza y peso de la madera [17, 18]. Por ejemplo, en los trépicos se ha
registrado que, por las condiciones de precipitacion y temperatura, la vegetacion lefiosa
desarrolla mayor densidad de madera en comparacion con otras regiones del planeta [19].

Las metodologfas para estudiar la densidad de madera en las que se destruye por
completo el arbol o arbusto han sido ampliamente aplicadas (i.e., al cortar el tronco en
forma de anillos) [20]. Sin embargo, los métodos que permiten obtener la densidad de
madera mediante técnicas no destructivas, rdpidas, precisas y econémicas son limitadas
[21, 22]. Investigaciones recientes aplican metodologias no invasivas como son rayos X
con densitémetro y difractometro [23], asi como otras estiman la densidad de madera
a partir de imdgenes 3D; no obstante, estas técnicas requieren de instrumentacion
especial y sus costos son elevados [24, 25].
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Métodos no destructivos como el empirico y por desplazamiento de agua, permiten
obtener la densidad de madera a través de una muestra de madera con el uso de
barrenas forestales. En el primero, método empirico o geométrico, la densidad se
obtiene al considerar a la muestra como un cilindro y aplicar la relacién entre el peso y
volumen [26, 271. El sequndo, método por desplazamiento de agua, también calcula la
densidad de madera a través de la relacion entre el peso y volumen de agua desplazada
de la muestra de madera. Este Ultimo es un método muy utilizado, aunque requiere
mayor tiempo para calcular la densidad de madera y su costo puede ser mayor al hacer
uso de otros equipos en relacién con el método empirico [27, 28].

En consecuencia, es fundamental recopilar informacion precisa sobre la densidad de
la madera mediante metodologias accesibles, tanto en términos de tiempo como de
costos, y que, ademas, sean menos invasivas. Esto es importante debido al incremento
de los censos forestales y a que numerosas especies se encuentran catalogadas en
alguna categoria de amenaza de extincién [29]. Hasta la fecha, existen pocos estudios
que demuestren la efectividad del método empirico, el cual ha sido probado en especies
de otras regiones del tropico, como en Kenia [26], pero no en especies altoandinas.
Por esta razén, el presente estudio tiene como objetivos: i) comparar la densidad de
madera obtenida a través del método empirico y método por desplazamiento de agua,
y i) demostrar la validez del método empirico como metodologia para la medicién de
densidad de madera en especies altoandinas.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio
“ A ECUADOR
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FIGURA 1. Mapa del drea de estudio: A) Ubicacion de los cuatro sitios para el monitoreo de densidad de madera
en bosques altoandinos de los Andes occidentales, B) ubicacion de Ecuador dentro de Sudamérica y €) Ubicacion
de la provincia del Azuay en el Ecuador.
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El estudio se desarrollé en cuatro bosques altoandinos de los Andes occidentales de
la provincia del Azuay, Ecuador como lo muestra la Figura 1. Entre los meses de febrero
y mayo de 2019 se monitorearon las localidades de: Llaviucu (2°50'38"S 79°06'59"0 -
3200 m s. n. m.), Zhurucay (3°08'4"0S 79°15'07"0 - 3400 m s. n. m.), Angas (2°55'59"S
79021'00"0 - 3500 m s. n. m.) y Migir (2046'55"S 79°16'12"0 - 3500 m s. n. m.). Estos
bosques se caracterizan por la presencia de niebla [30], asi como por altas tasas de
riqueza y endemismo, con predominio de especies de hédbito arbéreo y arbustivo [31].
El presente estudio se diferencia de otros debido a que los sitios de estudio ,por las
caracteristicas de flora y su extensién, la cantidad de carbono absorbido puede llegar a
ser mayor a otros.

Coleccion y procesamiento de muestras

Se seleccionaron nueve especies lefiosas de mayor abundancia que se encuentran
compartidas enlos cuatro sitios de estudio. La Tabla 1 indica las especies consideradas para
el estudio: cinco fueron especies de hédbito de crecimiento arbdreas y cuatro especies
de habito de crecimiento arbustivas. Por especie se seleccionaron 20 individuos (cinco
en cada sitio), lo que da como resultado 180 muestras. Sélo se consideraron plantas con
didmetro a la altura del pecho (DAP) mayor a 5 cm, con la finalidad de que permita la
extraccién de una muestra de madera vélida [32, 33].

Todas las muestras de madera fueron obtenidas a la altura del DAP con la ayuda de
barrenas forestales, instrumentos con punta enroscada que permiten extraer un nicleo
de madera de un tronco lefioso. Se emplearon barrenas de la marca Haglof 16"y Jim
Gem 10" [34]. Posteriormente, cada muestra extraida se cubrié con papel aluminio para
evitar su deshidratacién y se almacend en bolsas humedecidas. En el laboratorio, las
muestras se secaron en estufa a 60° C durante 72 horas y, finalmente, se pesaron.

Tabla 1. Lista de especies monitoreadas para estimar la densidad de madera en bosques altoandinos de los
Andes occidentales.

Especies n Familia Habito de crecimiento
Alnus acuminata Kunth 20 Betulaceae Arbol
Brugmansia sanguinea (Ruiz & Pav.) D.Don 20 Solanaceae Arbusto
Escallonia myrtilloides Lf. 20 Escalloniaceae Arbol
Hedyosmum luteynii Todzia. 20 Chloranthaceae Arbol
Morella pubescens Benth. 20 Myricaceae Arbusto
Myrcianthes rhopaloides (Kunth) McVaugh 20 Myrtaceae Arbol
Oreocallis grandiflora (Lam.) RBr. 20 Proteaceae Arbusto
Vallea stipularis Lf. 20 Elaeocarpaceae Arbusto
Weinmannia fagaroides Kunth 20 Cononiaceae Arbol

n: ndmero de individuos de los que se recolectd la muestra de madera.
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Estimacion de la densidad de madera
Método empirico o geométrico

Para este método se considera la muestra de madera como un cilindro [26], la ecuacion 1 la
describe a continuacion:
4
v=— | 1
o M

En donde, ves el volumen del cilindro, / es la longitud de la muestra y, r es el radio de la
muestra.

Método por desplazamiento de agua

Se registra el peso que se obtiene al sumergir la muestra de madera dentro de un tubo
de ensayo con agua destilada, para esto, es necesario una balanza analitica (precision =
0.00019). A continuacion, se despeja el volumen (v) de la ecuacion 2, en donde p es el
peso que se acaba de obtenery d, la densidad del agua destilada (1g.cm?). Finalmente,
para ambos métodos, se divide el peso para el volumen, como lo indica la ecuacién 2. Sin
embargo, p serd el peso de la muestra de madera secada a 60 ° C por 72 horasy V es el
volumen obtenido anteriormente [35].

d=L )
v

Analisis estadistico

Para describir los métodos, se calcularon medidas de tendencia central y de dispersiéon
por habito de crecimiento y para todas las especies. Para comparar la densidad de
madera obtenida a través del método empirico y el método por desplazamiento de
agua para cada habito de crecimiento (arbéreo y arbustivo) se hizo uso de pruebas de
t-student pareadas con un umbral alpha < 0.05. Para validar el método empirico a partir
del método por desplazamiento de agua, se generaron regresiones lineales, y, ademds,
se evaluaron métricas de ajustes de estas [26, 33]. Las mismas pruebas estadisticas se
realizaron al agrupar los datos de densidad de madera de los dos hdbitos de crecimiento.
Los andlisis estadisticos y gréficas se llevaron a cabo en el programa estadistico R [36].

RESULTADOS

Acorde a la Tabla 2, la media y desviacién estandar (DE) de la densidad de madera por el
método empirico y por el método por desplazamiento de agua fueron muy similares
entre sf (empirico = 0.52 g.cm® £DE = 0.1; desplazamiento =0.53 g.cm? +DE = 0.14),
aungue en razén del coeficiente de varianza (CV), los datos apenas se dispersan en los
dos métodos ~ 4 %. Un comportamiento muy similar se evidencié para la densidad de
madera de especies arbustiva, aunque la media en los dos métodos son las mismas
y se comprobd menor dispersion de los datos (empirico = 049 gcm® + DE = 0.12;
desplazamiento = 0.49 g.cm? + DE = 0.12).
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Tabla 2. Comparacion de la estimacion de la densidad de madera entre el método empirico y el método por
desplazamiento de agua para habitos de crecimiento arbéreo, arbustivo y datos agrupados.

Habito Método Media Mediana DE CV  Minimo Maximo
Arbol Desplazamiento 052 048 0.14 | 0038 0.27 0.99
rbo

Empirico 0.53 048 0.15 | 0.045 027 097
Desplazamiento 049 0.52 0.12 | 0029 0.24 0.76

Arbusto
Empirico 0.49 052 0.12 | 0030 023 0.76
Desplazamiento 0.51 0.50 0.14 | 0039 0.24 0.99

Agrupado
Empirico 0.51 0.50 0.14 | 0039 0.23 097

DE: desviacion estandar. CV: coeficiente de variacion.

La comparacién de medias para especies arboreas entre las dos metodologias (Figura
2a) demostré que no se diferencian estadisticamente (p valor > 0.05), puesto que sus
medias fueron similares (0.52 g.cm® desplazamiento y 0.53 g.cm? empirico). Asimismo,
se comprobd que tampoco difieren significativamente (p valor > 0.05) las medias de
las densidades de madera para especies arbustivas, incluso sus medias son las mismas
(desplazamiento y empirico: 0.49 g.cm?), seguin se puede observar en la Figura 2b. La Figura 2c
confirma que, al evaluar los datos en conjunto, los resultados obtenidos son muy similares
al analizar por hébito de crecimiento, incluso la desviacién estdndar por grupo es muy
similar. Estos resultados sugieren que los valores de las dos metodologias, al ser idénticos,
pueden ser aplicadas en la vegetacion altoandina.
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FIGURA 2. Comparacién de medias de la estimacion de madera entre el método empirico y método por
desplazamiento de agua para habitos de crecimiento. a) habito arbdreo, b) habito arbustivo, ¢) datos en conjunto.

Relacion entre el método empirico y método por desplazamiento de agua

Las regresiones lineales obtenidas muestran ajustes altos y valores de la raiz del error
cuadratico medio (RECM) bajos. La Figura 3a confirma que la estimacion de la densidad
de madera del método por desplazamiento de agua para especies arbodreas aumenta
significativamente mientras aumenta la densidad estimada por el método empirico,
este mismo patrén ocurre con especies de habito arbustivo (Figura 3b). Finalmente, al
agrupar todos los dos habitos de crecimiento, se observan ajustes muy similares a los
anteriores. Esto se puede observar en la Figura 3c.
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FIGURA 3. Gréfica de dispersién con linea de tendencia de la densidad de madera del método por
desplazamiento de agua con el método empirico. a) Habito arhdreo, b) Habito arbustivo. ¢) Datos en conjunto.

DISCUSION

Los resultados de este estudio coinciden con los de otras investigaciones al reconocer
el uso del método empirico como metodologfa vélida para estimar la densidad de
madera, sin embargo, anteriormente solamente se habfa validado con especies de
otras latitudes y no altoandinas. Los hallazgos en este estudio han demostrado que no
existen diferencias estadisticas entre los valores de la densidad de madera tanto para
especies arbdreas como arbustivas. Asimismo, se ha demostrado que el ajuste entre los
dos métodos es alto, lo cual sugiere que se puede hacer uso del método empirico para
obtener densidad de madera.

En un estudio previo [25] al comparar un método no destructivo (método empirico) con
un destructivo (corte de disco) no se hallaron diferencias significativas de la densidad
de madera entre las dos metodologias, pero cuando se analizaron las densidades de
madera por habito de crecimiento, se obtuvieron resultados contrarios. En el presente
estudio, la misma tendencia se hallé al no encontrar diferencias estadisticas entre el
método empirico y por desplazamiento de agua cuando se analizé sin agrupamiento,
pero tampoco se obtuvieron diferencias cuando se evalué por habito de crecimiento.
Esto se debe a la alta similaridad de la densidad de madera obtenida por el método
empirico con otras metodologias. Esta caracteristica del método ya se ha resaltado en
investigaciones anteriores (26, 37, 38].

Por otra parte, se ha demostrado que la densidad de madera obtenida a través del
método empirico en especies del género Pinus tienen el mismo comportamiento con
metodologias que hacen uso de equipos costosos [39]. En el estudio actual, las tres
regresiones lineales realizadas entre las dos metodologias mostraron ajustes por encima
del 85 % de variabilidad (Figura 3). Esto nos permite inferir que el método empirico puede
ser aplicado a especies altoandinas como de zonas templadas.

Una especie de la familia Fabaceae [40] alcanzo ajustes muy similares al obtenido en el
presente estudio al comparar el método empirico y el método del resistografo. Los
resultados generaron regresiones con ajustes de hasta el 74 % y RECM bajos, lo cual
asegura el uso del método empirico. Otras investigaciones recomiendan el uso del método
empirico, puesto que es un método no destructivo, por la facilidad de la extraccion y
cdlculo del volumen de la muestra en campo (2 hasta 10 minutos por muestra) [25, 40, 41],
ademas porque es idéneo para especies con maderas duras o densas [42].
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El método por desplazamiento de agua ha sido empleado para modelar la madera de
distintas especies, debido a que en esta metodologia estd inmersa propiedades del tejido
(e.g. cambium y fibras), mientras que, en el método empirico se considera a la muestra de
madera como un cilindro perfecto [8, 43]. Debido a lo dicho anteriormente, en los resultados
se observan variaciones entre las dos metodologias, aunque estas son minimas (Tabla2), lo cual
demuestra la efectividad de hacer uso del método empirico. No obstante, esta metodologia
tiene limitaciones como el tamafio minimo de la muestra (mayor a 5 cm de DAP), al igual
que la deshidratacién pronta en plantas jovenes en las que las cortezas son delgadas [26, 44].

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de la comparacién de medias, se concluye que la densidad
de madera de la vegetacién lefiosa obtenida a través de dos metodologias no difiere
significativamente, debido a que los valores mostraron fuertes similitudes al evaluar por
hébito de crecimiento y en conjunto.

Los ajustes de las regresiones lineales estan por encima del 85 %, asimismo, los valores
del error de cada una de las regresiones mostraron ser bajos, por lo que se recomienda
el uso del método empirico para especies arboreas y arbustivas altoandinas.

Ademads, se recomienda hacer uso de la metodologia empirica debido a que el

procedimiento, tiempo e incluso uso de equipos es menor al invertido en el método
por desplazamiento de agua u otros.
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Mechanical characterization of mode I fracture toughness
in multidirectional printed continuous fiber laminates.

Resumen

El mecanismo de fallo por delaminacion entre capas representa uno de los mas criticos
en materiales compuestos laminados (FRP), y ha motivado el desarrollo de numerosos
estudios al respecto. Gran cantidad de literatura aborda esta fenomenologia en
compuestos unidireccionales. Sin embargo, bajo condiciones reales de servicio, un
compuesto laminado puede iniciar y propagar fractura en interfases con orientaciones
de fibra distintas. El presente estudio aborda la caracterizacion experimental de la
tenacidad a la fractura en modo | de un material compuesto de fibra continua, fabricado
mediante manufactura aditiva (AM). Se definieron configuraciones con interfases
multidireccionales, basadas en predicciones obtenidas por simulaciones numéricas que
implementan elementos cohesivos. Se detalla el proceso de disefio y fabricacion de
laminados de probetas de doble viga en voladizo (DCB), garantizando un crecimiento
estable de grietas y confinado en un mismo plano. Los resultados experimentales
demostraron comportamientos vélidos para la caracterizacién de la energia de fractura
en todas las configuraciones idéneas. La morfologia de fractura de las muestras
representativas de cada configuracién fue analizada mediante microscopia electrénica
de barrido (SEM), evidenciando ciertas similitudes entre las imagenes y mecanismos de
fallos especificos entre las muestras.

Palabras clave: manufactura aditiva, tenacidad a fractura, laminados multidireccionales,
delaminacion.

Abstract

The delamination failure mechanism between layers is one of the most critical in
laminated composite materials (FRP) and has driven the development of numerous
studies on the subject. A significant portion of the literature addresses this
phenomenon in unidirectional composites. However, under real service conditions, a
laminated composite may initiate and propagate fracture at interfaces with different
fiber orientations. This study focuses on the experimental characterization of model
fracture toughness in a continuous fiber-reinforced composite material manufactured
using additive manufacturing (AM). Configurations with multidirectional interfaces
were defined based on predictions obtained from numerical simulations that
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implement cohesive elements. The design and fabrication process of laminated
double cantilever beam (DCB) specimens is detailed, ensuring stable crack growth
confined to a single plane.The experimental results showed valid behaviors for fracture
energy characterization across all suitable configurations. The fracture morphology
of representative specimens from each configuration was analyzed using scanning
electron microscopy (SEM), revealing certain similarities in the images and specific
failure mechanisms among the samples.

Keywords: additive manufacturing, fracture toughness, multidirectional laminates,
delamination.

INTRODUCCION

Los compuestos laminados termoplésticos de fibra continua (cFRP) brindan una relacion
atractiva de rigidez-peso y resistencia-peso, lo cual ha permitido su extensivo uso en
sectores como la aerondutica y la aeroespacial [1, 2, 3, 4]. Sin embargo, las técnicas de
manufactura convencional de componentes estructurales compuestos requieren de
mano de obra calificada, maquinaria de altos costos y procesos productivos complejos
[5,6,7,8,9,10,11]. Estas exigencias limitan la factibilidad de produccion de lotes reducidos,
y dificultan aun mas su aplicacién en el proceso de prototipado versatil. La manufactura
aditiva (AM) brinda una alternativa factible para superar estas limitaciones, ofreciendo la
posibilidad de producir prototipos funcionales y componentes finales con geométricas
complejas de manera eficiente [12, 13, 14, 15]. Actualmente, existen varias impresoras
industriales y de sobremesa comerciales con la capacidad de crear cFRP mediante
la tecnologfa de filamento compuesto preimpregnado, como las desarrolladas por
Markforged®[16], 9T Labs" [17] y Anisoprint”[18]. En particular, el sistema Markforged™ utiliza
la tecnologia de modelamiento por deposicion fundida (FDM), integrando un cabezal
de impresiéon con doble extrusor: uno para la deposicion del filamento polimérico y el
otro para el material compuesto, pudiendo ser este Ultimo la fibra continua de carbono,
vidrio o aramida reforzando poliamida o nailon.

Los materiales compuestos fabricados con la tecnologia Markforged™ son considerados
como estandares de referencia por la comunidad cientifica, por tanto, existen numerosos
estudios sobre la caracterizacion experimental con énfasis en las propiedades mecanicas en
el plano[19,20,21,22,23,24,25,26]. Actualmente, existe una cantidad limitada de investigaciones
enfocadas en la caracterizacién interlaminar. Iragi et al. [27] determinaron por primera vez
la tenacidad a la fractura interlaminar en modo |y modo Il de cFRP de fibra de carbono
reforzando una matriz polimérica de poliamida (CF/PA). Particularmente, la energfa de
fractura de modo | era superior que la de modo II, contrario a lo que usualmente se observa
en compuestos convencionales. La energia de fractura en modo | es generalmente la méas
critica y se utiliza como un valor conservador para fines de disefio [28], especialmente en
FRP. Se asume que la tenacidad a la fractura aumenta de manera monétona desde el modo
| (apertura de la grieta) hasta el modo Il (deslizamiento por corte).

Contrario a la tendencia reportada por Iragi et al. [27] del material impreso CF/PA,
Polyzos et al. [29] reportaron que la tenacidad a la fractura interlaminar en modo |
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(G, = 138 kJ/m?) es inferior ala correspondiente en modo Il (G, = 2.02 kl/m?). En este
estudio, a diferencia del trabajo de Iragi et al. [27], no se emplearon dobladores durante
los ensayos experimentales. En linea con esta condicion experimental, Fonseca et al. [30]
determinaron la tenacidad a la fractura en modo | de especimenes de PoliAmida-12 (PA)
y PA reforzada con un 15 % en peso de fibras cortas de carbono (SCF/PA) empleando
AM. Los autores sefialaron que el uso de dobladores podria incrementar la tenacidad
global, dado que el dafo puede iniciarse en la zona de contacto entre los brazos del
espécimen y los dobladores, incrementando la energfa disipada durante el ensayo. La
tenacidad a la fractura de los especimenes reforzados (1780 J/m?) fue més del doble en
comparacion con el material sin refuerzo (800 J/m?).

Por su parte, Goh et al. [31] investigaron por primera vez los efectos de los pardmetros de
fabricacion sobre la respuesta de la tenacidad a la fractura interlaminar en modo | del
CF/PA, mediante una impresora de cédigo abierto llamada Hello BeePrusa. Los resultados
mostraron que un aumento en la temperatura de extrusion puede incrementar la
energia de fractura hasta en un 200 %.

He et al. [26] estudiaron el comportamiento de la tenacidad a la fractura interlaminar
en un compuesto CF/PA, comparando muestras DCB sometidas a un proceso de post-
procesamiento por compresion en caliente con muestrasimpresas sin dicho tratamiento.
Los resultados mostraron que la energia de fractura de iniciacion en las muestras post-
procesadas fue aproximadamente el doble que en las muestras obtenidas mediante
proceso de impresion regular. Los resultados revelaron que las muestras obtenidas
mediante impresion regular experimentaron una energia de fractura de propagacion
casi tres veces superior en comparacion con las muestras tratadas. Este incremento de
tenacidad de las muestras no tratadas fue atribuido a una mayor cantidad de formacion
de puentes de fibras experimentados durante el proceso de caracterizacién mecanica.

Se evidencia una limitada cantidad de estudios en relacion con la caracterizacion
a la tenacidad a la fractura en modo | de compuestos CF/PA, y ningln estudio sobre
delaminacion en laminados multidireccionales. Consecuentemente, el presente trabajo
aborda el diseio numérico y posterior validacion experimental de muestras DCB
multidireccionales fabricadas por impresion aditiva. El estudio se enfoca en garantizar la
presencia de modos de propagacién de grieta adecuados, validar experimentalmente
los resultados obtenidos, y contribuir al avance del estado del arte en la caracterizacion
de este tipo de material explorando su capacidad como una alternativa factible para su
posible aplicacion en componentes estructurales en diversos sectores.

MATERIALES Y METODOS
Diseio de laminados multidireccionales

El presente estudio se llevd a cabo utilizando el conjunto de las propiedades mecanicas
del material compuesto de fibra continua de carbono reforzando la matriz polimérica
(CF/PA), detallado en la Tabla 1. El disefo de los laminados parte con el anélisis del
comportamiento eléstico a flexion de las muestras DCB multidireccionales, conforme
a los lineamientos de la normativa ISO-15024 [32]. Se establecen siete combinaciones
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de orientaciones de las ldminas en la interfase, siendo 0°, £15°, £30° y +45°. Se evita
la repeticion de 4dngulos consistentemente con la naturaleza del estudio, con la
finalidad de garantizar un proceso de apertura constante y simétrico durante el
proceso de caracterizacion.

Se establecié unarelacion de rigidez a flexion entre los dos brazos de viga de las muestras
igual o superior a 0.9. En consecuencia, todas las configuraciones de laminados que
presenten una diferencia superior al 10 % en la rigidez a flexion entre ambos brazos de
viga son descartadas del presente estudio. La configuracién de los laminados inicia con
la consideracion de especimenes DCB delgados, conforme los resultados reportados
por Santos et al. [33]. El espectro de muestras incorpora muestras con mayor rigidez a
flexion, conforme lo reportado por Sebaey et al. [34]. El espectro de muestras generadas
con este procedimiento se presenta en la Tabla 2.

La primera configuracion del laminado, L1_12_12_61_62, donde L1 corresponde al
nombre de la serie del laminado, los dos términos siguientes (12_12) indican la cantidad
de capas en la viga inferior y superior, respectivamente, 81 y 62 indican la orientacién
de la capa de la interfase de la viga inferior y superior, respectivamente. La serie L1
establece una secuencia de apilado simétrica y balanceada en los dos brazos de viga.
Donde el simbolo // indica la presencia de la interfase. Considerando las conclusiones
de Sebaey et al. [34], el disefio de laminados incorpora muestras con espesores de 4y 5
mm, ajustando la distribucion de las capas en cada uno de los brazos, y respetando la
relacion de rigidez entre los brazos (0.9).

TABLA 1. Propiedades mecdnicas del material compuesto CF/PA y su desviacién estandar [33].
* Corresponde a los valores determinados por [27].

Propiedad Valor y desviacion estandar

Espesor de la capa (mm) 0.125
Resistencia transversal a compresion (MPa) 66 + 6.6*
Resistencia longitudinal a tension (MPa) 752 £ 886
Resistencia longitudinal a compresion (MPa) 426 +9.7%
Resistencia transversal a tension (MPa) 493+99
Resistencia a cortante (MPa) 31£0.1
Tenacidad a la fractura en modo | (J/m?) 1.7+0.
Tenacidad a la fractura en modo Il (J/m?) 23+0.1
Mdédulo cortante en el plano (GPa) 21+02
Coeficiente de Poisson 039£0.03
Maodulo elastico longitudinal (GPa) 66.5+7.1
Modulo eléstico transversal (GPa) 62+1.1
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TABLA 2. Configuraciones de la secuencia de apilado de las muestras obtenidas. “$" indica la simetria impar
y"//"significa el plano de delaminacién.
g
e Codificacion Configu_racién de Angulos de la interfase
apilado
L1.12_12.9,_6, [6,/0,).// (£6,/0,)] 0/15,-15/15,-30/30
L2_16_16_9,_6, [(£6,/0), // (£6,/0)] 0/15,-15/15,-30/30, -45/45
13.15_17.6,_6, [(+6,/0,), // (+6,/0,)] 0/30,-15/30, 15/30
15.18 6,6, [(+6,/0,), // (£6,/0,)] 0/45,-15/45,15/45
L5_16_17_6,_6, [(+6,/0),// (+6,/0).] -30/45, 30/45
L6_20_20_6,_6, [(£6,/0,), // (+6,/0)] 0/15,-15/15,-30/30, -45/45
L7_19.21.6,_6, [(+6,/0,), // (+6,/0,)] 0/30,-15/30, 15/30
L8_19.22 6, 6, [6,/0,), // (£6,/0,)] 0/45,-15/45, 15/45
L9_20_21.6,_6, [(£6,/0,). // (£6,/0,).] -30/45,30/45

Lacampanade simulacion numérica de las muestrasindicadasenlaTabla2, fue desarrollada
mediante la versién estudiantil del software comercial de elementos finitos (FE) Abaqus/
Standard 6.14. Los especimenes fueron modelados conforme una longitud de 100 mmyy
un ancho de 22.5 mm. Con la intencion de optimizar el costo computacional de célculo,
la longitud de la muestra se dividié en tres regiones, siendo, pre-grieta (50 mm), zona de
propagacion de grieta (40 mm) y una zona de unién (10 mm). Con la finalidad de captar
adecuadamente el espectro de esfuerzos y desplazamientos durante el ensayo, se refind
el mallado en los bordes y en la punta de grieta como se puede apreciar en la Figura 1. Los
dos brazos de viga fueron modelados con el elemento C3D8|, la disposicion de capas y
su orientacion consideran lo detallado en la Tabla 2.

U3 = desplazamiento

Malla refinada
para capturar
efectos de borde

U1=0
——U2=0
U3=0

FIGURA 1. Modelo de simulacién numérica para la campafia de MD-DCB.
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La zona de propagacion de grieta fue configurada mediante la implementacion de
elementos cohesivos de espesor despreciable, conforme a los lineamientos reportados
por Turon et al. [35], esta configuracion se desarrollé mediante la subrutina de elemento
definido por el usuario, UEL. Adicionalmente, con la intencién de observar modos
de fallo de matriz en tension, migracion del plano de fractura interlaminar durante el
ensayo, se implementé el criterio de fallo LaRC04 [36] mediante la variable de subrutina
de usuario para generar la salida del elemento, UVARM.

El criterio de fallo LaRCO04 [36] establece que, si durante el proceso de apertura el indice
alcanza o supera a la unidad, la muestra experimenta el fallo, en este caso matriz
a tension. Consecuentemente, Unicamente la serie de laminados L6 cumplié este
lineamiento. Para asegurar la viabilidad de la posterior fase de validacién experimental,
se introdujo un factor de seguridad adicional de 2 a los laminados seleccionados. Por
tanto, los especimenes multidireccionales de doble viga en voladizo (MD-DCB) de
configuracion L6 que cumplieron con esta evaluacion son las interfases, 0/15, 15/-15y
30/-30y fueron considerados adecuados para su fabricacion.

FABRICACION Y CARACTERIZACION DE LAMINADOS ADECUADOS

La serie de laminados L6 y sus tres orientaciones, 0/15, 15/-15 y 30/-30, fue seleccionada
para el desarrollo de la campafa experimental subsiguiente. Estos laminados fueron
manufacturados mediante la impresora The MarkTwo" de Markforged, la cual, mediante
su software de codigo cerrado, Eiger™, establece la deposicion de capas superiores,
inferiores y de contorno de PA.

Con el propdsito de exponer la seccién interna de fibras y garantizar la adecuada
configuracion del laminado, estas capas externas fueron retiradas mediante el uso de
una sierra equipada con disco de diamante. Asi, se obtuvieron muestras posprocesadas
con una dimension final de 175 mm de longitud, 25 mm de ancho y 5 mm de espesor.
Ademads, se incorpord una pre-grieta de 50 mm, generada mediante la colocacion de
una cinta Kapton™ en la interfaz durante una pausa en el proceso de impresion.

Las pruebas de experimentacién mecénica se realizaron en condiciones ambientales
controladas, con una humedad relativa de 50 = 5% y una temperatura de 23 + 2 °C,
conforme lo indica la normativa ISO-15024 [32]. Se empled una maquina universal de
ensayos MTS Insight, equipada con una celda de carga de 5 kN. La carga y descarga
fueron configuradas como 1.5 y 25 mm/min, respectivamente. Estos valores de
desplazamiento controlado fueron ajustados en pruebas preliminares.

Se ensayaron seis muestras por cada configuracion de interfase (0/15, 15/-15y 30/-30). La

determinacion de la energia de fractura fue calculada mediante el método de la J-integral
[37],y, por tanto, cada muestra fue instrumentada con inclindmetros (ver Figura 2).
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FIGURA 2. Muestra MD-D(B post-procesada e instrumentada durante ensayo.

RESULTADOS

Las graficas fuerzas vs desplazamiento de todas las orientaciones de la interfase,
se ilustran en la Figura 3. En dichas curvas, las lineas continuas representan los datos
registrados durante los ensayos, incluyendo las cafdas de carga asociadas con el proceso
de propagacion de la grieta. Los simbolos circulares sefalan las posiciones de longitud
de grieta indicadas en la normativa ISO-15024 [32].

La configuracion 0/15 experimentd el comportamiento mds uniforme entre todos
los lotes ensayados (Figura 3a), permitiendo que la totalidad de sus muestras fuesen
consideradas en el proceso de reduccién numérica de datos. Cabe destacar que, en las
probetas #1 y #6, se identificaron caidas de carga a lo largo de la zona de propagacion
de fractura.

Por su parte, las curvas monoténicas reportadas por la configuracion 15/-15 presentaron
una mayor dispersion con relacion a las muestras 0/15. En particular, la muestra #1
presentd una rigidez inferior con respecto a todo el resto del grupo (Figure 3b), motivo por
el cual fue descartada del proceso de determinacion de la tenacidad a la fractura de esta
configuracion. Asimismo, las muestras #2, #3, y #4 mostraron caidas de carga relevantes
alolargo de la zona de propagacién de la grieta.

En las muestras con disposicién 30/-30, se evidencid una relevante variabilidad entre
las curvas fuerza vs desplazamiento (Figura 3¢). En este caso, la muestra #6 alcanzd una
fuerza méxima considerablemente mayor que todas las demés curvas, mientras que la
muestra #5 presentd una rigidez reducida en el tramo no lineal de la curva. En contraste,
la muestra #1 registrd una fuerza maxima muy por debajo de todas las demds. Tras un
andlisis de la dispersion observada en los resultados, se determind que las probetas #2 y
#3 presentaron la mayor consistencia a lo largo de toda la curva. Por lo tanto, Unicamente
estos dos especimenes fueron seleccionados para la evaluacion de la tenacidad a la
fractura interlaminar de la configuracion 30-/30.
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FIGURA 3. Curvas fuerza vs desplazamiento de las muestras MD-D(B. Elaboracién propia.
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Los valores de la tenacidad a la fractura obtenidos por cada configuracién se presentan
en laTabla 3.

TABLA 3. Tenacidad a la fractura en modo | de los especimenes MD-DCB caracterizados.

Configuracion Iniciacion (J/m?) Propagacion (J/m?)
0/15 1760 + 160 2150 £ 100
15/-15 870+ 70 1700 + 250
30/-30 960 + 660 1760 £ 350

Como se muestra en laTabla 3, la mayor tenacidad de iniciacién y de propagacion fue
experimentada por la configuracion 0/15, mientras que la tenacidad de iniciacion
mas baja fue observada para la configuracion 15/-15. Curiosamente, la tenacidad de
propagacion para las configuraciones 15/-15y 30/-30 son virtualmente las mismas.

DISCUSION

Las muestras representativas de cada orientacion de interfases fueron sometidas
a un andlisis mediante microscopia electrénica de barrido (SEM), con la finalidad
de observar las caracteristicas morfoldgicas de la superficie de fractura. Para ello, la
superficie fracturada fue cuidadosamente cortada mediante un disco de diamante, y la
observacion se desarrollé con una tensiéon de aceleracion de electrones de 7 kV.

Las superficies de fractura presentadas en la Figura4 comparten caracteristicas comunes,
entre las que se destacan zonas con presencia de matriz dominante, zonas dominadas
por fibra y espacios visibles entre la fibra y la matriz. Adicionalmente, es posible observar
que la superficie es notablemente dspera y rugosa, lo cual es coherente con la naturaleza
del material y el proceso de fabricacion utilizado. Estas observaciones son consistentes
con las reportadas en Iragi et al,, Polyzos et al. y Santos et al. [27, 29, 33].

Ademads de las caracterfsticas comunes observadas entre todas las muestras, la
configuracion 0/15 evidencié algunas fibras separadas de la matriz (Figura 4a). En la
superficie se distinguieron los filamentos alineados con las direcciones Oy 15°, los cuales
fueron marcados con lineas discontinuas de color azul. Con un aumento mayor, Figura 4,
se aprecia el entrecruzamiento de las fibras, asi como los signos de deformacion pléstica
en la resina circundante.

Con respecto a la configuracion 15/-15, se observd una menor cantidad de fibras
fracturadas y vacios en comparacion con el laminado anterior (Figura 4c). La superficie
de fractura, observada con un mayor nivel de ampliacion en el SEM, revela claramente
el entrecruzamiento de las capas (Figura 4d), asi como la deformacion plastica de resina
adyacente, ademds de fibras fragmentadas y parcialmente extraidas de la matriz.

Por su parte, en la configuracion 30/-30 se observa claramente el entrecruzamiento
de fibras (Figura 4e). Con un mayor aumento de la imagen, se aprecia una region central
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con varias fibras orientadas a 30°, las cuales han sido removidas de dicha superficie.
También se identifican marcas de desprendimiento de fibras sobre la resina, asi como
fibras fracturadas visibles en un plano superior de la imagen.

STRUdJG 7.8 kV X2@8.09

STRUdG 7.8 kV X28.0 1.56mm STRUdG 7.8 kV XSeo 60.8rm

FIGURA 4. Imdgenes SEM de las muestras representativas de cada configuracion de laminado MD-DCB.
Elaboracion propia.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se desarrollé una campana de simulacién numérica para evaluar
el comportamiento de diversas configuraciones de secuencia de apilado durante un
ensayo de caracterizacion de la tenacidad a lafractura interlaminaren modo | del material
compuesto CF/PA. Los especimenes MD-DCB mas idéneos fueron posteriormente
ensayados, con la finalidad de validar la metodologia numérica empleada. Los resultados
experimentales se presentan mediante curvas fuerza vs desplazamiento; ademaés,
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para profundizar en el entendimiento del comportamiento del material, se analizaron
imdgenes SEM de muestras representativas de cada configuracion. A continuacion, se
exponen las conclusiones derivadas de este estudio.

« Las muestras experimentaron una propagacion de fractura en modo | puro durante
todo el ensayo. De los dieciocho especimenes caracterizados, todos mostraron una
propagacion de fractura vélida, excepto uno, que mostrd un salto de grieta al inicio
del ensayo. Esta validacion experimental exitosa propicia una futura exploracion
del comportamiento en modo Il de este material compuesto.

«  Elincremento del éngulo entre las dos interfases de la probeta tiene un impacto
directo tanto en la tenacidad a la fractura interlaminar del material como en la
repetibilidad de los resultados obtenidos. Tal como se observa en el diagrama
fuerza vs desplazamiento, las orientaciones 0/15 y 15/-15 presentan una alta
repetitividad y tendencias de comportamiento claramente definidas, mientras que
la configuracién 30/-30 mostré la menor repetitividad.

- El andlisis fractogrdfico de las muestras representativas reveld caracteristicas
comunes entre todas las muestras, coincidente con estudios previos reportados
en la literatura. Asimismo, se identificaron particularidades especificas de cada una
de las configuraciones, especialmente observadas con un mayor aumento de la
amplificacion de la imagen en la zona del entrecruzamiento de fibras.

Esimportante destacar que este comportamiento de fractura del compuesto CF/PA, ante
distintas orientaciones pero con una configuracion de laminado constante, constituye
una caracteristica inherente del material. Por tanto, los potenciales disefiadores deben
tenerlo en cuenta al evaluar su posible aplicacion en contextos de prototipado o en
componentes finales sometidos a determinadas solicitaciones de carga.
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Photosynthetic organisms and water quality in
Amazonian rivers, case study Yacuambi, Zamora Chinchipe

Resumen

Las actividades mineras y la ganaderia en el canton Yacuambi alteran las condiciones
ecoldgicas de cuerpos hidricos, especialmente de rios y fuentes abastecedoras de
agua para consumo humano. En este trabajo de investigacion se evaluo la calidad del
agua aplicando métodos basados en bioindicadores, especificamente fitoplancton,
como mecanismo que complementa la evaluaciéon fisicoquimica. El fitoplancton
desempefa un papel importante en la estructura y produccion primaria de los
ecosistemas acuaticos, de manera que, estudiar su composicién y estructura es un
indicador bioldgico de la calidad del agua. In situ, se tomaron muestras de agua para
el andlisis fisicoquimico (pH, oxigeno disuelto, conductividad, solidos totales disueltos,
temperatura, nitratos y fosfatos) y biolégico (diatomeas). A nivel de laboratorio se
realizd microscopia y cuantificacion de células fitoplanctéonicas que permitié aplicar
un indice para determinar la calidad del agua. La aplicacién del Indice Diatomolégico
General (IDG) reveld diferencias significativas en la calidad del agua (p < 0.05) entre
la quebrada Santa Inés y los rios Yacuambi y El Salado. En cuanto a la abundancia se
registraron individuos de los géneros Microspora, Ulothrix, Navicula, Gomphonema y
Ulnaria. La temperatura, oxigeno disuelto y conductividad fueron las variables que mas
se diferenciaron entre los rios estudiados (p < 0.05). Un anélisis multivariado mostré la
conformacién de grupos especificos para cada uno de los rios estudiados, grupos que
incluyeron organismos fitoplancténicos indicadores de una buena o mala calidad de
agua y aspectos fisicoquimicos que, explicaron en todos los casos, al menos un 69 % de
la variabilidad de la informacion contenida en la base de datos.

Palabras clave: diatomeas, bicindicadores, Indice Diatomolégico General, calidad de agua
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Abtract

Mining and livestock activities in the Yacuambi canton significantly alter the ecological
conditions of aquatic bodies, particularly rivers and water sources used for human
consumption. This study evaluated water quality using methods based on bioindicators,
specifically phytoplankton, as a complementary approach to physicochemical assessments.
Phytoplankton play a crucial role in the structure and primary production of aquatic
ecosystems; therefore, analyzing their composition and structure serves as a biological
indicator of water quality. In situ water samples were collected for both physicochemical
analysis (pH, dissolved oxygen, conductivity, total dissolved solids, temperature, nitrates,
and phosphates) and biological analysis (diatoms). In the laboratory, microscopy and
quantification of phytoplanktonic cells were conducted, enabling the application of an
index to determine water quality. The application of the General Diatom Index (GDI) revealed
significant differences in water quality (p < 0.05) among the Santa Inés stream and the
Yacuambi and El Salado rivers. In terms of abundance, individuals from the genera Microspora,
Ulothrix, Navicula, Gomphonema, and Ulnaria were recorded. Temperature, dissolved oxygen,
and conductivity were the variables that most differentiated the studied rivers (p < 0.05).
Multivariate analysis revealed the formation of specific groups for each river, including
phytoplankton organisms that serve as indicators of water quality and physicochemical
variables, which together explained at least 69 % of the data variability in all cases.

Keywords: Diatom, bioindicators, General Diatomological Index, water quality

INTRODUCCION

En los paises en vias de desarrollo, la contaminacion del agua constituye uno de los
principales problemas que afectan a los ecosistemas acuéticos. El vertido de desechos
mineros, domésticos, industriales y de otras fuentes, sin un tratamiento adecuado, altera
significativamente la calidad del agua, la cual, en muchos casos, se puede utilizar para la
ganaderfa, la agricultura e incluso el consumo humano [1].

Actualmente, la evaluacion de la calidad del agua se realiza mediante mediciones de
parametros fisicoquimicos, que requieren equipos especializados capaces de detectar
componentes organicos e inorganicos que deterioran la calidad del agua. Sin embargo, los
resultados obtenidos solo reflejan la condicion del momento de la toma de la muestra [2].

Ante estas limitaciones, es necesario el empleo de organismos vivos como bioindicadores
para determinar el estado ecoldgico de los cuerpos de agua. Entre los mds utilizados se
encuentran los peces, macroinvertebrados v el fitoplancton [3]. En zonas influenciadas
por mineria, las altas concentraciones de metales pesados en el agua generan efectos
negativos en la morfologia de las diatomeas, lo cual genera deformaciones en el frdstulo.
Ademas, provocan la desaparicién de diatomeas sensibles a la contaminacion, las cuales
son reemplazadas por taxones mas tolerantes [4].

El fitoplancton, al igual que los macroinvertebrados, son ampliamente empleados en la
evaluacion de la calidad del agua, ya que ambos constituyen componentes clave de la
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biodiversidad acuatica. Estos bioindicadores ofrecen informacion tanto de las condiciones
pasadas como de las condiciones actuales de la calidad del agua. El andlisis de su estructura
permite identificar la presencia de individuos tolerantes o sensibles a la contaminacion [5].

El fitoplancton desempefa un rol central en la estructura y funcionamiento de
ecosistemas de agua dulce, ya que tanto las algas como las cianobacterias son
componentes clave de la produccién primaria [6]. En este sentido, las algas se han
destacado como bioindicadores de la calidad del agua a nivel de poblaciones y
comunidades, debido a su alto grado de sensibilidad a los contaminantes ambientales
y a sus ciclos de vida cortos, lo que permite determinar en el corto plazo el estado
ecoldgico de un cuerpo de agua [7].

La composicion y la diversidad de estos organismos son el resultado de la interaccion
entre sus rasgos bioldgicos y diversos factores ambientales como la disponibilidad de
nutrientes, la materia orgénica, el sedimento y la composicién quimica del agua [8, 9.
Por ello, se han planteado diferentes indices para determinar la calidad del agua, entre
los cuales destaca el indice Diatémico General (IDG), el cual enfoca su analisis en los
niveles de polucién, la abundancia y la capacidad de adaptacion presentados por las
comunidades de diatomeas (Bacillariophyta) [10].

En el cantén Yacuambi, provincia de Zamora Chinchipe, el 43,76 % de su territorio se
encuentra concesionado para actividades mineras, siendo el oro el principal recurso no
renovable presente en el subsuelo. Actualmente, este mineral es extraido por lugarefios del
territorio bajo practicas artesanales de explotacion sin la presencia de ninguna medida al
menos para mitigar en parte los graves dafos que producen a los ecosistemas acuaticos [11].

En los ultimos cinco afios, la actividad minera en Yacuambi ha generado el deterioro
de las condiciones ecoldgicas de importantes cuerpos hidricos, generando riesgos
para la salud humana, asi como para las comunidades acuéticas y el funcionamiento
ecosistémico. Ademas, esta situacion ha provocado polarizaciones importantes
entre grupos sociales, generando conflictos socioambientales que agravan més la
problematica alrededor de la minerfa. Ante esta realidad, este trabajo de investigacion
evalué la calidad del agua aplicando métodos basados en bioindicadores como un
mecanismo complementario a la evaluacion fisicoquimica. Este enfoque busca generar
informacion cientifica que permita evidenciar ante los actores sociales, politicos y el
sector privado las consecuencias de la minerfa sobre las condiciones de calidad del
agua de importantes cuerpos hidricos de Yacuambi. Particularmente, este trabajo
de investigacion implementa una metodologia innovadora que permite evaluar la
calidad de agua usando organismos fotosintéticos (diatomeas) como bioindicadores,
complementando asi la evaluacion basada en informacién fisicoquimica que
comunmente se lleva a cabo en estudios de calidad de agua.

MATERIALES Y METODOS

La parroquia 28 de Mayo, ubicada en el cantén Yacuambi (Fig. 1), limita al norte con las
provincias de Azuay y Morona Santiago; al sur, con el canton Zamora; al este, con el cantén
Yantzaza y la provincia de Morona Santiago; y al oeste, con las provincias de Loja y Azuay [12].
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Figura 1. Ubicacién de la parroquia 28 de mayo, canton Yacuambi. Elaboracién propia

El monitoreo de la calidad del agua se realizd en tres sistemas hidricos: la quebrada
Santa Inés, el rio Yacuambi' y el rio El Salado (Fig. 2). La quebrada Santa Inés abastece agua
para la zona urbana de la parroquia 28 de Mayo y presenta importantes indicios de
alteracion por el avance de la frontera ganadera. Por su parte, en los rios Yacuambi y el
Salado, se desarrollan actividades mineras artesanales no regularizadas.

En el caso de los rios El Salado y Yacuambi la definicién de puntos de muestreo tuvo
como referencia zonas intervenidas por minerfa. Para ambos casos se determind una
distancia longitudinal de un kildémetro siguiendo el cauce de los rios. La distancia entre
los puntos estudiados fue de 200 metros (5 puntos por cada rio).

Para la quebrada Santa Inés, los puntos de estudio se establecieron desde la zona de recarga
hidrica hasta la zona de captacion, definiendo cinco puntos de muestreo cada 150 metros.
Ademéds, en los puntos de monitoreo de la quebrada Santa Inés, el rio Yacuambi y el rio
El Salado, se aplico el indice de Calidad de Bosque de Ribera (QBR), mismo que evalua la
vegetacion riberefa, considerando 4 aspectos: grado de cobertura de la cubierta vegetal,
estructura de la vegetacion, calidad de la cubierta vegetal y grado de naturalidad del canal
fluvial, cada uno con valores del 1a 25 [13], el resultado es la suma de todos los blogues (Tabla 1).

Tabla 1. Categorias indice de Calidad de Bosque de Ribera [14]

Nivel de calidad
Bosque de ribera sin alteraciones, en condiciones naturales >95 Azul
Bosque ligeramente perturbado, calidad buena 75-90 Verde
Inicio de alteracion importante, calidad intermedia 55-70 Amarillo
Alteracion fuerte, mala calidad 30-50 Naranja
Degradacion extrema, calidad pésima <25 Rojo

Fuente: Copyright # 2002 John Wiley & Sons, Ltd.
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Figura 2. Cuerpos hidricos monitoreados en la parroquia 28 de Mayo, cantén Yacuambi. Elaboracién propia.

Se utilizd una sonda multiparamétrica modelo Hanna HI9819 para registrar, en
cada punto de muestreo definido para los tres rios, las lecturas de oxigeno disuelto,
temperatura, pH, solidos totales disueltos y conductividad eléctrica. Ademas, en Santa
Inés y en El Salado se tomaron muestras de agua para el analisis de nutrientes como
fosfatos (método por 4cido ascérbico) y nitratos (método por reduccion con cadmio),
los mismos que se realizaron en el laboratorio certificado de la Universidad Técnica
Particular de Loja (UTPL).

Para estudiar las diatomeas epiliticas, las muestras fueron recogidas de sustratos naturales,
preferentemente rocas de 10 a 20 cm de didmetro, sumergidas en agua a una profundidad
de 10a20cm, enlugares conluzsolary que presenten un biofilm parduzco en la superficie,
condicion que caracteriza la colonizacion de algas diatomeas en el sustrato. Para retirar las
diatomeas del sustrato, se usé un cepillo de dientes para raspar la superficie colonizada en
5 rocas. Una vez finalizado el raspado, se transfirio la muestra del recipiente a un frasco de
plastico de 100 ml que fue etiquetado con cinta adhesiva. Luego, se afadié solucion de
Lugol (1 %) a las muestras para su conservacion [15].

Las muestras bioldgicas fueron trasladadas en cadena de frio y almacenadas en el
Laboratorio de Ecologia Acudtica de la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL)
donde se realizd la microscopfa. Para la identificacion y conteo celular, las muestras
fueron transferidas a tubos falcon de 50 ml y decantadas por un periodo de 12 horas.
Durante este tiempo, el material que contiene las comunidades de diatomeas se
sedimenta al fondo del tubo.

Posteriormente, se extrajo una alicuota de 1 ml de muestra, la cual se deposité en una
camara de recuento Sedgewick Rafter. EI conteo celular se realizoé de acuerdo a Guzman
y Leiva [16], utilizando un microscopio ZEIZZ Axiolab 5. Inicialmente, se realizé un barrido
preliminar con un aumento de 10X para verificar la abundancia de individuos y determinar
si la poblacion es densa. El conteo de los individuos se realizé con un aumento de 10X
en 30 campos de vision, siguiendo la metodologia de McAlice [17], quien demostrd que
un recuento de 30 cuadrantes en una cdmara de recuento Sedgewick Rafter permite
identificar entre el 90 % y el 95 % de las especies presentes en la muestra. Finalmente,
los especimenes observados fueron registrados en una matriz, junto con su respectiva
abundancia en cada uno de los 30 campos de vision.
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La identificacién taxondmica se realizd mediante microfotografias utilizando el
microscopio ZEIZZ Axiolab 5. Para ello, se colocd una gota de la muestra sedimentada
en un portaobjetos para observar y fotografiar especimenes con un aumento de 40X. La
identificacion de los organismos se realizé hasta nivel de género [18].

Ademads, se obtuvieron los siguientes indices bioldgicos: diversidad de Shannon-Weinner,
equitatividad y riqueza. La determinacién de la riqueza se basé en el conteo del nimero
de géneros presentes en cada rio. Para determinar la calidad del agua se aplicé el Indice
Diatémico General (IDG) (Ecuacion 1), que considera la variabilidad y sensibilidad de géneros
de diatomeas, y que responden a cambios de la calidad del agua [10]. Los resultados del
indice fueron comparados de acuerdo a los niveles de calidad de la Tabla 2.

) Y AxS ®Y/

e = T
Indice = YT m
JoJ

Donde:

Aj: abundancia relativa, es decir la cantidad de géneros en relacion a la muestra.
Vj: variabilidad del género o amplitud ecoldgica, donde: 1 (ubicua) a 3
(caracteristica).

Sj: sensibilidad a la contaminacion, donde: 1 (resistente) a 5 (sensible).

Tabla 2. Categorias de calidad de agua para el indice diatémico general (Rumeau y Coste, 1988)

Valor Significado

IDG>4.5 Calidad biolégica 6ptima
4<IDG<4.5 Calidad normal-polucion débil
3.5<IDG<4 Polucion moderada-eutrofizacion
3<IDG<35 Poluciéon media-eutrofizacién acentuada
2<IDG<3 Desaparicion de especies sensibles-polucion fuerte
1<IDG<2 Polucion muy fuerte
IDG=0 Polucion téxica-por debajo de 10 individuos por mm?

Para el andlisis estadistico, se empled estadistica descriptiva para resumir las condiciones
fisicoquimicas de los cuerpos de agua. Las variables continuas se describieron mediante
promedios y desviacion estandar. Para comparar los pardmetros fisicoquimicos entre los
tres rios, se aplico la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis cuando los datos no tuvieron
una distribuciéon normal. Adicionalmente, se realiz6 un andlisis de componentes
principales (ACP) para observar las tendencias de variacién individual de los rios
estudiados y reconocer eventualmente los agrupamientos particulares. Los datos
completos fueron exportados a una hoja de célculo de Microsoft Excel 2016 para su
limpieza y codificacion, y posteriormente transferidos al programa R, version 4.2.3, para
el andlisis estadistico subsiguiente.
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RESULTADOS
avances

acense  Enla quebrada Santa Inés, segun lo indicado en la Tabla3, la calidad del bosque de ribera

Ingenierias . . .. s
en la mayor parte de los puntos de monitoreo presenta indicios de una alteracion
importante, por lo tanto, la calidad de bosque de ribera se clasifica como intermedia.

Tabla 3. Indice de calidad de bosque de ribera de la quebrada Santa Inés, canton Yacuambi

Punto de monitoreo QBR Nivel de calidad

Punto 1 75

Punto 2 70 Inicio de alteracién importante, calidad intermedia
Quebrad’a Punto 3 70 Inicio de alteracién importante, calidad intermedia
Santa Inés

Punto 4 70 Inicio de alteracién importante, calidad intermedia

Punto 5 40

En el rio Salado, seguin lo indicado en la Tabla4, en la mayor parte de los sitios evaluados la
calidad del bosque de ribera oscila entre un estado de bosque ligeramente perturbado
y uno de alteracién fuerte; sin embargo, en el punto 3 se observa una degradacion
extrema de la cobertura riberefa.

Tabla 4. Indice de calidad de bosque de ribera del rio El Salado, cantdn Yacuambi

Punto de monitoreo  QBR Nivel de calidad
Punto 1 75
Punto 2 85
S';"; 5:) Punto3 | 15
Punto 4 35
Punto 5 30

La aplicacion del indice de Calidad del Bosque de Ribera (QBR) mostrd que, segun la Tabla
5, en el rio Yacuambi la mayor parte de los sitios monitoreados presenta una alteracion
fuerte; por lo tanto, existe una mala calidad de ribera

Tabla 5. Indice de calidad de bosque de ribera del rio Yacuambi, canton Yacuambi

Punto de monitoreo  QBR Nivel de calidad

Punto 1 40

Punto 2 55 Inicio de alteracién importante, calidad intermedia
Yacﬁ::)mbi Punto 3 e

Punto 4 35

Punto 5 35
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En la Tabla 6 se indican los valores promedio de las variables fisicoquimicas de los lugares
estudiados. La quebrada Santa Inés presentd la mayor concentracion de fosfatos y

avances

cencase  Nitratos. El pH en las tres zonas de estudio fue &cido y la mayor acidez se presenté en el

M o Yacuamb. La mayor concentracién de oxigeno disuelto se registré en la quebrada
Santa Inés y la menor en el rio El Salado. La quebrada Santa Inés presentd el valor mas
alto de conductividad y concentracion de Sélidos Totales Disueltos (STD). Con respecto
a la temperatura, el rio Yacuambi y El Salado presentaron los valores més altos.

Tabla 6. Promedios y desviacion estandar de pardmetros fisicoquimicos de las zonas de estudio en el cantén Yacuambi

Pardmetro Quebrada Desv. Rio Desv. RioEl Desv.
SantaInés Estan. Yacuambi Estan. Salado Estan.
Fosfato (mg/L) 033 0.14 (..) (..) 0.28 0.10
Nitratos (mg/L) 4.98 2.26 (...) (...) 1.59 0.28
pH 6.71 045 591 0.58 6.32 0.21
Oxigeno disuelto (mg/L) 10.20 1.84 935 1.03 6.83 1.20
Conductividad (uS/cm) 284 0.55 234 270 182 7.56
Solidos Totales Disueltos (mg/L) 136 0.89 116 1.34 9.2 409
Temperatura (°C) 15.89 0.20 20.16 091 18654 | 029

(...): Valor no registrado
Desv. Estan.: desviacion estandar

De acuerdo a la Figura 3, la mayor diversidad de comunidades de diatomeas se reportd en
la quebrada Santa Inés (H'=2.21) y en el rio El Salado (H'=2.14), mientras que la menor se
observé en el rio Yacuambi (H'=1.92). La equitatividad fue mayor en el rio El Salado (E=0.83)
y en el rfo Yacuambi (E=0.83), y menor en la quebrada Santa Inés (E=0.80). Con respecto a la
riqueza, obtuvo su mayor valor en la quebrada Santa Inés (16 géneros) y en el rio El Salado
(13 géneros), mientras que el valor mas bajo se registré en el rio Yacuambi (10 géneros).

m Rio El Salado m Rio Yacuambi m Quebrada Santa Inés
Riqueza

16
Equitatividad
0,83

0,83
0,79

Diversidad

2,14
1,91
2,21

Figura 3. Indices biolégicos de diversidad, equitatividad y riqueza de la quebrada Santa Inés, rio Yacuambi y rio
el Salado, cantdn Yacuambi
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En la quebrada Santa Inés Gomphonema lagenula fue la mas abundante. Otros taxones
con importantes abundancias fueron: Gomphonemay Rhoicosphenia curvata (Fig. 4).

Género

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.3835
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Figura 4. Abundancia de comunidades fotosintéticas en la quebrada Santa Inés, cantdn Yacuambi
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-
En el rio Yacuambi (Fig. 5), la mayor abundancia correspondié al género Navicula. Taxones

como Gomphonema, Psammothidium, Encyonema y Ulnaria también presentaron
avances

cense  abundancias importantes.
Ingenierias

Ndmero de individuos
600

Navicula sp.

Gomphonema sp.

Psammothidium sp.

S
g
S
S
No

242

Género

160
Ulnaria sp1.

3.
55

(losterium sp.
8

Achnanthidium sp.
7

Figura 5. Abundancia de comunidades fotosintéticas rio Yacuambi, cantén Yacuambi
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-
I En el rio El Salado (Fig. 6), la mayor abundancia correspondio a los géneros Microspora sp.

y Ulothrix sp.
avances
genierias . e
Ulothrix s Ndmero de individuos
249

Microspora sp.
I 5
Navicula sp.

I

Mougeotia sp.

S

Gomphonemasp]1.

A —

Diatomea céntrica

0
Nitzschia sp.
e

Gomphonema sp2

Género

40
Achnanthidium sp.
30

Borzia sp.
R

Cymbella sp.

18

Cosmarium sp.
"

Ulnaria sp.

Figura 6. Abundancia de comunidades fotosintéticas rio El Salado, cantén Yacuambi
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La aplicacion del Indice Diatémico General (IDG) reporté que, en la quebrada Santa Inés

(Fig. 7), la calidad del agua se encuentra en una polucién media con una eutrofizaciéon
fvancss  acentuada en la mayoria de los puntos monitoreados, a excepcién del punto 5, sitio
M donde no se evidencio presencia de actividades ganaderas.

5_ Polucion media-eutrofizacion acentuada (alidad biol6gica 6ptima
(3<IDG<3.9) (IDG>4.5)
4.56

Punto 1 Punto2 Punto3 Punto 4 Punto 5
Figura 7. Indice Diatémico General quebrada Santa Inés, cantén Yacuambi

La calidad del rio Yacuambi (Fig. 8), de acuerdo al IDG, se encuentra en una polucién
media con una eutrofizacion acentuada.

Polucion media-eutrofizacion acentuada (3<IDG<3.5)

3 3 3 3 3 3

Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4 Punto5
Figura 8. indice Diatémico General rio Yacuambi, cantén Yacuambi

Con respecto al rio El Salado (Fig.9), la calidad del agua se encuentra entre una polucién
intermedia a fuerte. Los puntos que presentan fuerte polucién, estdn ubicados en un
drea de mayor intervencién minera, actividad que gravemente ha alterado el ecosistema.
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Polucién media-eutrofizacion acentuada Desaparicion de especies sensibles-polucién fuerte
avances (3<IDG<3.5) (2<IDG<3)
Moenerss 3| 3 3 3

Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4 Punto 5

Figura 9. Indice Diatémico General rio El Salado, canton Yacuambi

En el andlisis de los valores promedios de variables fisicoquimicas, se encontré una
diferencia estadisticamente significativa en los niveles de temperatura (p<0.05) entre las
tres zonas de estudio. El rio Yacuambi registro la temperatura mas alta, seguido del rio El
Saladoy la quebrada Santa Inés (Fig. 10).

Feicn(2, 6.97) = 174.89, p = 1.11€~06, 2 = 0.97, Clagy, [0.91,1.00], s = 15

Phioim-ag. = 1.45€-03

Phioim-ad;, = 0.04
Phicim-ag. = 2-69€—06

23-

21-

TEMPERATURA
jueaijubls :UMOYS SJeg ‘||8MOH-SBLWEL) 158} 8SIMIE]

== 1552

EL_SALADO SANTA_INES YACUAMBI
(n=5) (n=5) (n=5)
RIO

10ga(BFo1) = ~11.18, %} renon = 0.91. CIY2! [0.84,0.93], réﬁmy‘ 0.71

Figura 10. ANOVA paramétrico de la temperatura en la quebrada Santa Inés, rio Yacuambi y rio el Salado, cantdn
Yacuambi
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-
En cuanto al oxigeno disuelto (Fig. 11), se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en las tres zonas de estudio (p < 0.05). La quebrada Santa Inés presentd la
avances

cense  Mayor concentracion a diferencia del resto de zonas estudiadas.
Ingenierias

—~
Fuwecn(2. 7.67) =7.99, p=0.01, ms =0.57, Clyss, [0.03, 1.00), Ngps =15

14- ProR-agj, = 0.04
ProR-ag. = 0.04

Timean = 10.20

02_DISUELTO
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Jo!
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Juedijubis ‘uMOyS Sieg ‘||aMOH-Saues 1|S8] asimied

EL_SALADO SANTA_INES YACUAMBI
(h=5) (n=5) (n=5)
RIO
100o(BFg1) = -2.18, R*§opusian = 0.42, CIH2, [0.00, 0.65], 25y, = 0.71

Figura 11. ANOVA paramétrico del oxigeno disuelto en la quebrada Santa Inés, rio Yacuambi y rio el Salado.

Los valores de conductividad eléctrica (Fig. 12) presentaron diferencias estadisticamente
significativas en las zonas estudiadas (p < 0.05). La quebrada Santa Inés registré el mayor
nivel de conductividad, seguida del rio Yacuambi'y rio El Salado.

Fiuswawans(2) = 5.93, p = 0.05, &

ordinal
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Figura 12. ANOVA no paramétrico de la conductibilidad en la quebrada Santa Inés, rio Yacuambi y rio el Salado,
cantdn Yacuambi
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El Indice Diatdomico General (IDG) (Fig. 13) mostrd diferencias en los cuerpos de agua
estudiados (p < 0.05). La quebrada Santa Inés reflej¢ un mayor nivel de IDG seguido por

avances el rio Yacuambiy El Salado.
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Figura 13. ANOVA no paramétrico del IDG en la quebrada Santa Inés, rio Yacuambi y rio el Salado.

En el Andlisis de Componentes Principales (ACP) de la quebrada Santa Inés (Fig. 14), el
primer componente principal (CP1) explica el 42.8 % del total de la varianza obtenida,
influenciada principalmente por las variables de “riqueza” y “diversidad”. El segundo
componente principal (CP2) representa el 27.7 % de la varianza, asociada a la presencia
de organismos como“Planothidium lanceolatum”y“Gomphonemasp1”.En general, el 70.4
% del total de la varianza observada es explicado por los dos componentes principales.

e !
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1
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Figura 14. Andlisis de componentes principales entre variable bidticas y géneros de diatomeas en la quebrada
Santa Inés, canton Yacuambi
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-
I En la Figura 15, se puede observar la variabilidad explicada para cada componente

principal de la quebrada Santa Inés.
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Figura 15. Variabilidad para cada componente principal de la quebrada Santa Inés

Con respecto al rio Yacuambi (Fig. 16), el primer componente principal (CP1) explica el
63.1 % de la varianza total, la cual se debe por la abundancia del género “Gomphonema’.
El segundo componente principal (CP2) representa el 23.2 % de la varianza, en donde,
se destacan los géneros: “Encyonema”y "Ulnaria sp2" como los mas representativos.
En general, el 86.3 % del total de la varianza observada es explicado por los dos
componentes principales.
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Figura 16. Andlisis de componentes principales entre variables biéticas y géneros de organismos fotosintéticos
en el rio Yacuambi, cantén Yacuambi
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-
En la Figura 17, se puede observar la variabilidad explicada para cada componente
principal del Rio Yacuambi.
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Figura 17. Variabilidad para cada componente principal del Rio Yacuambi

El Andlisis de Componentes Principales del rio El Salado (Fig. 18) el primer componente
principal (CP1) explica el 37.4 % del total de la varianza obtenida, influenciado por
las variables: “navicula” y “riqueza” El sequndo componente principal (CP2) explica el
32 % del total de la varianza total, asociado principalmente a las variables “temperatura’,
‘oxigeno disuelto”y "Sélidos Totales Disueltos (TDS)" En general, el 69.4 % del total de la
varianza observada es explicado por los dos componentes principales.
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Figura 18. Andlisis de componentes principales entre variables biéticas y géneros de organismos fotosintéticos
en el rio el Salado, cantdn Yacuambi
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En la Figura 19, se puede observar la variabilidad explicada para cada componente
principal del rio El Salado.

% de varianza explicada
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Figura 19. Variabilidad para cada componente principal del Rio El Salado

DISCUSION

La evaluacién de la calidad del bosque de ribera permitié evidenciar el impacto de la
mineria artesanal no regulada en la vegetacion riberefia, donde los rios Yacuambi y El
Salado mostraron zonas de mala calidad riparia, a diferencia de la quebrada Santa Inés,
que presentd una calidad intermedia. Segun Cabo et al. [19], la vegetacion riberefia
juega un papel importante en la calidad del agua, ya que actla como una barrera
fisicoquimica que retiene contaminantes y nutrientes. Ademds, un estado saludable
de la vegetacion riberefa proporciona sombra que regula la temperatura y mantiene
una buena oxigenacion [20]. Estas condiciones podrian explicar el desarrollo de ciertos
grupos de comunidades fotosintéticas indicadoras de una buena calidad de agua. Por
lo tanto, el indice OBR es una herramienta rapida que permite determinar el estado de la
calidad de ribera [2], misma que puede estar vinculada a la calidad del agua.

El uso de comunidades de diatomeas para evaluar la calidad del agua influenciada por
actividades mineras resulta eficaz debido a la tolerancia de estos organismos a los cambios de
las condiciones de pH, conductividad, requerimientos de oxigeno y presencia de nutrientes
[15]. Los fosfatos en la quebrada Santa Inés y el rio El Salado superaron los Iimites permisibles
(>0,01 mg/L) segun los Criterios Ecoldgicos de Calidad de Agua propuestos en México [21].
Investigadores como Maza [22], indican que el aumento de fosfato es el resultado del
desarrollo de actividades agricolas y ganaderas, las cuales aportan nutrientes en la columna
de agua. Por otro lado, Cabo et al. [19], mencionan que el aumento de nutrientes como el
fosfato, puede ser el resultado de la destruccién de la vegetacion riberefa, en este caso por
la actividad minera, debido a que esta vegetacion actlia como una barrera fisicoquimica que
retiene contaminantes y regula la entrada de nutrientes a los cuerpos de agua.
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En Ecuador, la mineria artesanal ha generado un aumento de la contaminacién en
sectores cercanos a rios o afluentes [23]. Para investigadores como Sanchez y Ortiz [24], el
desarrollo de la minerfa trae consigo problemas ambientales, mismos que desencadenan
conflictos socioambientales. En la actualidad, los rios Yacuambi y El Salado enfrentan
situaciones de contaminacion por actividades mineras sin precedentes, intervenciones
que han ocasionado conflictos socioambientales entre miembros de las comunidades,
y ademas, han alterado las condiciones ecolégicas y de funcionalidad ecosistémica de
los cuerpos de agua y zonas riparias.

Las actividades mineras no reguladas constituyen un problema para el medio ambiente,
pues la inadecuada disposicion de los relaves, aguas residuales y desmontes causan
filtraciones de drenaje 4cido y contaminantes (metales pesados) en cuerpos acuaticos,
que afectan a la diversidad bioldgica [4]. Segun Bonnineau et al. [25], la incorporacién
excesiva de nutrientes y metales pesados a los cuerpos acuéticos afecta la composicion
del fitoplancton, donde las diatomeas presentan géneros teratoldgicos, es decir,
organismos con deformaciones en los frustulos, por lo que es necesario considerar
estas deformaciones al evaluar la calidad del agua en los rios Yacuambi y El Salado. La
diversidad de organismos fotosintéticos responde a ciertas condiciones ambientales
que determinan su distribucion y abundancia en la columna de agua, entre las cuales
se encuentran el tipo de sustrato, el drenaje del sistema, la luz y la concentracion de
nutrientes [26]. Ademas, Alave-Choque [27] menciona que una alta diversidad de
organismos fotosintéticos puede determinar una buena calidad de agua. Los resultados
de esta investigacion demuestran que existe una mayor diversidad de diatomeas en la
quebrada Santa Inés y, por lo tanto, una mejor calidad de agua en comparacién con los
rios Yacuambi'y El Salado.

En un estudio de calidad de agua con organismos fitoplancténicos en el rio Chicama,
Peru [5], se evidencié que un sistema acudtico bajo la presiéon de la contaminacién se
caracteriza por presentar un bajo nimero de especies con un gran nimero de individuos,
contrastando con una comunidad sin perturbaciones antrépicas, la cual presenta una
alta diversidad de especies con un bajo numero de individuos. Con base en lo anterior,
la diversidad y la riqueza de fitoplancton influenciada por actividades mineras en los rios
Yacuambi'y El Salado fue menor en comparacion a la quebrada Santa Inés, la cual sirvié
de referencia para el desarrollo de esta investigacion, debido a que esta microcuenca
es el punto de captacion de agua para la poblacién de Yacuambi, la cual se encuentra
intervenida por la presencia de actividades agropecuarias.

El Indice Diatémico General (IDG) resulta un método eficiente que permite determinar las
perturbaciones ambientales en un ecosistema acuatico mediante la identificacion a nivel
de género de diatomeas [28]. En esta investigacion, el IDG determind una contaminacion
media con una eutrofizacion acentuada en la mayoria de los puntos de monitoreo. Sin
embargo, el rio El Salado presentd dos puntos de monitoreo con una contaminacion
fuerte, reflejando la desaparicion de especies tolerantes a la contaminacion, por lo que
este rio serfa el mas afectado por las actividades mineras, siendo necesaria la constante
evaluacion de su calidad de agua, estudiando pardmetros fisicoquimicos que incluyan
metales pesados como mercurio, plomo, arsénico, entre otros, y la identificacion a nivel
de especies para mejorar las evaluaciones bioldgicas.
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El Andlisis de Componentes Principales (ACP) en la quebrada Santa Inés evidencié que
existe una relacién positiva entre la diversidad y la riqueza de comunidades fotosintéticas,
propiciando el desarrollo de organismos como Planothidium lanceolatum. En un estudio del
valor indicador de las comunidades de algas benténicas en el rio Magdalena, en México [29],
se describe a la especie Planothidium lanceolatum como un bioindicador de condiciones
oligotrdficas, es decir, sus organismos se desarrollan en mayor cantidad en ambientes con
bajas concentraciones de nutrientes, por lo tanto, es un indicador de una buena calidad
ambiental. En el rio Yacuambi, el ACP revela la importancia del género Gomphonema, cuyo
desarrollo se ve favorecido por el aumento de la concentracion de nutrientes [30], por ende,
tienden a formar grandes colonias. Por otro lado, en el rio El Salado el ACP muestra que el
género Navicula es tolerante a la contaminacion organica [29]. Ademds, Passy [31], clasifica a
Navicula como un organismo adaptado a ambientes turbulentos y altas concentraciones de
nutrientes, como nitratos y fosfatos, lo que favorece su proliferacion.

De acuerdo con los resultados generados en esta investigacion, es necesario establecer
programas de monitoreo de calidad de agua que incluyan mediciones periddicas a lo largo
del tiempo, de manera consistente y en intervalos regulares, para recopilar datos confiables
y detectar posibles cambios en la calidad del agua. Para ello, se debe tomar en cuenta la
ubicacion especifica de las operaciones mineras y las fuentes potenciales de contaminacién
en el &rea, lo cual permitird enfocar esfuerzos de monitoreo en las zonas més criticas y
evaluar los posibles impactos causados por la actividad minera en las aguas cercanas.

CONCLUSIONES

La evaluacion de la calidad de agua fundamentada en bioindicadores (organismos
fotosintéticos) y otros pardmetros fisicoquimicos posibilité determinar una linea base
en torno a las condiciones de salud bioldgica de cuerpos de agua amenazados por
presiones antrépicas, como herramienta para el monitoreo y control permanente de
su estado ecoldgico, en la que puedan participar entidades competentes y miembros
de las comunidades. Los resultados de esta investigacién posibilitan determinar las
condiciones de calidad de agua en rios con diferente grado de intervencién antrépica.

De acuerdo con el nivel de conservacion, la quebrada Santa Inés presenta mejores
condiciones de calidad de agua que el resto de cuerpos hidricos estudiados. Sin embargo,
la mayorfa de los puntos reflejan indicios de una eutrofizacion acentuada, atribuida
principalmente a las altas concentraciones de nutrientes (fosfatos y nitratos), resultado
de las actividades ganaderas en las zonas riberefias. Por otro lado, los rios Yacuambi
y El Salado muestran impactos significativos derivados de las actividades mineras, lo
cual se refleja en la evaluacion de la calidad del agua mediante bioindicadores como
mecanismo complementario a la evaluacion fisicoquimica.

Por lo tanto, el uso de comunidades de diatomeas como bioindicadores de la calidad
del agua es un factor clave para la toma de decisiones informadas basadas en datos
ecoldgicos concretos. Esta investigacion permitié que la ciudadania y las autoridades
conozcan y evallen las condiciones de calidad de agua de los rios més importantes en
los que se realizan actividades mineras, de manera que es imperante plantear que los
planes y programas de desarrollo del cantén Yacuambi contemplen la necesidad de
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estudiar e implementar programas de monitoreo del estado de salud de los recursos
hidricos de forma permanente, asi como proyectos de restauracion y recuperacion de
las dreas destruidas.
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Primer registro de depredacion del gavilan de Galapagos
Buteo galapagoensis (Accipitriformes: Accipitridae), sobre
un gato feral Felis catus (Carnivora: Felidae)

Abstract

The Galapagos Hawk Buteo galapagoensis is the top predator of the archipelago, feeding on
a wide variety of species from different taxonomic groups, ranging from insects to carrion.
We report the first recorded instance of predation by a Galapagos Hawk on a feral cat
Felis catus, as camera trap bycatch, on Wolf Volcano, Isabela Island. This report adds to the
extensive list of the hawk's dietary items and may have ecological implications, such as the
role of introduced species in food webs, the role of native predators in controlling invasive
species, and how these interactions play out on islands, leaving many open questions.

Keywords: Galapagos Islands, introduced species, food webs, top predator, camera traps,
invasive species, Accipitridae, raptor, Isabela Island, Wolf Volcano

Resumen

El gavildn de Galdpagos Buteo galapagoensis es el depredador tope del archipiélago,
alimentandose de una gran cantidad de especies de varios grupos taxonémicos, desde
insectos hasta carrofa. Reportamos el primer evento de depredacién de un gavilan de
Galdpagos sobre un gato feral Felis catus, como captura incidental de un proyecto de
cdmaras trampa, en el Volcdn Wolf, isla Isabela. El reporte contribuye a una gran lista
de ftems de dieta del gavildn, y puede tener implicaciones ecolégicas como el rol de
especies introducidas en cadenas troficas, el rol de depredadores nativos en el control
de especies invasoras, y como estas interacciones se dan en islas, dejando muchas
preguntas abiertas.

Palabras clave: Islas Galdpagos, especies introducidas, cadenas troficas, depredador
tope, camaras trampa, especies invasoras, Accipitridae, rapaz, isla Isabela, Volcan Wolf
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The Galapagos Hawk Buteo galapagoensis is the only native bird of prey of the Galapagos
Islands. It is a diurnal, top predator with breeding populations currently found on eight

avances islands, including Espariola, Santa Fe, Pinzon, Santiago, Isabela, Fernandina, Marchena,

M and Pinta; it was extirpated from the islands of Santa Cruz, San Cristobal, Floreana, and
Baltra mainly because of hunting pressure, habitat changes, and food scarcity attributed
to introduced species [1,2,3,4,5]. It is a social species, forming polyandric groups and
actively defending territory, which is usually dry, open ecosystems close to shore, but
also reaching Galapagos’ highest points, such as Wolf Volcano [3,4,6,71.

This island endemic is a broad generalist, known to consume more than 30 different
species from diverse groups. Its diet items include native and introduced rodents [1,8],
reptiles, and a great array of bird prey. These range from marine birds such as boobies
Sula spp., gulls Creagrus furcatus, petrels Hydrobates and Pterodroma spp., to the juveniles
and chicks of pelicans Pelecanus occidentalis, penguins Spheniscus mendiculus, and
flightless cormorants Nannopterum harrisi. Inland bird prey includes Galapagos finches
Geospiza spp., mockingbirds Mimus spp., tyrant flycatchers (family Tyrannidae), and
even the Galapagos Short-eared Owl Asio flammeus galapagoensis [1,2,9,10,11]. Reptile
prey is common and includes marine iguanas Amblyrhynchus cristatus, land iguanas
Conolophus spp., lava lizards Microlophus spp., Galapagos racer snakes Pseudalsophis
spp., and even recently hatched turtles. Its diet also expands to fish, invertebrate prey,
and carrion and placentas from many animals including sea lions Zalophus wollebaeki.
As a very versatile predator, this hawk hunts, eats carrion, and even steals food from
other birds [1,12], making it an adaptable opportunistic-generalist that has also found its
way around introduced prey items. Its prey preferences change depending on group,
habitat occupied, phenology, and seasonality [1].

Feral cats have been a growing problem on the Galapagos Islands, where they compete
with native predators and prey upon and decimate populations of many native land
species such as rodents, lizards, and birds, as well as marine bird nests and iguana nests
[13,14,15]. They pose a significant threat to ecosystems on all islands where they are found.
Although various control strategies have been implemented across the archipelago,
eradication efforts remain a challenging and ongoing task on many islands, made more
difficult given the fact that cats do not have any predators on the islands [16,17]. However,
and despite the vast understanding of Galapagos Hawk diet items and predatory behavior,
we present the first documented record of an individual hawk predating upon a feral cat
Felis catus, on Wolf Volcano, Isabela Island, as camera trap bycatch data.

Isabela is the largest island in the Galapagos archipelago, as well as the most volcanically
active, formed by six shield volcanoes—five of them active with eruptions recorded in the
last 50 years: Wolf, Darwin, Alcedo, Sierra Negra, and Cerro Azul. Ecuador Volcano is the
only one not currently active [18]. Its landscape is very diverse, with various ecosystems
across its 4,670 km?, including mangroves, dry shrub forests, humid forests, and barren
lava flows [19]. Around 2,000 people inhabit Isabela Island permanently, and many
introduced animals such as dogs, cats and rats threaten the local fauna and decimate
populations [13,20]. Wolf Volcano in particular (Fig. 1) is located in the north of the island,
on the equator. It is special because its northwestern slopes are home to the endemic
Galapagos Pink Iguana Conolophus marthae, a recently described species considered
critically endangered because of its restricted range and threats from invasive species,
especially feral cats [21,22,23].
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FIGURE 1. Map of the Galapagos Islands, Ecuador, with zoom in to Wolf Volcano, Isabela Island. Red star
represents the location where first record of a Galapagos Hawk Buteo galapagoensis preying upon a feral cat Felis
catus was taken by a camera trap.

For conservation purposes and monitoring Galapagos Pink Iguanas, a camera trap
project was started in January 2022 with the primary objective of evaluating the actual
demographics of the iguanas, identifying possible nesting areas, and determining the
existence of active reproduction and recruitment within the population. This project was
funded by the non-governmental organization Galdpagos Conservancy and carried out in
collaboration with the Galapagos National Park Directorate. During the monitoring phase,
53 Reconyx camera traps, model HyperFire 2, were set up in strategic places, covering the
iguana’s distribution area, on slopes, crests, and inside the volcano crater. Cameras were
checked and pictures extracted every 20 days, one of which caught the predation event.

FIGURE 2. First record of a Galapagos Hawk Buteo galapagoensis preying upon a feral cat Felis catus on Wolf
Volcano, Isabela Island, Galapagos, taken by a camera trap as bycatch data.
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On the 18th of January, 2022, a Galapagos Hawk Buteo galapagoensis was pictured with a
feral cat Felis catus in its right claw (Fig. 2). The event occurred at the northern slopes of Wolf
avances  Volcano (0°02'18.2"N 91°21'04.3"W), at an altitude of 1,234 m above sea level, on inclined
Ingenierias . . .r . . .
ground. The prey item was identified as a cat based on its size, fur coloration, and the
absence of any other similarly sized mammal species on the island. Distinct features such
as legs, paws, and thick fur further supported this identification. The cat appears to be a
juvenile based on size and is missing its head. The hawk has apparent blood marks on its
beak and right claws, suggesting hunting included attacking the head (which is missing
from the images). Overall, 10 pictures of the event were taken, where the hawk stands
grabbing the cat tightly in its claws. It was the only event of this nature registered.

This record presents the first documented case of Buteo galapagoensis preying on a feral cat
Felis catus, further highlighting the hawk's opportunistic and generalist feeding behavior
and adding a previously unrecorded prey item to its extensive dietary repertoire that
includes more than six mammalian prey. The availability of introduced prey species can
provide important insights into ecosystem dynamics on the Galapagos Islands. Predation
on an introduced predator such as a feral cat may have broader implications, potentially
indicating a shift in the hawk's diet towards non-native species. However, given the
hawk’s highly opportunistic and idiosyncratic prey selection [1], this single event does not
necessarily indicate a population-wide trend. Regardless, it does contribute to discussions
on the ecological impacts of introduced species and their integration into native food
webs. On some islands, such as Santiago, black rats have become the primary food source
for the hawk following goat eradication [8]. With the addition of feral cats, the number of
known introduced prey species in the hawk’s diet now increases to five: small goats and
goat carrion Capra capra, black rats Rattus rattus, mice Mus musculus, domestic poultry
Gallus spp. [1,4], and now feral cats Felis catus. This opens discussions about the role of
introduced species in supporting native predator diets and may present initial insights into
the hawk’s potential role in the ecological control of invasive cats or others, since the event
shows a positive interaction towards the ecosystem, where cats threaten endangered
species such as the critically endangered pink iguanas. This event highlights the potential
but probably limited role of native predators in mitigating the impacts of invasive species,
something that could complement ongoing conservation efforts. However, further
research is needed to understand ecosystem resilience and inform cautious, scientific-
based conservation strategies, as well as the importance of considering native predator
responses in conservation efforts.

The observation raises severalimportant ecological questions: Is the hawk's consumption
of introduced species indicative of a dietary shift, or is it driven by the decline of native
prey? Does the increasing abundance of invasive species such as feral cats simply
raise the chances of such predation events? Is it also possible that such interactions
have gone unrecorded due to the lack of monitoring in places where both species
coincide? On Santa Cruz, San Cristobal, and Floreana, hawks were extirpated primarily
due to hunting and the depletion of food resources [1,2,5]. Introduced species played
a significant role in this decline, as they contributed to the depletion of native food
sources [6]. Considering this, while introduced species may now provide an alternative
food source for the hawk, suggesting that they benefit them must be approached with
caution, given their historical role in ecosystem disruption. While all of these questions
remain unresolved, the observation does contribute with valuable insights not only into

4 DOI: https://doi.org/10.18272/aci.3877


https://doi.org/10.18272/aci.3877

Comunicacion/

Communication

Vol.17, nro.2  First predation record of the Galapagos Hawk Buteo galapagoensis (Accipitriformes: Accipitridae), on a feral cat Felis catus (Camivora: Felidae)
3877 Viteri-Basso / Ramirez / Carrion-Tacuri (2025)

0 the ecology of B. galapagoensis, but also into the broader dynamics of food webs in the

I Galapagos ecosystem. We highlight the need for further monitoring both cat and hawk

avances  populations on the islands. Further research is needed to determine whether events

" such as this one are isolated or part of a broader, emerging pattern that could influence
invasive species management and predator-prey dynamics across the Galapagos.

ACKNOWLEDGEMENTS

We would like to thank Mgs. Danny Rueda Cordova and Dr. Luis Ortiz Catedral for their
contributions to the Pink Iguana Conservation Program. We also thank Galdpagos
Conservancy for awarding the grant that made this project possible. Additionally, we
are grateful to the Red Ecuatoriana de Herpetologia (REH) for organizing the | Congreso
Ecuatoriano de Herpetologia, a place for collaboration and strengthening science in Ecuador,
where the authors met and were able to share information and develop this manuscript.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Conceptualization: Elias Viteri-Basso (EVB); Data curation: Johannes Ramirez Kastdalen (JRK)
and EVB; Formal analysis: EVB and JRK; Funding acquisition: Jorge Carrién-Tacuri (JCT) and
JRK; Investigation: EVB; Methodology: JRK and EVB; Resources: JRK and JCT; Visualization:
EVB; Writing-original draft: EVB; Writing-review and editing: EVB, JRK, and JCT.

DECLARATION OF GENERATIVE AND AI-ASSISTED TECHNOLOGIES IN
THE WRITING PROCESS

For this work, the author(s) did not use generative or Al-assisted tools in the preparation of
the manuscript; therefore, no such use is declared.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

No data were used in this study.

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest.

5 DOI: https://doi.org/10.18272/aci.3877


https://doi.org/10.18272/aci.3877

Comunicacion/
Communication
Vol. 17, nro. 2

3877

avances
en ciendias e
ingenierias

6

First predation record of the Galapagos Hawk Buteo galapagoensis (Accipitriformes: Accipitridae), on a feral cat Felis catus (Camivora: Felidae)
Viteri-Basso / Ramirez / Carrién-Tacuri (2025)

REFERENCES

[11 deVries, T. (2015). The Galapagos hawk/El gavildn de Galdpagos. Tundra Ediciones.

[2] Harris, M. P. (1973). The Galapagos avifauna. The Condor: Ornithological Applications, 75(3), 265-278. https://doi.
0rg/10.2307/1366166

[3] deVries, T. (1975). The breeding biology of the Galapagos Hawk, Buteo galapagoensis. Le Gerfaut, 65, 29-57.
[4] Ferguson-Lees, J., & Christie, D. A. (2001). Raptors of the world. Houghton Mifflin Harcourt.

[5] Bollmer, J. L, Kimball, R.T., Whiteman, N. K., Sarasola, J. H., & Parker, P. G. (2006). Phylogeography of the Galdpagos
Hawk (Buteo galapagoensis): A recent arrival to the Galdpagos Islands. Molecular Phylogenetics and Evolution, 39(1),
237-247. https://doi.org/10.1016/j.ympev.2005.11.014

[6] de Vries, T. (1989). Conservation, status and ecological importance of the Galapagos Hawk Buteo galapagoensis. In B.
U. Meyburg & R. D. Chancellor (Eds.), Raptors in the modern world. World Working Group on Birds of Prey and Owls.
http://www.raptors-international.org/book/raptors_in_the_modern_world/Vries_1989_327-330.pdf

[7] Rivera-Parra, J. L., Levenstein, K. M., Bednarz, J. C., Vargas, F. H., Carrion, V.,, & Parker, P. G. (2012). Implications of goat
eradication on the survivorship of the Galapagos Hawk. Journal of Wildlife Management, 76(6), 1197—1204. https://
doi.org/10.1002/jwmg.372

[8] Jaramillo, M., Donaghy-Cannon, M., Vargas, F. H., & Parker, P. G. (2016). The diet of the Galapagos Hawk (Buteo
galapagoensis) before and after goat eradication. Journal of Raptor Research, 50(1), 33—44. https://doi.org/10.3356/
rapt-50-01-33-44.1

[9] Anderson, D.J.(1991). Apparent predator-limited distribution of Galapagos Red-footed Boobies Sula sula. /bis, 133(1),
26-29. https://doi.org/10.1111/}.1474-919X.1991.th04805.x

[10] de Groot, R.S. (1983). Origin, status and ecology of the owls in Galapagos. Ardea, 71(2), 167-182.

[11] Cruz, J. B., & Cruz, F. (1987). Conservation of the dark-rumped petrel Pterodroma phaeopygia in the Galapagos Islands,
Ecuador. Biological Conservation, 42(4), 303—311. https://doi.org/10.1016/0006-3207(87)90074-7

[12] Kushlan, J. A. (2009). Foraging and plumage coloration of the Galapagos Lava Heron (Butorides Striata Sundevalli).
Waterbirds, 32(3), 415-422. https://doi.org/10.1675/063.032.0306

[13] Konecny, M. J. (1987). Food habits and energetics of feral house cats in the Galapagos Islands. Oikos, 50(1), 24-32.
https://doi.org/10.2307/3565398

[14] Dexter, N., Dowler R. C,, Flanagan J. P, Sharelle, H., Revelez, M. A., Lee Jr, T. E. (2004) The influence of Feral Cats Felis
catus on the distribution and abundance of introduced and endemic Galapagos rodents. Pacific Conservation Biology,
10(4), 210-215. https://doi.org/10.1071/PC040210

[15] Carrion, P.L., & Valle, C. A. (2018). The diet of introduced cats on San Cristobal Island, Galapagos: Cat feces as a proxy
for cat predation. Mammalian Biology, 90, 74-77. https://doi.org/10.1016/j.mambio.2018.02.004

[16] Parkes, ., Fisher, P, Robinson, S., & Aquirre-Mufioz, A. (2014). Eradication of feral cats from large islands: An assessment
of the effort required for success. New Zealand Journal of Ecology, 38(2), 307-314. https://newzealandecology.org/
system/files/articles/3129.pdf

[17] Phillips, R. B., Cooke, B. D., Campbell, K., Carrion, V., Marouez, C., & Snell, H. L. (2005). Eradicating feral cats to
protect Galapagos land iguanas: Methods and strategies. Pacific Conservation Biology, 11(4), 257-267. https://doi.
0rg/10.1071/PC050257

[18] Banfield,A.F. Behre C.H., &St Clair, . (1956). Geology of Isabela (Albemarle) Island, Archipiélago de Colén (Galapagos).
Geological Society of America Bulletin, 67(2), 215-234. https://doi.org/10.1130/0016-7606(1956)68[215:GOIAIA]2.0.
€0;2

[19] Levy, J. K., Crawford, P. C, Lappin, M. R., Dubovi, E. J., Levy, M. G., Alleman, R., Tucker, S. J., & Clifford, E. L. (2008).
Infectious diseases of dogs and cats on Isabela Island, Galapagos. Journal of Veterinary Internal Medicine, 22(1), 60—65.
https://doi.org10.1111/j.1939-1676.2007.0034.x

DOI: https://doi.org/10.18272/aci.3877


https://doi.org/10.18272/aci.3877
https://doi.org/10.2307/1366166
https://doi.org/10.2307/1366166
https://doi.org/10.1016/j.ympev.2005.11.014
http://www.raptors-international.org/book/raptors_in_the_modern_world/Vries_1989_327-330.pdf
https://doi.org/10.1002/jwmg.372
https://doi.org/10.1002/jwmg.372
https://doi.org/10.3356/rapt-50-01-33-44.1
https://doi.org/10.3356/rapt-50-01-33-44.1
https://doi.org/10.1111/j.1474-919X.1991.tb04805.x
https://doi.org/10.1016/0006-3207(87)90074-7
https://doi.org/10.1675/063.032.0306
https://doi.org/10.2307/3565398
https://doi.org/10.1071/PC040210
https://doi.org/10.1016/j.mambio.2018.02.004
https://newzealandecology.org/system/files/articles/3129.pdf
https://newzealandecology.org/system/files/articles/3129.pdf
https://doi.org/10.1071/PC050257
https://doi.org/10.1071/PC050257
https://doi.org/10.1130/0016-7606(1956)68
https://doi.org10

Comunicacion/

Communication

Vol.17, nro.2  First predation record of the Galapagos Hawk Buteo galapagoensis (Accipitriformes: Accipitridae), on a feral cat Felis catus (Camivora: Felidae)
3877 Viteri-Basso / Ramirez / Carrion-Tacuri (2025)

[20] Kruuk, H., & Snell, H. (1981). Prey selection by feral dogs from a population of marine iguanas (Amblyrhynchus
cristatus). Journal of Applied Ecology, 18(1), 197-204. https://doi.org/10.2307/2402489
avances [21] Garizio, L., Gargano, M., Colosimo, G., Gratton, P, Gerber, G. P, Lewbart, G., Sevilla, C., & Gentile, G. (2024). First
Ingenienas evidence of recruitment in ritically endangered Galdpagos pink land iguanas (Conolophus marthae). Conservation
Science and Practice, 6(4), €13108. https://doi.org/10.1111/csp2.13108

[22] Gentile, G., & Snell, H. (2009). Conolophus marthae sp. nov. (Squamata, Iguanidae), a new species of land iguana from
the Galdpagos archipelago. Zootaxa, 2201, 1-10. https://doi.org/10.5281/zenod0.189620

[23] Gentile, G. (2012). Conolophus marthae. The IUCN Red List of Threatened Species, 2012. https://doi.org/10.2305/IUCN.
UK.2012-1.RLTS.T174472A1414375.en

7 DOI: https://doi.org/10.18272/aci.3877


https://doi.org/10.18272/aci.3877
https://doi.org/10.2307/2402489
https://doi.org/10.1111/csp2.13108
https://doi.org/10.5281/zenodo.189620
https://doi.org/10.2305/IUCN.UK.2012-1.RLTS.T174472A1414375.en
https://doi.org/10.2305/IUCN.UK.2012-1.RLTS.T174472A1414375.en

avances
en ciencias e
ingenierias

Licencia Creative Commons
Atribucion-NoComercial 4.0

©OS

Editado por /
Edited by:
Patricio Rojas

Recibido /
Received:
26/05/2025

Aceptado /
Accepted:
18/09/2025

Publicado en linea /
Published online:
02/12/2025

Comunicacion/
Communication
Vol. 17, nro. 2
€3892

El verdadero origen de la pandemia COVID-19

Gabriel Trueba™®

'Instituto de Microbiologia, Colegio de Ciencias Bioldgicas y Ambientales, Universidad San
Francisco de Quito, Quito-Ecuador.

*Autor de correspondencia /Corresponding author: gtrueba@usfq.edu.ec

The real origin of the COVID-19 pandemic

Resumen

En diciembre de 2019, un brote de neumonia en Wuhan constituiria el epicentro de la
pandemia de COVID-19. A pesar de que se identificé un nuevo coronavirus, similar al virus
de SARS que produjo una epidemia en 2002, surgieron dos hipdtesis sobre su origen: el
mercado de animales vivos de Wuhan y la fuga de un virus del Instituto de Virologia de
Wuhan (IVW). La mayorfa de los cientificos expertos respalda la hipdtesis del origen natural
del virus y su propagacion a partir del mercado de animales vivos, pero ciertos grupos
politicos en Estados Unidos impulsaron la teorfa del escape de un virus del Instituto de
Virologia de Wuhan y debilitaron la confianza en las comunicaciones cientificas. Una
consecuencia de la desconfianza en la actividad cientifica fue la oposicién a las medidas
sanitarias como la vacunacion, el uso de mascarillas, el distanciamiento social, junto con el
creciente escepticismo de la actividad cientifica. Estas dindmicas generan consecuencias
graves en salud publica y en las posibilidades de vigilancia de futuros virus.

Palabras clave: COVID-19, pandemia, origen del virus, salud publica, desinformacion.

Abstract

In December 2019, an outbreak of pneumonia in Wuhan marked the epicenter of the
COVID-19 pandemic. Although a novel coronavirus similar to the SARS virus responsible
for an epidemic in 2002 was identified, two hypotheses emerged regarding its origin:
the live animal market in Wuhan or a potential leak from the Wuhan Institute of Virology
(WIV). Most scientific experts support the hypothesis of a natural origin and transmission
from the live animal market. However, certain political groups in the United States
promoted the lab-leak theory, which undermined trust in scientific communication.
One consequence of this mistrust in science was resistance to public health measures
such as vaccination, mask-wearing, and social distancing, along with growing skepticism
toward scientific activity. These dynamics have serious implications for public health and
for future virus surveillance efforts.

Keywords: COVID-19, pandemic, virus origin, public health, misinformation.

INTRODUCCION

En diciembre de 2019, el gobierno chino intenté minimizar los reportes de un brote de
neumonia en Wuhan, probablemente para no afectar las celebraciones del Aho Nuevo
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Lunar, una festividad china que moviliza a cientos de millones de personas. Pese a los
intentos de silenciar a los médicos chinos que alertaban sobre el creciente ndmero
de casos, las imdgenes de la construccién apresurada de enormes hospitales en los
alrededores de Wuhan sugerfan una epidemia fuera de control [1]. Esta situacion era
reminiscente de la epidemia de SARS en el afo 2002, cuando China oculté la presencia
de casos de SARS, otro beta-coronavirus mortal proveniente de los mercados de
animales vivos en Foshan, China [2].

En enero de 2020, tras analizar el genoma viral, los cientificos chinos advirtieron a sus
autoridades sobre la similitud de este virus con el virus de SARS del 2002. En respuesta, el
gobierno chino empezé a cerrar muy discretamente los mercados de animales vivos en
Wuhan y otras ciudades [3]. En medio de este caos, un grupo de cientificos chinos tuvo el
acierto de tomar hisopados de superficies vy jaulas de varios animales en el mercado de
Huanan recientemente clausurado en Wuhan. Este mercado fue inicialmente identificado
como un potencial origen de la pandemia.

Desgraciadamente, debido a la crisis sanitaria y a las pugnas politicas internas e
internacionales, estas muestras fueron relegadas y permanecieron congeladas y sin
analizar hasta el 2023, cuando un equipo de cientificos internacionales pudo analizarlas
[4]. Para finales de febrero de 2020, era claro que el virus estaba en varios continentes y el
virus empezd a dejar su huella mortal en todo el mundo. A pesar de que se sospechaba
que el origen del virus podfa estar en el mercado de animales vivos de Huanan, Shi
Zhengli, la principal experta en coronavirus de murciélagos del Instituto de Virologfa de
Wuhan (WIV), se preguntaba si el virus podrfa haberse escapado de su laboratorio, una
idea que fue mas tarde descartada por parte de los mismos cientificos del WIV [5].

El escenario de una pandemia sin tratamiento obligaba a implementar medidas de
aislamiento fisico entre las personas, lo que representaba una catéstrofe econémica y
social a escala global. En Estados Unidos, algunos grupos que defienden las libertades
individuales comenzaron a expresar su descontento con respecto a las medidas de
aislamiento obligatorio y cierre del comercio. El presidente Donald Trump, afin a
estas ideas y probablemente frustrado por el impacto econdmico de las restricciones,
arremetio contra estas medidas y alentd la idea de que China habria creado el virus con
el objetivo de perjudicar las economias occidentales. Muy pronto, algunos politicos en
Estados Unidos y de otras partes del mundo amplificaron esta idea y se cre6 una guerra
de informacion entre Estados Unidos y China.

En este contexto politico y ante la falta de pruebas concluyentes sobre el origen del
virus, surgieron diversas teorfas de conspiracién, que iban desde la negacion de la
existencia del virus hasta acusaciones de que miembros de agencias de investigacion
en salud de Estados Unidos habrfan financiado la creacion de este virus, con el objetivo
de beneficiarse de alguna manera. Muchas de estas teorias de conspiracion se basaban
en la alegada muerte o desaparicién misteriosa de cientificos del WIV durante los meses
que precedieron a la pandemia.

Otras teorias de conspiracion afirmaban que el virus habia sido disefiado por cientificos

mediante la modificaciéon genética de virus naturales para producir variantes mas
peligrosas y letales, supuestamente a través de experimentos de ganancia de funcién.
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Como evidencia, presentaron un articulo cientifico publicado en la revista cientifica
Plos Pathogens en el 2017 [6], escrito por cientificos de WIV y miembros de EcoHealth
Alliance, una organizacion estadounidense dedicada a la investigacion de potenciales
pandemias provenientes de los animales silvestres.

ANALISIS DE LAS EXPLICACIONES TENTATIVAS

Los andlisis de las muestras tomadas en el mercado de animales vivos de Huanan, en
Wuhan, pocos dias después del inicio de la pandemia en febrero de 2020 ,y examinadas
posteriormente en 2023, revelaron que varias de las jaulas contenian ARN de SARS-CoV-2.

Adicionalmente, se encontré que muchas de las jaulas que dieron positivo al virus también
contenian ADN de una especie de zorro conocido como “perro-mapache’, un animal
frecuentemente vendido en estos mercados. Estos resultados sugieren que probablemente
este animal podria haber sido una de las fuentes del virus SARS-CoV-2 [7]. Por otro lado,
estudios epidemioldgicos basados en la cronologia de los primeros casos también
apuntaron al mercado de Huanan en Wuhan, y no al IVW, como el epicentro del brote [8].

En este escenario, el virus, probablemente presente inicialmente en murciélagos, habria
infectado a varios animales en granjas de cria de fauna silvestre para consumo humano
en el sur de China. Algunos de estos animales, como el perro-mapache, habrian
diseminado el virus cuando fueron transportados al mercado de Wuhan en 2019 [7].

La hipdtesis de que un virus, ya sea natural o modificado genéticamente, escapd
de un laboratorio del IVW, y de que algunos cientificos de ese instituto murieron o
desaparecieron, presenta dos problemas principales. Primero, segun los cientificos del
Instituto de Virologia de Wuhan, no existié el SARS-CoV-2 en ningun laboratorio antes
de la pandemia [5]. Segundo, la viréloga australiana Danielle Anderson, quien trabajo
en el instituto desde 2016 hasta diciembre de 2019, conocié al personal del Instituto
durante ese periodo de tiempo y no presencié ninguna evidencia de enfermedad entre
los miembros del Instituto hasta finales del 2019, en la que ella sali¢ de Wuhan [9].

La idea de que los cientificos chinos crearon un virus mas virulento mediante la
insercién de genes, como en un experimento de ganancia de funcién, se basa en una
interpretacion incorrecta de una técnica experimental publicada en 2017 [6]. Estos
experimentos complejos no tienen el propésito de incrementar la virulencia de estos
virus, su objetivo es utilizar el genoma del virus de SARS-CoV aislado en el 2002 como
base para investigar la presencia de coronavirus capaces de infectar células humanas,
utilizando muestras de animales que contienen virus silvestres [6]. Los cientificos
obtienen los genes que codifican la proteina de la espiga —proteina viral que permite
unirse al receptor de las células humanas— a partir de cientos de virus detectados en
murciélagos silvestres. Luego insertan esos genes en el genoma del SARS original, que
fue aislado en 2002. Si este virus hibrido logra infectar células humanas, eso indica que
en la naturaleza existen virus con el potencial de infectar a las personas.

Este proceso permite tener una idea de los virus circulantes y evita el aislamiento de
miles de diferentes coronavirus, lo cual es costoso, trabajoso, poco exitoso y peligroso.
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Este tipo de vigilancia permite alertar a las autoridades sanitarias en el caso de virus
potencialmente capaces de producir una nueva epidemia en humanos.

Esta investigacion masiva es llevada a cabo por cientificos chinos, en colaboracion con
cientificos de otros laboratorios en el mundo y obedece a una creciente preocupacion
por la existencia de cientos de variantes de coronavirus tipo SARS en estos murciélagos
asidticos [10]. Finalmente, siel virus SARS de 2002 hubiera sido manipulado genéticamente
para crear SARS-CoV-2, hubiera sido muy fécil identificarlo por métodos moleculares,
por lo que no existe evidencia de que el SARS-CoV-2 fuera un virus resultante de estos
experimentos. Para muchos, la explicacion cientifica es invélida, ya que acepta gran
cantidad de evidencia presentada por los cientificos chinos.

VEMOS LO QUE QUEREMOS VER

iQué version sobre el origen de la pandemia es la mds probable? La respuesta a la
diversidad de opiniones podria no encontrarse en la microbiologia, sino en la psicologia.
Cada persona, sea cientifica o no, tiende a considerar més convincentes aquellas
explicaciones que se alinean con sus propias creencias y convicciones. Como resultado,
algunas narrativas nos resultan mas faciles de aceptar que otras.

El sesgo de confirmacién aparece cuando una idea preconcebida (acorde a nuestras
convicciones) es confirmada por una explicacion tentativa, lo que provoca que esta
explicacion sea colocada en un lugar privilegiado en nuestro cerebro. La disonancia
cognitiva es lo contrario, aparece cuando una explicacion estd en desacuerdo con
nuestras convicciones e inconscientemente es colocada en una escala de credibilidad
baja dentro de nuestro cerebro.

Cuando ocurrio la pandemia, las personas estaban frustradas debido al miedo a la
enfermedad, la inestabilidad econdmica, la falta de contacto social, etc. El cierre de los
negocios, la imposicion del uso de mascarillas, el distanciamiento social, y finalmente la
vacunacion, despertaron cuestionamientos por parte de algunos grupos (como los que
promueven libertad de tratamientos médicos) en Estados Unidos. Estos grupos hostiles
a los argumentos cientificos eran especialmente propensos a rechazar las explicaciones
basadas en evidencia cientifica y a aceptar toda clase de teorfas de conspiracion con
respecto al origen del virus, ademas de también promover la desconfianza en las vacunas.

Otro fendmeno psicolégico que se manifiesta en todas las personas ante una catdstrofe
es la necesidad de encontrar un culpable. Este mecanismo funciona como una forma de
mitigar el sufrimiento que provoca aceptar que es imposible predecir cudndo o dénde
surgird una tragedia causada por un fenémeno natural; en este caso, la incertidumbre
ante las sorpresas que puede deparar la naturaleza.

El resultado de esta crisis de informacién fue catastréfico. Solo en Estados Unidos se

estima que al menos 241 000 muertes se debieron a la negativa a vacunarse [11] y se
desconoce cuantas personas quedaron afectadas cronicamente por esta infeccion.
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Otro efecto preocupante fue la masiva difusion de teorfas de conspiracién que colocaron
a los cientificos en el centro de la sospecha, generando una creciente desconfianza
hacia la actividad cientifica [12]. Adicionalmente, los politicos afines a los grupos que
rechazaron las explicaciones de origen natural del virus no han cesado y poco a poco
la tesis de que el virus ha sido creado en laboratorio de China se escucha con mayor
frecuencia. A su vez, muchos cientificos se han unido a esta idea.

EVIDENCIAY CIENCIA

Todos los fenédmenos naturales han dado lugar a explicaciones discordantes entre los
cientfificos, y esto es normal. La comunidad cientifica va aceptando paulatinamente
ciertas hipotesis conforme van apareciendo mas evidencias hasta que se alcanza una
especie de consenso en la que una explicacion parece mas confiable [13]. Sin embargo, es
comun que muchos cientificos permanezcan escépticos incluso frente a la explicacion
consensuada [13].

A pesar de que la gran mayorfa de cientificos especialistas en virologia y epidemiologia
respalda la idea de que el SARS-CoV-2 fue un virus silvestre que ingreso al mercado de
Wuhan por medio de animales infectados naturalmente [14], el 70 % de la poblacién
estadounidense (y posiblemente un porcentaje no muy diferente de periodistas) piensa
que el virus fue originado en un laboratorio en China [15].

Los politicos seguidores de Donald Trump, y su actual gobierno, han bloqueado la
investigacion sobre betacoronavirus en murciélagos asiaticos [16] y otras enfermedades
infecciosas zoonoticas. La percepcion de muchos de estos politicos es que la
investigacion sobre virus fue precisamente lo que provocé la pandemia. Sin embargo,
cientos, o incluso miles, de virus similares al SARS-CoV y al SARS-CoV-2 circulan entre
murciélagos en el sudeste asidtico [10] y, al estar en constante evolucion, podrian
desencadenar otra pandemia en cualquier momento.

No solamente los betacoronavirus representan una amenaza. Otros virus letales como
los de influenza, ébola, Nipah, Junin, Machupo, presentes en otras regiones del mundo,
parecerian esperar su turno para hacer su debut. A pesar de la impresionante tecnologia
con la que contamos, no es posible impedir por completo una préoxima pandemia. Sin
embargo, si podemos vigilar lo que ocurre en la naturaleza para prepararnos mejor ante
una posible nueva pandemia.

Observar continuamente lo que ocurre en las poblaciones de patégenos en la naturaleza
es crucial para poder entender eventos que podrian causar su aumento o fenémenos
asociados al cambio de su comportamiento [17].

De nada sirve autoconvencernos de que la naturaleza es benévola con los humanos o

Creer que, si se castiga lo suficiente a los chinos, se evitard una nueva pandemia. Como
dice el dicho popular:“tapar el sol con un dedo no lo apaga”.
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