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Resumen

Introduccion La cascarilla de café tiene limitaciones para su uso en la alimentacion animal
debido al contenido de taninos, cafeina y lignina, por lo cual se requiere de una bioconversion
con microorganismos, como el ensilaje y agotamiento del sustrato con hongo que permiten
la bioconversion de desechos lignoceluldsicos. Objetivo: Evaluar la eficacia del ensilaje en
cascarilla de café en la reducciéon del contenido de cafeina y taninos y la disminucion de
compuestos lignoceluloliticos por agotamiento del sustrato con Pleurotus djamor. Materiales
y métodos: Se realizaron dos tratamientos de melaza para el ensilaje, melaza al 5% y 10%,
se dejo por 160 dias. Se tomaron muestras por triplicado para el andlisis quimico en el dia
0 vy al final del ensilado, se determinaron azlcares reductores, proteina, cenizas y fibra de
acuerdo con procedimientos estandarizados, la celulosa por Kurschner y Hoffer, la lignina
por TAPPI 222 om-88, taninos por el método de Folin Ciocalteu, basado en Makkar et al. Se
utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial, se realiz6é ANOVA y prueba de
Tukey para la comparacion de medias, ademas del calculo para determinar la eficacia de los
tratamientos. Resultados: El proceso de ensilaje logré reducir significativamente la cafeina y
los taninos para ambos tratamientos, la lignina se redujoé un 55.87 y 43.97% respectivamente
de cada tratamiento. Conclusiones: La bioconversion con Pleurotus djamor logré disminuir este
compuesto, por lo que, la cascarilla de café se vuelve factible como suplementacion animal.

Keywords
Husk; coffee; silage; exhaustion; substrate; Pleurotus djamor.

Abstract

Introduction. Coffee husks have limitations for their use in animal feed due to the content of
tannins, caffeine and lignin, which requires bioconversion with microorganisms, such as silage
and depletion of the substrate with fungi that allow the bioconversion of lignocellulosic waste.
Objective. To evaluate the effectiveness of coffee husk silage in reducing the caffeine and
tannin content and the decrease in lignocellulolytic compounds due to substrate depletion
with Pleurotus djamor. Materials and methods. In this study, two treatments of molasses were
carried out for silage, 5% and 10% molasses, left for 160 days. Samples were taken in triplicate
for chemical analysis on day 0 and at the end of ensiling, reducing sugars were determined.
, protein, ash and fiber according to standardized procedures, cellulose by Kurschner and
Hoffer, lignin by TAPPI 222 om-88, tannins by the FolinCiocalteu method, based on Makkar et
al. A completely randomized design with a factorial arrangement was used, ANOVA and Tukey’s
test were performed for the comparison of means, and calculations were also performed to
determine the effectiveness of the treatments. Results. The silage process significantly reduced
caffeine and tannins for both treatments, lignin was reduced by 55.87 and 43.97% respectively in
each treatment. Conclusions. Bioconversion with P. djiamor managed to reduce this compound,
therefore, coffee husks become feasible as animal supplementation.
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Introduccién

La cascarilla de café es un residuo agroindustrial que puede ser utilizada como suplemento
para bovinos, sin embargo, cuenta con un alto contenido de taninos, cafeina y lignina, estos
compuestos disminuyen su aceptacion por parte de estos animales, por lo que requiere de
tratamientos previos, como el ensilaje y la degradacion por hongos para eliminar los riesgos de
toxicidad y disponibilidad de nutrientes absorbibles por los rumiantes [1.

El ensilaje es un pretratamiento para la cascarilla de café, el cual es llevado a cabo por
un variado consorcio microbiano, fundamentalmente por bacterias &cido lacticas, cuyo
metabolismo anaerobio produce compuestos que preservan la materia organica y mejora las
cualidades nutricionales de esta [2]. Por lo que, la cascarilla de café es un sustrato adecuado
para la fermentacion acido lactica, pero se requiere la adicion de otros sustratos para estabilizar
el proceso fermentativo [3] [4].

Los subproductos agroindustriales como el del trigo, cacao, café, cafia, entre otros, cuentan
con una elevada cantidad de nutrientes que pueden ayudar a la alimentacion animal [5]. México
es uno de los paises productores de café, en 2022 se produjeron 1,025,034.80 toneladas,
siendo el principal subproducto del procesamiento del café es la cascarilla, por lo que cada
tonelada de café procesado, se producen 0.18 toneladas [3].

La cascarilla de café tiene limitaciones para su uso en la alimentacion animal debido a su alto
contenido de taninos y cafeina, sin embargo, se caracteriza por tener una alta concentracion de
fibra cruda, celulosa, proteina entre otros componentes y, en este sentido, son similares a otros
subproductos que se utilizan como relleno en los alimentos para animales [6]. En general, la
cantidad de componentes y los indices de la cascarilla de café varian segun la especie de café,
el origen geografico de las cerezas y el método de procesamiento elegido [7] [8]. Ademas,
la cascara de café suele tener una alta porcién de lignocelulosa que recubre la celulosa y
la hemicelulosa, por lo cual se requiere de una bioconversion con microorganismos, 10 que
permite la digestion de nutrimentos y de materia seca para consumo animal [9].

Por otra parte, existen hongos que permiten la bioconversion de desechos lignocelulésicos
en un bioproducto a través de sus actividades enzimaticas extracelulares [10]. Pleurotus
djamor (P. djamor) es considerado como un eficiente descomponedor de la lignocelulosa,
que es el principal polimero constituyente de los materiales lignocelulésicos. Esta especie se
puede cultivar en un amplio espectro de materiales de desecho lignocelulésicos debido a su
capacidad para secretar una variedad de enzimas degradativas [11] [12]. Por lo que el objetivo
de este proyecto fue evaluar la eficacia del ensilaje de la cascarilla de café en la reduccion
del contenido de cafeina y taninos y la disminucion de compuestos lignoceluloliticos por
agotamiento del sustrato con P. djamor.

Materiales y métodos

Obtencién del material biol6gico

La cascarilla de café se colectd en el “Beneficio de Café Torredn” el cual se ubica en el
municipio de Tapachula, Chiapas; México (14°57°37'N 92°15°06 "W). Se realiz6é una seleccion
de cascarilla libre de moho o cualquier residuo ajeno a la cascarilla.

Preparacién del ensilado

La obtencion del material fue de acuerdo a la norma ISO 10725: Planes y procedimientos de
muestreo de aceptacion para la inspeccion de materiales a granel [13]. La preparacion se llevd
a cabo en “Beneficio de Café Torredn”, se tomaron 20 kilos de cascarilla, se dividieron en dos
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partes iguales adicionando melaza al 5% y 10% respectivamente, la cascarilla fue tendida sobre
una superficie plana y limpia, se extendié en forma de circulo, dejando un grosor uniforme de
20 cm, se hicieron huecos y se fue homogeneizando con su respectiva cantidad de melaza,
después de ello se colocd en bolsas de color negro con 2 kg cada una respectivamente, al
término del llenado se realizd la compactacion para extraer la mayor cantidad de aire posible
[14]. Las bolsas fueron almacenadas en una bodega para evitar la exposicion solar, hasta
alcanzar 160 dias.

Andlisis fisico-quimicos

Se realizaron los andlisis fisicoquimicos en la cascarilla de café al inicio del ensilaje, después
de completar los 160 dias y al término del agotamiento del sustrato con P. djamor.

La determinacion del contenido de cenizas, se realizé de acuerdo con procedimientos
estandarizados [15] la celulosa, se determind de acuerdo con método Kurschner y Hoffer [16]
y la lignina, se evalu6 de acuerdo con lo propuesto por TAPPI 222 om-88[17].

La cuantificacion de azUcares reductores fue determinada de acuerdo a la NOM-086-SSA1-1994
Inciso 2.1 [18] .

La cafeina se determind por el método de Sanchez, A [19] con modificaciones a la metodologia,
donde se pesaron 10 g de cascarilla de café y se agregaron 150 ml de agua destilada en un
vaso de precipitado, y posterior fue llevado a ebullicion, esto con la finalidad de extraer la
cafeina contenida en la muestra y se siguié con la metodologia ya descrita. La extraccion de
los taninos, se utilizd el método oficial de la AOAC 2014, para taninos.

Para la determinacion de taninos, se siguié el método de Folin Ciocalteu, basado en Makkar et
al [20], se determind fenoles totales de la muestra y posterior los taninos totales, a partir de los
resultados anteriores, el contenido de taninos de la muestra se calculd de la siguiente manera:
Fendlicos totales (%) — Fendlicos no taninos (%) = Taninos (%).

Se determiné la proteina total siguiendo el método descrito por Bradford [21].

Inoculacion del hongo

El hongo utilizado fue P. djamor, se obtuvo comercialmente los cuales venian inoculados en
semillas de Sorghum bicolor (L.) Moench, se ajusto el pH de la cascarilla de café previamente
fermentada por 160 dias, con una solucion sobresaturada de Ca (OH),, hasta llegar a 6.5 de
pH. Fueron inoculados 100 g de semillas colonizadas por el micelio en bolsas con 2 kg de
cascarilla fermentada, 2 dias después de la inoculacion se perforaron las bolsas para permitir
el intercambio de gases y la formacion de tallos germinativos del cuerpo fructifero [22].

Disefio experimental

El experimento fue desarrollado bajo un disefio completamente al azar con arreglo bifactorial
2x2, con tres replicaciones, los tratamientos se realizaron de la siguiente manera: melaza al 5%
y melaza al 10%, con el cultivo de P. djamor y sin el cultivo de este hongo que fue el tratamiento
testigo.

Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos al analisis de la varianza (ANOVA) seguida de una prueba de
comparacion de medias (Tukey p< 0.05) con ayuda del programa INFOSTAT®.
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Resultados y Discusion

Composicién quimica de la cascarilla de café sin ensilar

Los azucares reductores de la cascarilla de café con melaza al 5% sin ensilar fue de 3.4E-05mg/
mL (£1.0E-06) mientras que el tratamiento con 10% resulté de 0.01mg/mL (+6.3E-04)
resultando significativamente diferentes entre ambos tratamientos. En el cuadro 1 se observo la
composicion quimica de la cascarilla de café sin ensilar, [23] reportd una concentracion de 0.66
mg/mL, [24] obtuvieron 1.43mg/mL, las diferentes concentraciones en cascarilla de café puede
depender de las variedades y la ubicacion geografica, incluso de las condiciones de cultivo y
los recursos en la region de produccion.

La concentracion inicial de la cafeina es similar reportada por otros autores [25] cuya
concentracion fue de 1.3%, aun con esta concentracion puede provocar un efecto fisiolégico en
los rumiante, el cual al ser una purina metilada provoca un aumento en la actividad motora que
causa decenso en la ganancia de peso y conversion, aumenta la sed de los animales y el reflejo
urinario dando como consecuencia la excrecion de nitrégeno y hay que recordar que el ciclo de
la urea en el metabolismo del rumiante incluye que la molecula llegue a la saliva y mantenga la
poblacion de microorganismos que utilizan urea. Por otro lado, los fenoles libres, basicamente
el acido clorogénico y caféico pueden interferir con la utilizacion de proteinas y enzimas y
afectar el catabolismo, al combinarse con el hierro y formar complejos insolubles que dificultan
su asimilacion en el intestino [28]. La absorciéon de las proteinas puede verse afectada al unirse
a los fenoles libres y afectar su absorcion en el intestino delgado. Los taninos tienen una alta
capacidad de ligarse a las proteinas y actuar como inhibidores enzimaticos. Sin embargo, estos
compuestos se reducen de los residuos de café después de haber sido ensilados [28].

La cantidad de taninos oscila entre 4.5 y 5% repostado por otros autores [25], esto difiere con
los resultados obtenidos con valores entre 1.06 a 1.73%, una de las principales caracteristicas
de los taninos, es su capacidad de ligar las proteinas, evitando su absorcion en el organismo
y su aprovechamiento final, disminuyendo de esta manera la disponibilidad bioldégica de este
nutriente y por otro lado, adicional a la fermentacion lactica anaerobia del residuo de café se
agoto el sustrato durante el desarrollo del hongo por lo cual se logré la disminucion de estos
compuestos. [35] ha reportado que el efecto de la cafeina sobre los procesos metabdlicos
en el rumen que muestran que dosis bajas de cafeina (50 ppm) incrementd la digestibilidad
de materia seca y almidon, mientras que la cantidad en el nimero de protozarios y amonio
se reducen lo cual esta relacionado con el metabolismo de las proteinas. Sin embargo, dosis
mayores de cafeina tienen un impacto negativo sobre los parametros mencionados.

Los porcentajes para celulosa de ambos tratamientos fueron mayores a comparacion de [26]
quienes obtuvieron concentraciones de 35.40%, mientras que para el caso de lignina [27]
reportd valores menores de 27.14%. [28] reporto concentraciones de lignina de 20.70%. Existen
diferencias en las concentraciones debido a las condiciones agroecoldgicas de las zonas de
produccion, variedad y manejo del cultivo, las cuales influyen directamente en la composicion
bromatoldgica de la cascarilla.

El contenido de proteina fue menor a lo reportado por [29] que fue de 10.36%, asi mismo [30]
reporta valores entre 8 y 11% de contenido en cascarilla de café.

El contenido de ceniza es similar a lo reportado por [31] que fue de 2.50% y [32] con 7.85%.

En el contenido de fibra cruda fue mayor a comparacion de [33] que obtuvo 11.52%. [30]
encontrd valores de 62.1%, mientras que [34] encontrd valores de 24% y 43%.



‘ Tecnologia en Marcha
g|IM vol. 39, N° 1. Enero-Marzo, 2026

Cuadro 1. Composicion quimica de la cascarilla de café sin ensilar.

Melaza 5% | 1.56+0.16* | 1.73+0.02* | 42.70+1.83% | 78.53%+1.8% | 1.52+0.00* | 2.32+0.114 | 35.33+1.00*

Melaza 10% | 1.47+0.04* | 1.06+0.04* 18.17+£0.99* | 61.57+0.47* | 1.52+0.28* | 5.01+0.10® | 35.32+0.12*

AB Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05).

Composicion quimica de la cascarilla de café ensilada

Los azucares reductores en el caso de melaza al 5% fue de 8.1E-0.5 mg/g (£6.7E-06) #y con
melaza al 10% fue de 1.9E-03 mg/g (£6.6E-04) B, en comparaciéon con otros autores [34] que
obtuvieron una concentracion de 6.27%.

La composicion quimica de la cascarilla de café ensilada por 160 dias se muestra en el cuadro
2, la concentracion de cafeina fue similar a lo reportado por [11] que fue de 0.2%, mientras que
[4] reportd 1.3% en pulpa de café. La presencia de cafeina disminuye despues del prcoeso de
ensilaje debido a la solubilizacion y metabolizacion por parte de bacterias acido lacticas [35].

El contenido de taninos fue similar con lo reportado por [11] que fue de 0.18%, [36] encontraron
valores entre 1.80% a 8.56%. mientras que otros autores reportan rangos de 0.29y 0.70% [34].
El alto contenido de taninos reduce la digestibilidad de las proteinas y de otros componentes de
la dieta, por lo que, las tasas de inclusion no deben exceder el 2.5%, aunque algunos animales
toleran altas cantidades de este compuesto, otros son mas sensibles como es el caso de los
rumiantes, por lo que se pueden beneficiar del tratamiento de ensilaje [37].

Para la concentracion de celulosa no hubo un incremento significativo entre el inicio del ensilaje
inicial y al final de este, lo mismo reportaron [38] teniendo un valor inicial de 19.50% v final del
28.25%. Se presume que el hecho de tener la cascarilla de café por tanto tiempo fermentado
estimula la actividad de las reacciones enzimaticas que pueden convertirlas en sustancias
inocuas o de afectar la disponibilidad de las proteinas u otros compuestos de interés en la
alimentacion.

El proceso de ensilaje logrd disminuir el contenido de lignina, que alcanzé el 55.87 % con
melaza al 5% y 43.97% con melaza al 10%, de igual manera en estudios previos, se observd
una disminucion del 33.63 % [34].

El ensilaje aumentd el contenido de proteina a 1.87 y 2.16% en ambos tratamientos. Sin
embargo, estos valores fueron inferiores a los reportados por [39] [37] quienes obtuvieron 12.5
y 15.5% de proteina, esto puede deberse a la sintesis que producen las bacterias en el ensilaje,
generando un aumento en los niveles de proteina soluble y degradada.

Se detectaron valores de cenizas de ambos tratamientos estadisticamente similares, a diferencia
de otros estudios donde reportan un 22.12 % a los 120 dias de ensilaje, particularmente una
caracteristica deseable en un alimento es que disponga de alto contenido de ceniza para que
pueda proporcionar niveles apropiados de minerales necesarios en las dietas para animales
[39].
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La fibra cruda fue mayor a lo reportado por [36] obteniendo 20.8%, [32] obtuvieron 27.17%,
esto se debe probablemente a la concentracion de compuestos fendlicos en los granos de café,
asi como a la presencia de otros compuestos formados por la reaccion de Maillard. durante el
proceso de tostado, como las melanoidinas.

Una de las caracteristicas de la cascarilla de café es la gran cantidad de fibra que contiene,
definida como la biomasa vegetal que se resiste a la hidrolisis del tracto digestivo de los
individuos por lo que el proceso de ensilaje y posterior agotamiento por hongos comestibles
reduce significativamente la cantidad de fibra. (45) obtuvieron valores para cascarilla de café sin
ensilar de fibra cruda 12%, fibra detergente neutra hasta 83.6%, celulosa 24.5%, hemicelulosa
29.7% vy lignina 23.7%. Estos valores deben disminuir por la degradacion microbiana durante
el ensilaje y agotamiento por pleutorus, convirtiendo estos carbohidratos estructurales en
azucares solubles como se pudo observar en el trabajo donde aumenta la catidad de azucares
reductores totales.

Cuadro 2. Composicion de la cascarilla de café ensilada por 160 dias.

Melaza 5%

0.16+0.014

0.21+0.03°

40.77+0.478

55.87+1.128

1.87+0.05*

2.51+0.05%

47.83+6.62"

Melaza 10%

0.17+0.018

0.06+0.02*

26.07+1.524

43.97+1.014

2.16+0.05°

3.48+0.96"

47.83+3.214

ABMedias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05).

Composicion quimica con agotamiento del sustrato con Pleurotus djamor

Como se observa en el cuadro 3, los azUcares reductores aumentaron, lo que quiere decir que,
P. djamor logré convertir la lignina en azucares simples. [40] encontraron que al cultivarlo en
paja de arroz se presentd pérdidas continuas en el contenido de celulosa, hemicelulosa, lignina,
carbono y nitrégeno totales, desde su inoculacion hasta la cosecha de los basidiomas, mientras
que el contenido de azucares libres, cenizas y relacion C/N se incrementaba, caso contrario de
[41]teniendo una pérdida de fibra entre 31 al 40% al final del ciclo de cultivo, decreciendo la
fraccion de celulosa entre 35 a 48%.

Al inicio del ensilaje se tenia una baja concentracion de proteina, la cual P. djamor logré
incrementar, esto se debe a que tienen la capacidad de producir biomasa con mayor contenido
de nitrégeno que el sustrato en el que estan creciendo [40].

En el tratamiento testigo, el micelio no colonizé completamente el sustrato, esto se debid a la
alta concentracion de cafeina, [41] informd que este compuesto inhibe el crecimiento micelial.
[42] ademas de la baja relacion C/N del sustrato, lo cual no es adecuada para los requisitos
del hongo.

(41) reportaron un retraso en sus tratamientos, debido a la ausencia del proceso de ensilaje, lo
cual el sustrato presentaba un alto contenido de lignina, siendo esté, un polimero complejo que
forma una barrera que impide que el hongo ataque otros polisacaridos; por o que primero debe
degradarse para permitir el acceso a la holocelulosa en la pared celular del material vegetal, a
consecuencia de esto, el crecimiento es mas lento.
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(45) reporta que los hongos superiores como Pleurotus oestratus tiene la habilidad de
biotransformar los materiales lignocellUsicos a través de las actividades enzimaticas
extracelulares. A nivel ruminal no encontraron enfectos en el pH y la produccién de nitrégenos
amoniacal pero si disminuyo la produccion de acidos grasos voléatiles y la digestibilidad de la
materia seca conforme se aumento el nivel de cascarilla de café, asi como la poblacion ruminal
de protozoarios también fue menor que en las dietas testigo.

Cuadro 3. Composicion quimica con agotamiento del sustrato con Pleurotus djamor.

Sustrato agotado

” 2.36+0.85 5.45+0.23 | 11.40+1.19 10.66+1.16
con P. djamor

En la figura 1, se muestra el proceso de cultivo del hongo P. djamor en cascarilla de café, el
cual duro 20 dias.
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Figura 1. Proceso de cultivo del hongo P. djamor cultivado en cascarilla de café.

Conclusiones

El ensilaje es un método efectivo para la disminucion y/o eliminacion de compuestos
potencialmente toxicos, como lo es la cafeinay los taninos en la cascarilla de café. Adiconalmente,
el cultivo del hongo Pleurotus djamor en el ensilado de cascarillad de café como sustrato
disminuye efectivamente la presencia de cafeina, taninos y lignina, por lo cual hace disponible
los nutrientes contenidos en la cascarilla de café, para su uso en la suplementacion animal.
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Transformadores de potencia; analisis de gases disueltos; métodos de andlisis al aceite;
mantenimiento predictivo; analisis de fallas en transformadores; aceite dieléctrico; monitoreo
de transformadores.

Resumen

El presente estudio analiza la condicién del aceite dieléctrico en transformadores de potencia
con el proposito de detectar fallas internas que puedan afectar su operatividad. La problematica
principal se centra en el deterioro del aceite y su influencia en el aislamiento eléctrico, lo que
puede derivar en la aparicion de descargas parciales o fallas térmicas de alta gravedad.
Para abordar esta cuestion, se emplearon diversos métodos de diagnostico, tales como
Dornenburg, Triangulo de Duval y Rogers, complementados con el andlisis de gases disueltos
y propiedades fisicoquimicas del aceite. La metodologia consisti6 en el andlisis de diez
muestras de aceite, evaluando la concentracion de gases como acetileno, etileno, mondxido y
didoxido de carbono, asi como parametros fisicoquimicos tales como rigidez dieléctrica, factor
de potencia y contenido de agua. Los resultados revelaron que algunas muestras presentan
indicios de descargas parciales o de baja energia, mientras que otras evidencian fallas térmicas
severas o descargas de alta energia. La concordancia entre los diferentes métodos empleados
respalda la confiabilidad del diagnéstico y pone de manifiesto la presencia de una degradacion
significativa en determinados transformadores.

Keywords

Power transformers; dissolved gas analysis; oil analysis methods; predictive maintenance;
transformer failure analysis; dielectric oil; transformer monitoring.

Abstract

This study examines the state of dielectric oil in power transformers to identify internal problems
that could impact their functionality. The primary issue is the degradation of the oil and its
impact on electrical insulation, perhaps resulting in partial discharges or severe thermal failures.
To resolve this issue, multiple diagnostic techniques were employed, including Dornenburg,
Duval Triangle, and Rogers, alongside the examination of dissolved gases and the physical and
chemical features of the oil. The methodology involved analyzing ten oil samples to assess the
concentrations of gases including acetylene, ethylene, carbon monoxide, and carbon dioxide,
along with physicochemical properties such as dielectric strength, power factor, and water
content. The results suggested that certain samples reveal indications of partial or low-energy
discharges, whilst others demonstrate significant thermal flaws or high-energy discharges. The
concordance among the various methodologies employed corroborates the diagnostic reliability
and indicates substantial deterioration in specific transformers.

Introduccién

El sistema dieléctrico de un transformador es un componente esencial para garantizar su
funcionamiento seguro y eficiente [1]. Este sistema, conformado principalmente por el aceite
dieléctrico y materiales aislantes sélidos, cumple funciones criticas como el aislamiento eléctrico,
la disipacion del calor generado durante la operacion y la proteccion de los componentes
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internos frente a contaminantes externos y procesos de deterioro. La preservacion de su
integridad es fundamental, ya que cualquier degradacion puede derivar en fallas severas,
interrupciones en el suministro eléctrico y elevados costos de reparacion.

El aceite dieléctrico desempefia un papel vital en el sistema aislante al proporcionar tanto
aislamiento eléctrico como refrigeracion [2]. Su monitoreo constante mediante pruebas
especificas es indispensable para evaluar su estado y prevenir fallas. Ensayos como la rigidez
dieléctrica, el factor de potencia, la resistividad y la apariencia visual permiten identificar
la presencia de contaminantes como agua, particulas conductivas y productos quimicos
degradados. Estos analisis posibilitan la deteccion temprana de problemas que, si no se
abordan, podrian comprometer seriamente el desempefio del transformador.

La cromatografia de gases disueltos constituye una herramienta avanzada para evaluar el
estado interno del transformador [3]. Este método identifica y cuantifica gases generados por
procesos de degradacion térmica o eléctrica en el aceite y el papel aislante, como hidrégeno,
metano, acetileno y dioxido de carbono. La capacidad de este analisis para diagnosticar
fallas incipientes, tales como descargas parciales, sobrecalentamientos o arcos eléctricos, 10
convierte en un componente esencial del mantenimiento predictivo, ya que permite prevenir
problemas mayores y prolongar la vida util del transformador.

Para interpretar los resultados obtenidos en la cromatografia de gases, se emplean
herramientas como el Triangulo de Duval [4]- [5], el Método del Gas Caracteristico [6], las
Relaciones de Dornenburg [7] y las Relaciones de Rogers [8]. Estas metodologias, utilizadas
de manera complementaria, permiten clasificar las fallas en térmicas, eléctricas o combinadas.
El Triangulo de Duval es una técnica gréafica que ofrece una representacion visual sencilla y
precisa, mientras que los métodos de relaciones proporcionan un analisis méas detallado de las
proporciones de gases.

El sistema dieléctrico del transformador es un pilar fundamental para su confiabilidad y
seguridad operativa [9]. Las pruebas realizadas al aceite dieléctrico, la cromatografia de gases
y los métodos de analisis son herramientas indispensables para garantizar un diagnoéstico
completo, detectar fallas en etapas tempranas y optimizar las estrategias de mantenimiento
[10]. La integracion de estas técnicas no solo reduce los costos operativos, sino que también
maximiza la eficiencia y asegura la continuidad del suministro eléctrico.

Es importante mencionar que el analisis del sistema dieléctrico de transformadores de potencia
ya es un tema que se estudia desde hace varias décadas y que, para lograr una estandarizacion
en las pruebas al sistema dieléctrico de un transformador de potencia, existen multiples normas
que ofrecen una guia sobre el andlisis del sistema dieléctrico de los transformadores de
potencia, como por ejemplo [11] y [12]. Las normas demuestran el rigor técnico que se sigue
en el andlisis del sistema dieléctrico de un transformador de potencia a nivel profesional. A
nivel académico, existen diferentes iniciativas que combinan métodos tradicionales con nuevas
tendencias de algoritmos avanzados de andlisis e inteligencia artificial [13].

Un ejemplo de esto se encuentra en [14], donde se presenta un algoritmo de aprendizaje
profundo para la gestion de salud de transformadores de potencia. Otro ejemplo es [15] que
presenta un algoritmo de aprendizaje de maquina para el mejoramiento de la interpretacion
de anélisis de gases disueltos en el aceite de un transformador para su debido diagnostico.
Es importante mencionar que estas iniciativas buscan simplificar y mejorar el diagnéstico
de transformadores, comparado con las herramientas tradicionales que podrian ser no
concluyentes por si solas. Sin embargo, las herramientas tradicionales contindan siendo la base
de diagndstico normada a nivel profesional.
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El presente articulo pretende mostrar con ejemplos practicos reales los fundamentos del
diagnostico del sistema dieléctrico de transformadores de potencia utilizando registros de
pruebas al aceite dieléctrico y de pruebas de gases disueltos a través de cromatografia. Una
introduccioén técnica a cada tipo de pruebas es presentada en la seccion materiales y métodos.
Posteriormente se presentan los fundamentos de tres de los métodos tradicionales de deteccion
de fallas: triangulo de Duval, relaciones de Dornenburg y relaciones de Rogers. Utilizando un
caso de estudio con registros reales de pruebas al sistema dieléctrico a transformadores de
potencia se realiza un analisis utilizando cada método antes mencionado y se muestran los
resultados. El objetivo es darle al lector un resumen introductorio al diagnoéstico del sistema
dieléctrico de transformadores de potencia utilizando técnicas tradicionales y datos reales de
transformadores.

Analisis al Sistema Dieléctrico de los Transformadores de Potencia

Pruebas al aceite dieléctrico de los transformadores

El andlisis de las propiedades fisicas, quimicas y dieléctricas del aceite aislante constituye un
proceso crucial para asegurar la operatividad confiable y la seguridad de los transformadores
eléctricos. Este fluido desempefia un rol esencial tanto en el aislamiento eléctrico como en
la disipacion del calor generado durante la operacion. Mediante este tipo de evaluaciones,
se pueden determinar parametros fundamentales, como el contenido de agua, numero de
neutralizacion acido, rigidez dieléctrica, factor de potencia, resistividad, apariencia visual, color,
tension interfacial y la gravedad especifica que afectan directamente el rendimiento del equipo.

El cuadro 1 muestra las principales evaluaciones pruebas y ensayos a los aceites dieléctricos
empleados en transformadores, dividiéndolas en tres categorias fundamentales: fisicas,
quimicas vy dieléctricas. Asimismo, se detallan las normativas internacionales aplicables
a cada prueba, incluyendo estandares reconocidos como ASTM, IEC e ISO. Las pruebas
fisicas abarcan analisis como la apariencia visual, el color, la tension interfacial y la gravedad
especifica, enfocandose en las caracteristicas externas y la densidad del aceite. Por otro
lado, las pruebas quimicas, como el contenido de agua y el niumero de neutralizacion acido,
permiten identificar contaminantes y productos de degradacion quimica. Finalmente, las
pruebas dieléctricas, entre las que se incluyen la rigidez dieléctrica, el factor de potencia y
la resistividad, evaluan las propiedades aislantes del aceite y su capacidad para soportar
tensiones eléctricas. Esta estructura resulta esencial para garantizar un diagnéstico integral del
estado del aceite, posibilitando la detecciéon temprana de posibles problemas y contribuyendo
a la confiabilidad y desempefio eficiente del transformador.

Cuadro 1. Clasificacion de Pruebas de Aceites Dieléctricos para Transformadores.

Prueba Clasificacion Norma Aplicada
Contenido de agua Quimica ASTM D6304 / IEC 60814
Numero de neutralizacion acido Quimica ASTM D974 / IEC 62021
Rigidez dieléctrica Dieléctrica ASTM D877 / IEC 60156
Factor de potencia Dieléctrica ASTM D924 / IEC 60247
Resistividad Dieléctrica ASTM D1169 / IEC 60247
Apariencia visual Fisica ASTM D1524 / IEC 60422
Color Fisica ASTM D1500
Tension interfacial Fisica / Quimica ASTM D971 / ISO 6295
Gravedad especifica Fisica ASTM D1298 / ISO 3675
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La identificacion temprana de problemas, tales como la degradacion del aceite, la presencia
de particulas contaminantes o la formacion de compuestos quimicos dafiinos, permite
implementar acciones preventivas que contribuyen a evitar fallos graves, extender la vida
util del transformador y reducir costos asociados al mantenimiento. Asimismo, estas pruebas
garantizan que los equipos operen bajo los estandares de seguridad establecidos, minimizando
riesgos para el sistema eléctrico y los usuarios. A continuacion, se detallan los distintos
analisis realizados al aceite dieléctrico, los cuales son esenciales para fundamentar la toma de
decisiones técnicas y operativas.

Contenido de agua: El agua presente en el aceite aislante, ya sea en estado libre o
emulsionado, representa un riesgo significativo para el funcionamiento seguro de un
transformador. En estado libre, no solo disminuye de manera notable la rigidez dieléctrica
del aceite, sino que también facilita la transferencia de humedad hacia la celulosa del
papel aislante. Esto puede provocar una reduccion de las propiedades aislantes del
papel, acelerando su envejecimiento y deterioro. Adicionalmente, la presencia de agua
aumenta el riesgo de descargas parciales, fallas dieléctricas y sobrecalentamientos, los
cuales pueden derivar en fallos catastréficos del equipo. Este problema generalmente
se origina debido a deficiencias en la hermeticidad del transformador, 0 que permite
la entrada de humedad y otros contaminantes, comprometiendo su fiabilidad operativa,
incrementando los costos de mantenimiento y reduciendo su vida Util.

Numero de neutralizacion acido: Los transformadores estan expuestos a procesos
de degradaciéon quimica debido a las condiciones operativas, como el estrés eléctrico,
las altas temperaturas y las cargas de trabajo a las que son sometidos. Estos procesos
dan lugar a la formacion de compuestos acidos, cuya presencia afecta directamente
la calidad del aceite aislante y, por ende, la fiabilidad del equipo. La velocidad de
degradacion aumenta significativamente en presencia de agua, oxigeno y materiales
como cobre, hierro y celulosa. Para controlar estos efectos y prevenir el deterioro
acelerado del transformador, resulta fundamental realizar mediciones periddicas del
ndamero de neutralizacion del aceite, ya que esta prueba permite evaluar la acumulacion
de constituyentes acidos y tomar medidas preventivas o correctivas para prolongar la vida
util del equipo y garantizar su correcto funcionamiento.

Tension interfacial: La prueba de tension interfacial mide la fuerza requerida para separar
un anillo plano de Platino-Iridio de la superficie de un fluido con mayor tension superficial,
proporcionando un indicador confiable sobre la presencia de compuestos hidrofilicos.
Estos compuestos son generados como resultado de procesos de oxidacion y actuan
como un parametro clave para evaluar el estado de degradacion del aceite aislante.
La importancia de esta prueba radica en que permite detectar de manera temprana
la formacion de productos de oxidacion, los cuales pueden afectar negativamente las
propiedades dieléctricas y quimicas del aceite, comprometiendo la eficiencia y seguridad
del transformador. Este andlisis es crucial para implementar estrategias de mantenimiento
preventivo que prolonguen la vida util del equipo y optimicen su desempefo operativo.

Rigidez dieléctrica: La rigidez dieléctrica es una medida fundamental que evalla
la capacidad de un material aislante para resistir tensiones eléctricas crecientes sin
experimentar fallos. Este ensayo se lleva a cabo aplicando de manera progresiva una
tension entre dos electrodos de bronce, cuya geometria y separacion estan definidas por
normativas especificas. Su relevancia radica en que actua como un indicador preliminar
de la presencia de contaminantes en el aceite, tales como agua, fibras de celulosa,
particulas en suspension o materiales conductores. La identificacion de estos elementos
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es crucial, ya que comprometen las propiedades aislantes del aceite y pueden generar
fallos eléctricos en el transformador. Por lo tanto, esta prueba es esencial para garantizar
la fiabilidad y seguridad operativa del equipo.

Factor de potencia: El factor de potencia es un indicador critico que evalla las pérdidas
dieléctricas en el aceite aislante, las cuales son ocasionadas por la presencia de
contaminantes como compuestos acidos y agua. Un valor bajo de este parametro sugiere
una minima pérdida dieléctrica y un nivel reducido de contaminantes solubles, lo que
refleja un buen estado del aceite. La relevancia de esta prueba radica en que permite
detectar alteraciones quimicas y fisicas en el aceite, brindando informaciéon clave para
el mantenimiento preventivo del transformador. Monitorear el factor de potencia ayuda
a preservar la integridad del sistema de aislamiento, prolongar la vida Util del equipo vy
prevenir fallas inesperadas en la operacion.

Resistividad: La resistividad, también conocida como resistencia especifica, es una
medida que evalla las propiedades aislantes eléctricas de un liquido dieléctrico en
condiciones similares a las del ensayo. Un valor elevado de resistividad indica un
bajo nivel de iones libres y particulas idnicas en formacion, lo que a su vez refleja una
baja concentracion de contaminantes conductivos en el aceite. Esta prueba resulta
particularmente relevante en el andlisis de aceites nuevos, ya que proporciona una
referencia inicial de su calidad y pureza. Su importancia radica en que permite identificar
posibles contaminantes que puedan comprometer el rendimiento del sistema de
aislamiento, asegurando asi la eficiencia operativa y la confiabilidad del transformador.

Apariencia visual: La inspeccion visual del aceite, tanto en su estado nuevo como
usado, es un procedimiento clave para evaluar caracteristicas fisicas esenciales, como
el brillo y la transparencia, y para verificar la ausencia de sélidos en suspension vy
sedimentos. Este analisis preliminar resulta de gran importancia, ya que permite detectar
de forma rapida indicios de contaminacion, degradaciéon o presencia de particulas que
podrian comprometer las propiedades dieléctricas y la funcionalidad del aceite aislante.
La apariencia visual actia como un indicador inicial del estado del aceite, facilitando
decisiones oportunas sobre la necesidad de realizar pruebas mas exhaustivas o
implementar acciones correctivas.

Color: La prueba del color del aceite consiste en clasificar el color del fluido aislante
mediante la comparacion con una escala estandar basada en un blanco de referencia.
Cualquier desviacion significativa respecto al color preestablecido puede ser un indicador
de contaminacion o de procesos de degradacion en el aceite. Este parametro es crucial
para evaluar la calidad del aceite, ya que proporciona una indicacion inicial sobre su
estado y posibles alteraciones quimicas o fisicas que podrian comprometer su desempefio
como medio aislante y refrigerante en transformadores eléctricos.

Gravedad especifica: La prueba de gravedad especifica se define como la relacion
entre la masa de un volumen determinado de aceite y la masa de un volumen equivalente
de agua. Este ensayo es de gran utilidad como método rapido para identificar la
posible presencia de contaminantes en el aceite aislante. Ademas, permite determinar
caracteristicas clave como el tipo de aceite, ya sea de origen nafténico o parafinico, y
detectar la presencia de compuestos téxicos como los bifenilos policlorados (PCBs). La
relevancia de esta prueba radica en que proporciona informacion esencial para evaluar
la calidad del aceite, garantizar la seguridad del transformador y mitigar posibles riesgos
ambientales.
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Andlisis de los gases disueltos mediante la prueba de la cromatografia

El analisis cromatografico de gases disueltos en el aceite dieléctrico es una herramienta
analitica fundamental para el monitoreo y diagnéstico del estado de los transformadores. Este
procedimiento, regulado por la norma ASTM D3612, permite identificar y cuantificar gases como
acetileno (C,H,), etano (C,He), etileno (C,H,), metano (CH,), mondxido de carbono (CO), didxido
de carbono (CO,), hidrégeno (H;), oxigeno (O3) y nitrégeno (N,). La presencia y concentracion
de estos gases se asocian directamente con fallas internas que pueden clasificarse en dos
categorias principales:

+ Fallas Térmicas: relacionadas con el sobrecalentamiento del aceite o el papel aislante,
gue generan gases como metano, etileno y didxido de carbono.

+ Fallas Eléctricas: ocasionadas por arcos internos o descargas de efecto corona, que
producen gases como hidrégeno, acetileno y metano.

En algunos casos, estos tipos de fallas pueden superponerse, ya que diferentes procesos
de degradacion pueden ocurrir simultaneamente dentro del transformador. Este analisis no
solo permite determinar la naturaleza y ubicacion de las fallas, sino que también facilita su
diagnostico temprano, lo que es crucial para implementar acciones correctivas antes de que las
fallas evolucionen y comprometan la operacion del equipo. Ademas, los objetivos del analisis
cromatografico son diversos e incluyen: monitorear los transformadores en servicio para detectar
fallas incipientes, supervisar unidades con sospecha de fallas para planificar su mantenimiento,
identificar el tipo y localizacion de las fallas, y garantizar que los transformadores nuevos no
presenten problemas durante el periodo de garantia. La cromatografia de gases es esencial
para la gestion eficiente de los transformadores, ya que contribuye a la confiabilidad operativa,
prolonga la vida util del equipo y optimiza las estrategias de mantenimiento.

Métodos de Analisis para deteccién de fallas en transformadores

El analisis de gases disueltos en aceites dieléctricos es una técnica fundamental para el
diagndstico y monitoreo del estado interno de los transformadores eléctricos. Este procedimiento
utiliza metodologias diversas que permiten interpretar con precision los datos cromatograficos
obtenidos. Entre las principales herramientas de analisis destacan el Triangulo de Duval, el
Método del Gas Caracteristico, el Método de las Relaciones de Dornenburg y el Método de
las Relaciones de Rogers, cada una con aplicaciones especificas y complementarias en el
diagndstico de fallas.

+ Triangulo de Duval: Esta técnica gréfica utiliza las proporciones relativas de tres gases
clave: metano (CH,), etileno (C,H,) y acetileno (C;H;), generados durante procesos
térmicos o eléctricos. Los puntos dentro del triangulo representan distintos tipos de fallas,
como descargas parciales, sobrecalentamientos o arcos eléctricos. Este método destaca
por su simplicidad visual y por proporcionar un diagnéstico rapido y confiable.

+ Método de las Relaciones de Dornenburg: Basado en relaciones proporcionales
entre gases clave, este método clasifica fallas térmicas y eléctricas, ofreciendo una
interpretacion mas detallada de los datos. Es especialmente util en casos donde se
requiere una evaluacion mas exhaustiva.

+ Método de las Relaciones de Rogers: Similar al de Dornenburg, este método utiliza
relaciones especificas entre gases para clasificar las fallas en categorias como
sobrecalentamientos leves o severos y descargas eléctricas. Su simplicidad lo convierte
en una herramienta comun en el monitoreo de rutina.
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El Triangulo de Duval y los métodos basados en relaciones de gases, como los de Dornenburg
y Rogers, son herramientas complementarias que proporcionan diferentes niveles de precision
y detalle. Mientras que el Triangulo de Duval es Util para diagnoésticos rapidos y visuales, los
métodos basados en relaciones permiten un analisis mas profundo y validacion de resultados.
Por su parte, el Método del Gas Caracteristico ofrece un enfoque flexible y adaptable a
escenarios especificos, por lo que no se detalla en la seccidon de resultados de la presente
nota técnica. La integracion de estas técnicas asegura diagnoésticos confiables y oportunos, lo
que facilita la deteccion temprana de fallas internas, optimiza las estrategias de mantenimiento
preventivo y prolonga la vida util de los transformadores. Su aplicabilidad en distintos contextos
industriales subraya su importancia como herramientas esenciales para la gestion eficiente
de sistemas eléctricos criticos. La tabla 2 presenta la informacion técnica de un grupo de
transformadores de potencia, detallando por su capacidad nominal de potencia (MVA), niveles
de tension en el lado primario y secundario (kV) y afio de fabricacion.

Resultados

Caso de estudio

A partir de la informacion recopilada, se realizara un andlisis exhaustivo del estado operativo
de diez transformadores de potencia, conforme se presenta en el cuadro 2. Tal como se
expuso previamente, es posible aplicar distintos enfoques para evaluar la condicion del aceite
dieléctrico, tanto a nivel individual como grupal. Cuando el andlisis se efectua de manera
grupal, el proposito es identificar el estado de cada transformador de forma independiente,
sin que exista relacion entre las mediciones, dado que los resultados reflejan las condiciones
particulares de cada equipo. En cambio, cuando se dispone de un registro histérico de
resultados, es posible establecer una trazabilidad temporal que permita analizar la evolucion y
verificar el comportamiento del aceite dieléctrico.

Cuadro 2. Muestra de Transformadores de Potencia a Analizar.

Muestra-1 50 132 ¥ 2001
Muestra-2 50 220 66 2001
Muestra-3 50 110 11 2001
Muestra-4 30 400 132 1972
Muestra-5 50 132 & 2001
Muestra-6 50 110 11 2001
Muestra-7 25 220 66 1969
Muestra-8 25 132 €8 1969
Muestra-9 25 400 132 1969
Muestra-10 25 220 66 1969

Cada estudio proporcionara informacioén precisa sobre el estado actual y la funcionalidad de
los transformadores, posibilitando la correlacion entre su antigiiedad, capacidad nominal y nivel
de tension de operacion. Este enfoque integral permitira evaluar de manera mas completa el
estado del aceite y contribuira al disefio de estrategias de mantenimiento predictivo orientadas
a optimizar la vida util de los transformadores.



‘ Tecnologia en Marcha
22 Vol. 39, N° 1. Enero-Marzo, 2026

Un aspecto relevante en el analisis de los transformadores [16,17] es la consideracion del afio
de fabricacion, dado que los materiales dieléctricos tienden a degradarse significativamente con
el paso del tiempo. Asimismo, los niveles de tension deben ser tomados en cuenta, ya que un
mayor esfuerzo dieléctrico asociado a tensiones elevadas acelera el deterioro del aislamiento.
De forma complementaria, la potencia nominal constituye un indicador del estrés térmico al
que esta sometido el equipo, puesto que la temperatura depende directamente del cuadrado
de la corriente y de la resistencia del conductor. Este comportamiento se encuentra, a su vez,
estrechamente vinculado con los niveles de tension presentes en cada lado del transformador
(primario y secundario).

Andlisis Fisico-Quimico-Dieléctrico y Cromatografia de gases al Aceite

El cuadro 3 presenta los resultados de las pruebas Fisico-Quimico-Dieléctrico del aceite
utilizado en los transformadores de muestra, los que incluyen el contenido de agua, el
numero de neutralizacion acido, la rigidez dieléctrica, el factor de potencia, la resistividad, la
apariencia visual, el color, la tension interfacial y la gravedad especifica. Estos parametros son
fundamentales para evaluar la calidad y el estado de degradacion del aceite, Io que permite
determinar su capacidad de aislamiento y su eficiencia en la disipacion del calor dentro del
transformador. De igual forma, como en el caso anterior a través del analisis de estas variables,
se busca establecer la correlacion entre el envejecimiento del aceite y el estado operativo del
transformador.

Cuadro 3. Analisis Fisico-Quimico-Dieléctrico al aceite de los transformadores de muestra.

Muestra-1 12.5 0.05 30.5 0.12 2.5 Transparente 1 40.5 0.91

Muestra-2 15 0.12 28 0.15 2.8 Transparente 1.2 42 0.915
Muestra-3 13.2 0.08 31.2 0.14 2.7 Transparente 1.1 41.2 0.912
Muestra-4 10.8 0.04 29.8 0.11 2.6 Transparente 0.9 39.8 0.908
Muestra-5 11.7 0.07 30.7 0.13 2.4 Transparente 1 40.7 0.91

Muestra-6 14.6 0.11 27.6 0.14 2.9 Transparente 1.3 42.6 0.913
Muestra-7 13.8 0.09 29.8 0.12 28 Liggg";i”te 1.1 418 0.911
Muestra-8 | 123 0.06 314 0.13 27 Ligg?;:i”te 1 40.4 0.909
Muestra-9 | 115 0.05 305 0.11 25 Liggrpa;?;me 0.8 395 0.91

Muestra-10 13 0.07 28.9 0.14 26 Ligeramente | , 41 0.914

Opaco

El cuadro 4 muestra los datos sobre el andlisis de los gases disueltos al aceite dieléctrico de los
transformadores, que incluyen concentraciones de acetileno, etano, etileno, metano, mondxido
de carbono, didxido de carbono, hidrégeno, asi como los porcentajes de oxigeno y nitrégeno. El
analisis de estos gases es un método clave en el diagndstico de fallas internas en transformadores,
ya que permite identificar la presencia de descargas parciales, sobrecalentamiento, formacion
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de arcos eléctricos y degradacion térmica del aislamiento. La correlacion entre la concentracion
de estos compuestos y el estado operativo del transformador facilitara la implementacion de
estrategias de mantenimiento predictivo, optimizando la confiabilidad y prolongando la vida util
del equipo.

El cuadro 5 establece los rangos de aceptacion para diversos parametros Fisico-Quimico-
Dielectrico y de gases disueltos en el aceite dieléctrico de la muestra de transformadores, l0s
cuales son indicadores clave del estado del aislamiento y del funcionamiento del equipo. Estos
valores de referencia permiten identificar la presencia de gases generados por fallas internas,
como descargas parciales o sobrecalentamiento, asi como la calidad del aceite en términos
de contenido de agua, acidez, rigidez dieléctrica y estabilidad quimica. Se han analizado diez
muestras de aceite provenientes de transformadores de distinta capacidad y antigiedad tal
y como se muestra en las tablas 3 y 4 . Los parametros evaluados incluyen gases disueltos
como hidrégeno, metano, etano, etileno y acetileno, ademas de compuestos de mondxido y
dioxido de carbono, nitrégeno y oxigeno. También se consideraron factores fisico-quimicos
como el contenido de agua, el niumero de neutralizacion acido, la rigidez dieléctrica, el factor de
potencia, la resistividad, la apariencia visual, el color segun ASTM D1500, la tension interfacial
y la gravedad especifica. Los valores obtenidos se contrastaron con los limites de aceptacion
para determinar posibles desviaciones y su impacto en la operacion de los transformadores
como se observa en el cuadro 5.

Cuadro 4. Andlisis de Cromatografia de Gases al aceite de los transformadores de muestra.

Muestra-1 8 2 1 2 5 32 591 70161 17306
Muestra-2 10 2 3 4 8 22 805 56692 15979
Muestra-3 6 2 3 3 11 53 1368 48919 15603
Muestra-4 5 19 16 123 8 274 2413 63850 2104

Muestra-5 13 2 4 6 8 22 949 47011 16025
Muestra-6 6 1 1 1 4 26 5563 63878 18929
Muestra-7 26 36 21 153 1 108 2224 67098 156369
Muestra-8 17 7 88 474 7 247 4753 60261 13271
Muestra-9 13 49 31 282 4 351 4887 64345 14500
Muestra-10 3 3 4 82 3 486 5765 39162 12913

El analisis de las muestras revelé que algunas presentan concentraciones de gases fuera de
los valores recomendados, lo que sugiere la presencia de procesos de degradacion interna.
Ademaés, se evaluaron caracteristicas dieléctricas y fisico-quimicas:

e [ a Muestra-1 presenta un contenido de agua de 12.5 ppm y un numero de neutralizacion
de 0.05 mg KOH/g, con una rigidez dieléctrica de 30.5 kV/mm. No obstante, su nivel
de acetileno de 5 ppm esta fuera del rango aceptable, lo que podria indicar descargas
parciales.

e |a Muestra-2, se registr6 una rigidez dieléctrica de 28 kV/mm, con un factor de potencia
de 0.15%, lo que sugiere una leve degradacion del aceite. Ademas, el acetileno de 8 ppm
y el nitrégeno fuera de rango pueden indicar problemas en la hermeticidad del sistema
de aislamiento.
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La Muestra-3 muestra una resistividad de 2.7 GQ'm, una tension interfacial de 41.2 mN/m
y un contenido de acetileno de 11 ppm, lo que podria indicar deterioro avanzado del
aislamiento.

La Muestra-4 evidencia un color ASTM D1500 de 0.9 y una gravedad especifica de 0.908,
con un etileno de 123 ppm, lo que sugiere sobrecalentamiento del aceite y degradacion
de componentes celuldsicos.

En la Muestra-5, se detectd un factor de potencia de 0.13%, un contenido de agua de
11.7 ppm y una concentracion de acetileno de 8 ppm, lo que refuerza la posibilidad de
procesos internos de descargas parciales.

La Muestra-6 presentd una rigidez dieléctrica de 27.6 kV/mm y un color ASTM D1500 de
1.3, sugiriendo una ligera degradacion del aceite.

La Muestra-7 muestra un aspecto ligeramente opaco, con un color ASTM D1500 de
1.1 y un etileno de 153 ppm, lo que podria estar asociado a la oxidacion del aceite y
sobrecalentamiento.

La Muestra-8 presenta un contenido de agua de 12.3 ppm, una resistividad de 2.7 GO'm
y un etileno de 474 ppm, indicando condiciones criticas de deterioro térmico del aceite.

La Muestra-9 evidencia una tension interfacial de 39.5 mN/m, un mondxido de carbono
de 351 ppm y un etileno de 282 ppm, lo que sugiere procesos de oxidacion avanzados.

La Muestra-10 presenta una gravedad especifica de 0.914 y una rigidez dieléctrica de
28.9 kV/mm, con mondxido de carbono de 486 ppm, lo que podria estar relacionado con
la degradacion de los componentes celuldsicos internos del transformador.

Cuadro 5. Rangos de Aceptacion para los transformadores de muestra.

Parametro ::: ae?)gt’:c?c’)en
Acetileno (C2H2) [ppm] 0-1
Etano (C2H6) [ppm] 0-10
Etileno (C2H4) [ppm] 0-20
Metano (CH4) [ppm] 0-25
Monoéxido de Carbono (CO) 0-300
[Ppm]
Dioxido de Carbono (CO2) 0 - 2000
[ppm]

Hidrogeno (H2) [ppm] 0-150
Oxigeno (02) [%] 0-5
Nitrégeno (N2) [%] 70 - 80

Contenido de Agua [ppm] 0-20
s
Rigidez Dieléctrica [kV/mm] 25 - 35
Factor de Potencia [%] 0-0.5
Resistividad [GQ-m] >2
Tension Interfacial [mN/m] 40 - 50
Gravedad Especifica 0.850 - 0.920
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La Figura 1 presenta el diagnostico del aceite dieléctrico correspondiente a los transformadores
analizados. De acuerdo con los resultados obtenidos mediante la aplicacion del Método
Dornenburg, se determiné que las muestras 1, 2, 3, 5 y 6 evidencian posibles descargas
parciales de alta intensidad o fendmenos de arqueo, mientras que las muestras 4, 7, 8, 9y 10
muestran indicios de fallas asociadas a procesos de descomposicion térmica, conforme a los
criterios establecidos por dicha metodologia.
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Figura 1. Diagnostico por el método de Dornenburg a las 10 muestras.

Analisis de resultados por Triangulo de Duval

En la figura 2 se puede diagnosticar las fallas de las muestras de los transformadores
analizados. Por su parte, a partir del método de Triangulo Duval se analizan las 10 muestras
donde el analisis de las muestras 1, 2, 3, 6, 7, 8 sugieren presencia de descargas de tipo de
arco eléctrico. La muestra 4 indica sobrecalentamiento a altas temperaturas (>700°C) mientras

que las muestras 9 y 10 indican una falla térmica severa o una descarga de alta energia.
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Figura 2: Diagnostico por el método de Triangulo de Duval a las 10 muestras.
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Analisis de resultados por Rogers

La Figura 3 presenta el diagnostico de fallas del aceite dieléctrico correspondiente a las
muestras de los transformadores analizados. De acuerdo con los resultados obtenidos mediante
la aplicacion del Método de Rogers, se determind que las muestras 1, 2, 3, 5y 6 presentan
indicios de descargas de baja energia, mientras que las muestras 4, 7, 8, 9 y 10 evidencian
fallas térmicas asociadas a temperaturas superiores a 700 °C, conforme a los criterios de
clasificacion establecidos por dicha metodologia.
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Figura 3. Diagndstico por el método de Rogers a las 10 muestras.

Discusion de Resultados

El andlisis de fallas en los transformadores, utilizando los métodos de Dornenburg, Tridangulo de
Duval y Rogers, confirma la presencia de anomalias significativas en las muestras evaluadas.
De acuerdo con el método de Dornenburg, las muestras 1, 2, 3, 5 y 6 evidencian signos de
descargas parciales de alta intensidad o arqueo, mientras que las muestras 4, 7, 8, 9 y 10
presentan indicios de degradacion térmica. Por su parte, el método del Triangulo de Duval
sugiere que las muestras 1, 2, 3, 6, 7 y 8 han experimentado descargas eléctricas tipo arco,
mientras que la muestra 4 muestra evidencia de sobrecalentamiento severo a temperaturas
superiores a 700°C. Asimismo, las muestras 9 y 10 reflejan condiciones asociadas a fallas
térmicas criticas o descargas de alta energia. Finalmente, el método de Rogers indica que las
muestras 1, 2, 3, 5y 6 estan sujetas a descargas de baja energia, mientras que las muestras
4,7, 8,9y 10 exhiben signos de fallas térmicas debido a temperaturas superiores a 700°C.
En comparacion con el diagndstico previo basado en el andlisis de gases disueltos y las
caracteristicas fisicoquimicas del aceite, los resultados presentan una fuerte correlacion. Las
muestras que contienen concentraciones elevadas de acetileno y etileno, las cuales indican
la presencia de descargas eléctricas y sobrecalentamiento, coinciden con los resultados
obtenidos en los métodos de diagndstico, los cuales identificaron descargas de alta energia
y fallas térmicas severas. Asimismo, las muestras con altos niveles de monodxido y didxido de
carbono, lo que sugiere la degradacion del aislamiento del papel, corresponden con aquellas
en las que se detectaron fallas térmicas avanzadas en los distintos métodos de analisis.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos a partir del analisis de gases disueltos, propiedades fisicoquimicas
del aceite y métodos de diagnostico como Dornenburg, Triangulo de Duval y Rogers evidencian
la presencia de fallas significativas en varios de los transformadores evaluados. Se identificaron
descargas parciales, descargas tipo arco y fallas térmicas severas, 0 que sugiere un deterioro
progresivo del sistema de aislamiento y posibles riesgos de falla operativa. La correlacion
entre los diferentes enfoques de diagndstico valida la fiabilidad de los resultados y resalta
la necesidad de implementar estrategias de monitoreo continuo y mantenimiento predictivo.
En particular, los transformadores con indicios de descargas eléctricas y sobrecalentamiento
extremo requieren una intervencion prioritaria para evitar dafnos irreversibles y garantizar la
estabilidad del sistema eléctrico.
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locomocion.

Resumen

La capacidad de controlar micronadadores en el régimen de bajo numeros de Reynolds
puede permitir el acceso a regiones del cuerpo previamente inalcanzables para aplicaciones
biomédicas como la administracién de farmacos dirigidos y la microcirugia. Los nadadores
de remos flexibles pueden generar propulsion mediante la oscilacion de estructuras elésticas
pasivas. Sin embargo, la bidireccionalidad no se ha demostrado previamente de forma
experimental con nadadores de remo flexible. La incapacidad de moverse hacia atrés limita la
capacidad de navegacion de los micronadadores de remo flexible, especialmente en entornos
altamente confinados en los que girar es dificil o inviable. En este estudio, demostramos
experimentalmente que la propulsion bidireccional de los nadadores de remos flexibles puede
introducirse incorporando un perfil intrinsecamente curvado que se acciona transversalmente
en un extremo del nadador. Demostramos que los nadadores intrinsecamente curvados son
capaces de una propulsion bidireccional positiva, negativa y dependiente de la frecuencia,
lo que podria utilizarse en entornos muy confinados en los que el giro es dificil o inviable. En
Ultima instancia, con la capacidad de lograr la propulsion bidireccional, prevemos que el robot
intrinsecamente curvado puede realizar una nueva clase de micronadador que puede abordar
una amplia gama de necesidades clinicas no satisfechas.

Keywords
Microswimmers; bidirectionality; flexible oar swimmers; low Reynolds numbers; locomotion.

Abstract

The ability to control microswimmers in the low Reynold’s regime can enable access to previously
unreachable regions in the body for biomedical applications such as targeted drug delivery and
microsurgery. Flexible oar swimmers can generate propulsion by oscillating passive elastic
structures. However, bidirectionality has not been previously experimentally demonstrated with
flexible oar swimmers. The inability to move backward limits the navigation capabilities of flexible
oar microswimmers, especially in highly confined environments where turning is challenging or
infeasible. Here, we experimentally demonstrated that bidirectional propulsion of flexible oar
swimmers can be introduced by incorporating an intrinsically-curved profile that is transversely
actuated at one end of the swimmer. We show that the intrinsically curved swimmers are capable
of positive, negative, and frequency-dependent bidirectional propulsion which could be utilized
in highly confined environments where turning is challenging or infeasible. Ultimately, with the
ability to achieve bidirectional propulsion, we envision that the intrinsically curved robot can
realize a new class of microswimmer that can address a broad range of unmet clinical needs.

Introduction

Locomotion at the microscale is crucial to an organism’s survival [1] and is related to its ability to
find food, reproduce, and colonize new environments [2]. The ability of microorganisms to move
in the low Reynold’s regime has motivated the development of artificial microscale swimmers [3]—
[6], driven by biomedical applications such as targeted drug delivery and microsurgery [7]-[13]
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and pipe exploration in viscous fluids or confined spaces [14], [15]. However, the microscale
motion occurs at low Reynolds (Re) number environments where viscous forces dominate over
inertial forces and where locomotion must incorporate nonreciprocal motions [16], [17].

” o LIS

Swimming mechanisms for low Re locomotion include the “corkscrew,” “three-link,” “three-linked
sphere,” and “flexible oar.” The corkscrew and flexible oar methods can be implemented with
a single actuation. Corkscrew swimmers consist of rigid helical structures driven by rotation to
move in a manner similar to the motions of Escherichia coli (E. coli). Flexible oar swimmers, on
the other hand, consist of passive elastic structures that are driven by oscillation and generate
propulsion due to interactions between the elastic swimmer and fluid [17]. However, most
artificial swimmers are incapable of bidirectional locomotion, which could enhance navigation in
highly confined environments where turning is challenging, time-consuming, or infeasible.

Microorganisms have been observed to exhibit bidirectional propulsion. For instance, various
bacterial species go through polymorphic modifications to use their flagellar appendages to
propel forward and backward [18]. Additionally, sperm cells have reportedly been observed
swimming backwards in the female reproductive system to fertilize an egg [18]. Inspired by
these examples, recent studies have examined bidirectional propulsion for artificial swimmers.
For instance, experimental work by Mohanty et al. [18] demonstrated arc-shaped magnetic
swimmers with bidirectional locomotion using precessing magnetic fields in corkscrew-like
actuation. They demonstrated bidirectional locomotion of the arc-shaped microswimmers, by
taking advantage of the unique geometry to produce distinct dynamic conformations under
precessing magnetic fields.

Likewise, theoretical works [19], [25] have shown that flexible oar swimmers with intrinsic
curvature could exhibit bidirectional propulsion at low Re. For instance, work by Liu et al. [25]
demonstrated a swimmer consisting of two symmetrically oriented elastic tails with circular arc
profiles. The researchers found that varying curvatures can increase and reverse swimming
direction. In another theoretical work, Liu et al. [19] demonstrated swimmers with circular arc
and cosinusoidal profiles that could exhibit positive, negative, and bidirectional propulsion when
actuated transversely at different frequencies at low Re. While the works presented bidirectional
flexible oar swimmers, these findings have yet to be experimentally demonstrated.

Here, we experimentally demonstrate the bidirectional propulsion of flexible oar swimmers. We
show intrinsically curved swimmers which are capable of positive, negative, and frequency-
dependent bidirectional propulsion which could be utilized in highly confined environments. We
also experimentally demonstrate that bidirectionality is curvature-dependent, suggesting that
a single actuation frequency could be used for the independent control of multiple swimmers
with varying curvatures. We envision the bidirectional intrinsically curved swimmers can be
leveraged to increase the navigation versatility of microscale robots such as biomedical robots
for targeted therapy and drug delivery.

Methods

Macroscopic experimental setup

To experimentally measure the propulsive force (Fp), experiments were performed in a glass
tank (length: 1.20 m, width: 0.45 m) filled with high-viscosity silicone oil with a kinematic viscosity
(v) of 100,000 cSt and a density (p) of 977 kg/m3 (CAS # 63148-62-9, Clearco Products Co).
The swimmer actuation assembly was attached to a load cell (108AA-100G, ANY LOAD) and
suspended, so the actuated end of the swimmer was centered in width and depth (total silicone
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depth: 34 cm), and 36.5 cm from the front wall (see Figure 1A). Force and frequency data were
acquired using a data acquisition system (NI USB-6343). A camera (EOS R6, Canon) was rigidly
mounted above the experiment to acquire swimmer deformation during experiments at 120 fps.

During experiments, swimmers were transversely actuated with frequencies from approximately
1.5 to 8.5 Hz, velocities (U) in the range of 94 to 315 mm/s, and swimmer lengths from 15 to 40
mm. Consequently, the Reynolds number (Re =pUL/u) in the experiment was in the range of 10
¢’ to 10 ¢3, which adequately represents the low Re regime.

Swimmer actuation

To actuate the swimmer during experiments, an assembly was designed which consisted of
a 3D-printed housing, a geared DC motor (20.4:1 Metal Gearmotor 25Dx65L mm, Pololu) and
Scotch Yoke mechanism to convert the motor’s rotation into linear oscillations for transverse
actuation of the swimmer. To control 3, b was modified by controlling the distance between the
disk pin and the disk center (Figure 1D)

Swimmers

The swimmers in this work were 3D printed from photocurable clear resin (Clear Resin,
FormlLabs) with a layer resolution of 100 um. After printing, swimmers were washed in isopropyl
alcohol (IPA) for 20 min (Form Wash, FormlLabs) and post-cured for 60 min at 60°C (Form Cure,
FormlLabs) following procedures in the material datasheet which reports the material’s Young’s
modulus as E = 2.80 GPa. The rectangular swimmer cross-section was designed to vyield
in-plane bending during actuation.

Three swimmer profiles were used, namely straight (S), circular arc (C), and cosine (N1).
Swimmers with C profiles consisted of a circular arc with a specific angle of curvature. For
example, the C90 swimmer consisted of 90 degrees of a circular arc. Swimmers with N1 profiles
consisted of one quarter of a cosine wave with an amplitude-to-wavelength ratio of a = 0.5. More
specifically, the N1 profile was computed using the following equations from literature [19]:

2nx (s)
A

y(s) = acos , X €[0,NA/4]

(1)
NA /2

L J1+ (2rasinx)? dx

21 J, 2)
where a and A denote the amplitude and wavelength of the cosine profile, respectively. The
swimmer is composed of N quarter-waves, a uniform arclength § and a contour length L. The
bending stiffness is defined as A = E*l, where E is the material Young’s modulus and / is the
second moment of area.

Load cell and data acquisition

To measure Fp, a load cell was calibrated and used to attach the top part of the assembly
to a rigid external frame (Figure 1B). An excitation voltage of +10 VDC (2231A-30-3 CAL DU,
KEITHLEY) was applied across the circuit. The frequency dependent Fp was studied across
a range of w between approximately 1.5 Hz and 8.5 Hz which was controlled by modulating
the input voltage of the geared DC motor. The data acquisition system and a custom LabVIEW
program (National Instruments) were used to simultaneously acquire the Fp and w.
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Data postprocessing

Experiment data were postprocessed using a custom MATLAB script to determine (Fp) and
(w). A second-order lowpass Butterworth filter was used to filter the force data to facilitate the
identification of each period of oscillation. Preliminary experiments showed that steady-state
motion was reached after approximately the first 50 periods of oscillation. Consequently, (Fp)
and (w) were determined in a window between the 100" oscillation and 110" oscillation. The
time-averaged propulsive forces and frequencies for each experimental trial were computed as
the mean values from the measurement window.

For each test condition, two independent experimental runs were performed to assess
repeatability. Within each run, the script computed the mean and standard deviation of both (Fp)
and (w) across the ten steady-state cycles. These standard deviations quantify the variability in
the force and frequency measurements and were used to estimate the percentage error for each
condition. The reported (Fp) and (w) values represent the mean of the two independent runs,
while their corresponding standard deviations reflect the combined experimental uncertainty.

——- Aluminum rail

Load cell

Propulsive
Force dn

Assembly

Tranverse
actuaction

Swirnmer Tail

Cc D

Stainless steel
rodls

Geared DC motfor

. Ball bearing
Motor casing

Slider

(* :
Driven | " Disk pirt

end

Front cover

Disk front view

Front cover caop
Seals

Figure 1. Experiment setup built to measure propulsion force of different swimmers. (A) Macroscopic
setup comprised by the glass tank filled with silicone oil, assembly attached to the aluminum frame by
the load cell, camera, and power and acquisition equipment. Assembly immersed half of the silicone ol
height. (B) The actuation assembly and load cell to measure propulsive force. Indication of the propulsive
force direction and swimmer’s actuation. (C) Exploded view and components of the assembly. (D) Scotch
yoke mechanism. The disk and slider from the Scotch yoke convert the motor’s rotation into a linear
movement. The actuation amplitude b is the half distance the filament’s head will move back and forth.
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Results and discutions

Swimmer’s design and actuation

To experimentally study the bidirectional propulsion of flexible curved swimmers via the flexible
oar swimming method, we designed swimmers with intrinsically-curved and straight profiles
along the swimmer length. Two types of intrinsically-curved profiles, circular arc (“C90”) and
cosine (“N1”), were studied and compared to straight (“S”) profiles. The C90 profile has a
constant curvature that consists of 90 degrees of a circular arc, while the N1 profile has
variable curvature that consists of one-quarter wavelength of a cosine curve, and amplitude to
wavelength ratio (a) of 0.5. The swimmers, shown in Figure 2A, each have a contour length (L) of
22 mm and a rectangular cross-section with a height (h) of 5 mm and a thickness (t) of 0.5 mm.

Swimmers were experimentally tested with a macroscale setup in high viscosity silicone oil to
achieve low Reynolds numbers between approximately 10 e'and 10 ¢3. Swimmers were actuated
by transverse oscillation at the leading edge, as shown in the inset in Figure 2Ai. The actuation
frequency (w) was adjusted to examine the frequency-dependent force, and the oscillation
amplitude (b) was determined by the dimensionless variable 3 = b/L. During actuation, the
flexible swimmer exhibited passive in-plane bending which induced a propulsive force due to
traveling waves along the tail. [17] The propulsive force (Fp) and w were simultaneous measured
and used to determine the time-average propulsive force (Fp) and frequency ().

Effect of swimmer profile on frequency-dependent propulsive force

To determine the effect of swimmer profile on bidirectional propulsion, we first determine the
(Fp), calculated over ten consecutive oscillations (details in methods), when the swimmer is
actuated between approximately 1.5 to 8.5 Hz (Figure 2B). A comparison of the data in Figure
2B shows that the propulsive force depends on swimmer profile. Indeed, the C90 and N1 profiles
exhibit bidirectional propulsion with negative propulsion at low frequencies (C90: -0.80 + 0.10
mN at 1.80 Hz, N1: -1.29 + 0.11 mN at 1.71 Hz) and positive propulsion (C90: 2.90 + 0.23 mN
at 7.87 Hz, N1: 0.66 + 0.19 mN at 7.41 Hz) at high frequencies. From the data, we estimate
that bidirectionality occurs at approximately 3.0 Hz for the C90 swimmer and 6.0 Hz for the N1
swimmer. In comparison, the straight swimmer exhibits only positive forces, as expected from
theory [19], [28]across the same frequency range. The bidirectional behavior observed for C90
and N1 is consistent with previous experimental and theoretical studies [18],[19],[25] showing
that intrinsic curvature and the elastohydrodynamic response determine swimming direction
when the actuation frequency crosses a critical value. Instantaneous profiles in Figure 2C enable
visualization of the profile’s deformation in one oscillation cycle. Mechanistically, at low w the
filament deforms quasi-statically and curvature-dominated strokes produce net rearward thrust;
as w increases the phase lag between base actuation and filament deformation grows and
the filament adopts waveforms that are effectively forward-traveling, producing forward thrust.
Those profile’s deformations could be used in future studies to provide more insights into the
relationship between the tail’s deformation and bidirectionality.

Effect of circular arc profile angle on bidirectionality

To further investigate the effect of intrinsic curvature on bidirectionality, experiments were
performed with circular arc (“C”) swimmers with angles of curvature between 0 and 180 degrees
and the same contour length (L = 22 mm). The swimmers were transversely actuated (see Figure
3B) at three frequencies (1.5, 3.0, and 6.0 Hz) and 8 was fixed at 0.25, with two trials performed
at each w.
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Results in Figure 3A reveal that the time-averaged propulsive force magnitude and direction can
be affected by modifying the intrinsic curvature. At low curvature, swimmers exhibit only positive
propulsion at the studied w, whereas at higher curvatures (e.g., angle > 60 degrees), swimmer
propulsive force tends to decrease. This finding aligns with an observation from literature, which
indicates that increasing curvature reduces propulsive force and induces a lateral force that
can change the direction of the total propulsive force [25]. The study also reports that the (Fp)
for an isolated flexible oar swimmer with circular cross-section actuated with angular oscillation
reaches a local minimum at a nondimensional circular arc curvature (¥c) of 2.5. Although
our experimental results are for a single flexible oar swimmer with a rectangular cross-section
actuated by transverse oscillation, results in Figure 3A show a similar finding at a lower ¥,
as the results show a local minimum with the C120 swimmer, which has a K¢ of 2.1.Results in
Figure 3A demonstrate that the C90, C120, and C150 swimmers exhibit bidirectional propulsion
across the studied w. C120 exhibits the lowest average negative force (-0.77 mN) at w = 1.5 Hz.
The force at the same w is lower for C90 and C150 swimmers (C90: -0.37 mN, C150: -0.19 mN).
At w = 6.0 Hz, C120 has an average positive force of 1.42 mN, while the positive force values
at 6.0 Hz are higher for C90 (1.80 mN) and C150 (1.60 mN). The previous observations indicate
that bidirectional propulsion of swimmers with circular arc profiles can be enabled by adjusting
swimmer curvature and actuation frequency.

Moreover, the existence of bidirectionality only beyond a threshold curvature (= 90° in our tests)
agrees with the experimental observations of Mohanty et al. [20], who found that arc-shaped
microswimmers driven by precessing magnetic fields require a minimum intrinsic curvature
to produce propulsion reversal. Both their magnetic-actuation results and our mechanically
actuated swimmers indicate that curvature not only breaks fore—aft symmetry but also tunes the
relative weight of elastic and viscous timescales that determine the sign of propulsion.

Finally, our findings suggest that intrinsic curvature modulates both the magnitude and the
direction of propulsion, with an optimal curvature range (kc = 2 — 2.5) where hydrodynamic and
elastic effects balance to yield bidirectionality, consistent with theoretical predictions [19],[25]
and experimental demonstrations. [18]

Effect of the actuation amplitude on propulsive force

To examine the effect of oscillation amplitude on propulsive force magnitude and direction,
experiments were performed at B = 0.10, 0.25, and 0.45. Studying the effect of oscillation
amplitude on propulsive force is desirable because higher amplitudes have been shown in prior
literature to enhance the propulsion force and locomotion[19]-[25] In each experiment, “b” was
modified in the experimental setup (details in Figure 1D) to enable tests at B = 0.10, 0.25, and
0.45. Swimmers with S, C90, and N1 profiles and identical dimensions (L = 22 mm, h = 5 mm, t
= 0.5 mm) were actuated in two trials in a frequency range between 1.5 Hz and 8.5 Hz.

First, we analyze the time-averaged propulsive force as a function of the actuation frequency
for S, C90, and N1 swimmers (Figure 4B). The experiment results reveal that the magnitude of
propulsive force increases with increasing B, suggesting that the force response of swimmers
can be improved by increasing actuation amplitude. Indeed, results in Figure 4C demonstrate
that the propulsive force scales with 32, as shown in several other studies.[19]-[25]

Pak and Lauga [29] analytically demonstrated that for small-amplitude periodic deformations,
the leading-order propulsion speed scales with the square of the actuation amplitude, as
a consequence of the nonlinear coupling between shape and flow field required to break
time-reversible motion at low Reynolds number. Similarly, Gazzola et al. [30] used direct
numerical simulations to show that increasing the nondimensional actuation amplitude leads
to a quadratic increase in both propulsive force and swimming efficiency, up to a saturation
regime where large-amplitude effects become significant. Experimental work by Qiu et al. [1]
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on magnetically actuated flexible microswimmers confirmed that the time-averaged propulsive
thrust is proportional to 3° over a broad range of actuation frequencies, thus validating this
scaling law experimentally. The N1-22 data in Figure 4C iii indicate that the frequencies at which
bidirectionality occurs can differ depending on B. For example, N1-22 exhibits bidirectionality
at approximately 6.0 Hz at B = 0.25, and data suggest that bidirectionality could occur at
approximately 7.0 Hz at 3 = 0.45.

The C90-22 data, on the other hand, show bidirectionality at the same approximate {(w) (3.0 Hz),
suggesting that the bidirectionality frequency of swimmers with circular arc profiles could be
unaffected by actuation amplitude, though further studies are needed to verify this hypothesis.
We also note that the B = 0.1 tests exhibited larger standard deviations which are likely due to
the relatively lower signal-to-noise ratio from the small propulsive forces at 3 = 0.1. The relatively
lower forces and higher amount of error in B = 0.1 complicate data interpretation and suggest
that low oscillation amplitudes could negatively affect swimmer performance in practice.

Figure 4D shows instantaneous profiles for each swimmer at each . Overall, we observe that the
swimmers exhibit higher deformation at higher 3, resulting in greater propulsive force. Further
work is needed to understand the relationship between instantaneous profiles and propulsive
force. We anticipate that a greater understanding of the relationship between instantaneous
profile and force could yield additional insights for further enhancing bidirectional propulsion.
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Figure 2. Effect of swimmer profile on frequency-dependent propulsive force. (A) Three-dimensional illustrations
of swimmers with straight “S” (i), circular arc “C90” (ii), and cosine “N1” (iii) profiles and the same contour length
(L = 22 mm), height (h = 5 mm), and thickness (t = 0.5 mm). Inset in (Ai) shows a top view of transverse actuation
(blue arrows), which causes the swimmer to flex and generate a propulsive force (Fp, red arrows). (B) Frequency-
dependent time-averaged propulsive force (Fp) of swimmers shown in (A). Comparison between swimmers shows
the effect of intrinsic curvature (k) on the direction and magnitude of the propulsive force at low Re. Bidirectional
propulsion can be achieved by the N1 and C90 swimmers by modulating (w). (C) Instantaneous swimmer profiles
showing deformation in one cycle of tests indicated by black arrows in (B). Black and gray profiles show the
deformation in an upward and downward stroke, respectively. Red arrows are scaled to represent the force
magnitude and direction, and blue arrows indicate the transverse actuation direction. Text labels report (Fp) and ().
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Figure 3. Effect of circular arc curvature on bidirectionality. (A) Frequency-dependent propulsive force as a function
of curvature angle for C swimmers with L = 22 mm, h = 5 mm, and t = 0.5 mm. Swimmers were oscillated at three
actuation frequencies, with 3 = 0.25. Error bars show the standard deviation within each experimental trial. Inset
shows the swimmers exhibiting bidirectional propulsion. Labels above plot report the nondimensional curvature
( K¢ ) for each swimmer. (B-C) Top and isometric views of each swimmer with transverse actuation (blue arrows)
and positive direction of propulsive force (red arrows) indicated on the “C0O” swimmer which has a straight profile.
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Figure 4. Effect of oscillation amplitude on propulsive force. (A) Three-dimensional illustrations of swimmers
with S (i), C90 (i), and N1(iii) profiles and L = 22 mm. (B) (Fp) for swimmers actuated at three scaled oscillation
amplitudes (B = 0.1, 0.25, and 0.45). (C) (Fp) data from (B) scaled by B2 (D) Instantaneous profiles during one

cycle at low frequency for each 3, with red arrows scaled to denote the force magnitude and direction. Black

lines indicate the profile at the bounds of the oscillation. Text labels report (Fp) and (w) for the drawn profiles.

Conclusions

The ability to control microswimmers in the low-Reynolds-number regime opens new frontiers
in biomedical engineering, enabling access to previously unreachable regions within the
human body for applications such as targeted drug delivery, minimally invasive microsurgery,
and localized diagnostics. However, conventional flexible oar microswimmers typically
exhibit unidirectional propulsion, limiting their navigation capabilities in confined or complex
environments.

In this study, we experimentally demonstrated a class of intrinsically curved flexible oar
microswimmers capable of bidirectional propulsion at low Reynolds numbers. The combined
results from Figures 2—4 revealed that the propulsion direction and magnitude are governed
by the interplay between geometry, actuation frequency, and oscillation amplitude. Introducing
intrinsic curvature enables swimmers to achieve positive, negative, and frequency-dependent
propulsion, allowing directional reversal without reorientation—a key advantage for operation in
microvasculature or tissue channels where turning is infeasible. Moreover, the propulsive force
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was shown to scale with the square of the actuation amplitude (%), consistent with theoretical
[29], numerical [30], and experimental [1] studies, confirming that nonlinear coupling between
deformation and viscous stresses governs locomotion at low Re.

Despite these promising findings, some experimental limitations should be acknowledged.
The experiments were performed in simplified laboratory fluids that do not fully capture the
viscoelastic or heterogeneous properties of biological media. The force sensitivity at small
oscillation amplitudes (B = 0.1) introduced higher uncertainty in measurements, and potential
boundary effects from the tank walls may have influenced the local hydrodynamics. Furthermore,
the planar actuation constraint restricted investigation of three-dimensional swimming behaviors
that may emerge in free or helical motion. Addressing these limitations will require future studies
with improved force resolution, reduced boundary interference, and actuation schemes capable
of exploring fully 3D kinematics.

The demonstrated bidirectional propulsion mechanism has important real-world implications.
Microswimmers with reversible motion could enhance next-generation microrobotic systems
for targeted therapy, minimally invasive surgery, and precision diagnostics. Prior research
has established the feasibility of microrobotic propulsion for biomedical use—ranging from
biomimetic surgical micro-robots [3], sperm-driven and flagellar microrobots [5], [6], and artificial
bacterial flagella for single-cell drug delivery [7], to magnetically guided microrobots for targeted
delivery and imaging [8], [9]. Integrating the intrinsic-curvature design with magnetic or acoustic
actuation could enable controllable, reversible motion in complex fluidic or biological networks,
improving navigation efficiency and reducing the need for external mechanical reorientation.

Ultimately, the introduction of intrinsic curvature as a mechanism for bidirectional propulsion
marks a step toward a new class of adaptive microswimmers capable of intelligent navigation
in complex microenvironments. Future research should bridge the gap between fundamental
mechanics and clinical translation by (i) testing swimmer performance in biologically relevant
fluids, (ii) integrating autonomous control via external fields or onboard sensing, and (iii)
exploring collective behaviors for swarm-based transport. These advances could lead to
functional microrobots capable of operating within living systems—realizing the long-standing
vision of controllable, minimally invasive microscale machines for precision medicine.
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Resumen

Este articulo examina la capacidad de respuesta del sistema de Costa Rica y la cuantificacion
de impacto ante emergencias, analizando datos histéricos de declaratorias de emergencia
entre 2005 y 2023. Se utilizan las bases de datos abiertas de la CNE para valorar y comparar
los eventos de emergencia, cuantia de pérdidas, sectores afectados y los patrones asociados
a los eventos con declaratoria de emergencia. Se identificaron un total de 38 declaratorias
de emergencia emitidas durante el periodo analizado, con un predominio notable de eventos
hidrometeoroldgicos (68%). Este tipo de emergencias no solo es la méas frecuente, sino que
también ha sido responsable de las mayores pérdidas econdmicas, representando un 5,4% del
Producto Interno Bruto (PIB) promedio del pais. Se cuantifican las pérdidas econdmicas, con
un total de ¢2.341 miles de millones, siendo el sector de carreteras y puentes el mas afectado
(33% del total de pérdidas), mientras que en términos geograficos, las regiones del Pacifico y
Zona Norte son sobre las que se han emitido el mayor nimero de declaratorias, 10 que resalta
su vulnerabilidad ante estos eventos. Se hace hincapié en la necesidad de contar con un
sistema robusto de gestion de emergencias que no solo responda eficazmente a crisis, sino
que también permita una mejor planificacion y asignacion de recursos. Este enfoque se vuelve
crucial para aumentar la resiliencia de la infraestructura y mitigar el impacto econémico sobre
la poblacion, donde las pérdidas anuales pueden oscilar entre el 7% y el 20% con respecto al
PIB destinado a sectores clave como educacion y salud.

Keywords
Emergency events; losses; indicators; Costa Rica.

Abstract

This article examines Costa Rica’s response capacity and impact quantification in emergencies,
analyzing historical data on emergency declarations from 2005 to 2023. Open databases from
the National Emergency Commission (CNE) are used to assess and compare emergency events,
the extent of losses, affected sectors, and patterns associated with declared emergencies. A
total of 38 emergency declarations were identified during the analyzed period, with a notable
predominance of hydrometeorological events (68%). This type of emergency is not only the
most frequent but also responsible for the largest economic losses, representing 5.4% of
the country’s average Gross Domestic Product (GDP). Economic losses were quantified at
¢2.341 billion, with the road and bridge sector being the most affected (33% of total losses).
Geographically, the Pacific and Northern regions had the highest number of declarations,
highlighting their vulnerability to these events. The article emphasizes the need for a robust
emergency management system that not only responds effectively to crises but also enables
better planning and resource allocation. This approach is crucial to increasing infrastructure
resilience and mitigating the economic impact on the population, where annual losses can range
from 7% to 20% of the GDP allocated to key sectors such as education and health.
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Introduccién

En los ultimos afios, Costa Rica ha enfrentado una serie de desafios marcados por diversos
eventos de emergencia que han puesto a prueba la capacidad de respuesta, planificacion
y resiliencia del pais. Debido a su geografia, el pais es propenso a eventos de naturaleza
hidrometeorologica, sismica, actividad volcanica y deslizamientos. Estos incidentes han
generado un impacto en la poblacién afectada, causando dafios en infraestructura v,
lamentablemente en algunos casos, resultando en la pérdida de vidas humanas.

El presente articulo tiene como finalidad analizar las pérdidas, personas afectadas y los
patrones o indicadores asociados a aquellos eventos en los que se emitid una declaratoria
de emergencia para hacer frente a la situacion. A través de un analisis de datos, es posible
determinar cuéales eventos han conllevado mayores costos y cual sector ha requerido la
inversion mas significativa. El analisis presentado tiene como propdsito facilitar el desarrollo de
estrategias de prevencion y de asignacion de recursos, basandose en la experiencia adquirida
a lo largo de los acontecimientos ocurridos en el pais en los Ultimos afos.

Antecedentes

La Comision Nacional de Prevencion de Riesgos y Atencion de Emergencias (CNE) ha
mantenido un registro histérico sobre eventos de origen natural y antropico en el pais desde el
afio 1723, segun lo detallan Vallejos et al. en compendios publicados en el afio 2012 [1] y en
2017 [2].. Estos registros histéricos tienen como papel proporcionar una caracterizacion de los
eventos, incluyendo su magnitud, los lugares afectados y su impacto correspondiente.

En relacion con algunos de los eventos mas recientes y en consonancia con la politica de
transparencia de la CNE, la institucion dispone de un resumen de dafios y pérdidas desglosado
por afo, tipo de evento, tipologia de sector y cantdn, abarcando el periodo desde 2005 hasta
2023.

Adicionalmente, es importante destacar que el tema de la gestion de riesgo y la respuesta
a emergencias tradicionalmente ha sido abordado a través de un enfoque centrado en la
vulnerabilidad de las zonas bajo amenaza o mediante el analisis de casos especificos de estudio.
No obstante, en 2022, se publicé una investigacion de base para el Informe Estado de la Nacion
en Desarrollo Humano Sostenible, realizada por Orozco-Montoya y Brenes-Maykall [3], quienes
examinaron una serie de situaciones de emergencia y su correlacion con el desarrollo humano
durante el transcurso de 2021 y el inicio de 2022. Ademas, en ese mismo afo se publicod un
articulo elaborado por Orozco et al. [4] el cual caracteriza tendencias y comportamientos de
desastres en Costa Rica a partir de la base de datos Deslventar. Es relevante destacar que
esta investigacion constituye uno de los antecedentes mas afines al analisis que se detalla en
el presente articulo.

Tanto Costa Rica, como la region de Centroamérica comparten una realidad: la recurrencia de
eventos naturales que ponen a prueba la resiliencia de sus poblaciones. Terremotos, huracanes,
erupciones volcanicas y deslizamientos de tierra son fendmenos que azotan con frecuencia la
region, causando pérdidas humanas, econdmicas y sociales significativas [5]. La infraestructura
publica y privada sufre dafios considerables, o que paraliza actividades econdmicas, afecta la
calidad de vida de los habitantes y genera una carga financiera importante para los gobiernos.
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Marco tebérico

el articulo 4 de la Ley Nacional de Emergencias y Prevencion de Riesgos N°8488 [6], define la
gestion de riesgo como un proceso en el cual se revierten las condiciones de vulnerabilidad de
la poblacion, infraestructura y actividades productivas. Este modelo integra criterios eficaces de
prevencion y mitigacion de desastres en la planificacion territorial y socioeconémica, asi como
en las fases de preparacion, atencion y recuperacion ante situaciones de emergencia.

Dentro de este contexto, la misma ley define una emergencia como una situacion de crisis
generada por un desastre, que requiere de acciones inmediatas para proteger vidas, bienes
y prevenir el sufrimiento humano. Debido a lo anterior, en Costa Rica se crea la CNE (Ley
N°8488), como entidad rectora en lo que se refiere a atencién de riesgos y a los preparativos
para atender situaciones de emergencia.

Para atender estas necesidades urgentes e imprevistas, el Poder Ejecutivo tiene la potestad
extraordinaria de declarar estado de emergencia, lo cual permite, mediante un régimen de
excepcion, otorgar fondos o variar el destino de recursos publicos para la atencion de estos
eventos, con mecanismos agiles y excepcionales. Por otra parte, el pais cuenta también con
una Politica de Gestién del Riesgo [7] que, junto con el Plan de Gestion del Riesgo, constituyen
un marco de orientacion, a nivel estratégico, que contribuye a enfrentar los retos propios de un
pais que esta expuesto a las amenazas naturales.

Algunos estudios internacionales, como la Campafa de Ciudades Resilientes de Naciones
Unidas, plantea que los desastres: “no son el resultado de la manifestacion de las amenazas,
sino de las condiciones de vulnerabilidad por condiciones e intervenciones de los sectores
sociales en términos econémicos, culturales, sociales, educativos, técnicos y ambientales” [8].
De acuerdo con esta vision, se busca superar una vision reactiva de la atencion de la emergencia,
para adoptar una vision proactiva de prevencion y gestion del riesgo por desastres, a través
de politicas publicas. La CNE no s6lo busca tener una participacion de primera respuesta a
los hechos consumados de las emergencias, sino que también pretende promover una politica
proactiva de gestion de riesgo como eje transversal de los programas de las instituciones del
estado costarricense. Para ello, segun explica Mesén [9], se ha trabajado en conjunto con el
MEP para desarrollar programas educativos en el tema de la gestion del riesgo en desastres.

La normativa y politicas de la CNE permiten estructurar un sistema de instituciones, y de
gobiernos locales, que se organizan para atender las materias de prevencion y de la atencion
de emergencias, y es precisamente durante un evento, que genere una alerta de cierto nivel de
seriedad para la poblacién (alerta segun color), o una emergencia nacional, que estas instancias
se activan y despliegan su capacidad de evaluacion de dafios. La ley de Emergencias instruye
a todas las instancias que colaboran la CNE, a llevar a cabo esfuerzos, fuera de sus operaciones
habituales, y a que ejecuten levantamientos y evaluaciones de dano, durante la Emergencia.
A través de estos informes de evaluacion y cuantificacion de dafios, es que la CNE es capaz
de contar con estimaciones econémicas de dafos y sus ubicaciones geograficas, en el plazo
que establece la ley, para finalmente elaborar un documento llamado “Plan de la emergencia”.

Metodologia

Para el desarrollo del presente articulo se empled una metodologia dividida en distintas fases,
las cuales se describen a continuacion:

En primera instancia se llevé a cabo una revision de politicas y normativas referentes a gestion
de riesgo y atencion de emergencias, para asi conocer la injerencia de distintos actores en el
proceso y posibles fuentes de informacion para el andlisis.
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Posteriormente, se procedié con la recopilacion de informacion y revision de decretos de
emergencia para conocer los detalles de los eventos ocurridos y la forma en que se cuantificaron
los dafios. El compendio de la informacion presentada en dichos decretos se consultd en la
base de datos abiertos de la CNE, que fue el insumo principal para el anélisis de este articulo.
Dicha base de datos posee una interfaz grafica que permite visualizar la informacién disponible
y filtrar los datos segun se requiera, con lo cual fue posible generar extracciones de informacion
a la medida de la investigacion. Asi, se obtuvo la informacion para los distintos parametros de
interés de este articulo, los cuales fueron: cantidad de declaratorias de emergencia por afio,
categoria de evento y region geografica, ademas de las pérdidas por sectores.

Por ultimo, se proceso la informacion extraida y para complementar el andlisis se realizd el
calculo de razones e indicadores, y se elaboraron figuras o0 mapas para visualizar espacialmente
los parametros de caréacter geografico de interés.

Dentro de las limitaciones para el desarrollo del presente articulo es que no se pudo tener
acceso a los planes de emergencia de la totalidad de eventos registrados en el periodo de
analisis para revisar a mayor profundidad las acciones tomadas en cada caso. Adicionalmente,
el presente andlisis no cuantifica todos aquellos eventos que no llegaron a requerir una
declaratoria de emergencia.

Por otra parte, la cantidad de afios de analisis estuvo limitada por la informacién disponible en la
base de datos abiertos de la CNE la cual registra las declaratorias de emergencia a partir del afo
2005. Al no contar con una serie historica mas amplia, el alcance del andlisis se ve restringido,
puesto que, disponer de datos de un periodo mayor permitiria realizar interpretaciones e
identificar tendencias con mayor precision sobre la ocurrencia de emergencias en el pals.

Resultados, andlisis y discusion

A partir de la revision de la serie de estadisticas y registros de la Comision Nacional de
Emergencias, durante el periodo comprendido de 2005 a 2023 [10], se determin6 que en total
se emitieron 38 declaratorias de emergencia, de las cuales 7 todavia estan vigentes a fecha del
mes de marzo de 2025. De este total, se tienen los siguientes resultados:

Cantidad de declaratorias de emergencia

Por afo, se emitio un promedio de 2,00 declaratorias de emergencia, siendo el afno 2005 el
de mayor numero con un total de 6, mientras que en los afios 2011, 2013 y 2018, no se emitio
ninguna declaratoria. El gréfico de la Figura 1 muestra la cantidad de declaratorias por afio para
el periodo analizado.
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Figura 1. Gréafico de cantidad de declaratorias de emergencia por afio.
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Si se diferencia por categoria, predominan notoriamente las declaratorias de emergencia
provocadas por eventos de tipo hidrometeoroldgico, siendo un total de 26 declaratorias, lo cual
porcentualmente representa un 68% del total emitidas en el periodo de anélisis, incluyendo
situaciones provocadas por precipitaciones intensas, fuertes vientos o sequias principalmente.
Mientras que, en segundo lugar, destacan eventos de tipo biolégico, con 4 declaratorias (11%
del total), vinculadas a situaciones provocadas por el dengue o la pandemia del COVID-19.

En el grafico de la Figura 2 se puede observar con mayor detalle, la distribucion porcentual por
cada categoria de evento.
Declaratorias de emergencia por categoria de evento (Afos 2005-2023)
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Figura 2. Gréfico de declaratorias de emergencia por categoria de evento.

Frecuencia y periodo de retorno de los eventos

La frecuencia de ocurrencia de un evento es un parametro de interés que se puede obtener a
partir de la cantidad de declaratorias de emergencia emitidas. En este caso, el analisis realizado
considera un plazo de 18 anos que va desde 2005 a 2023. Asi, en el cuadro 1 se muestra los
resultados obtenidos con la informacion del periodo de anélisis por categoria de evento en la
cual se detalla la frecuencia y el periodo de retorno en el que sucede cada tipo de evento.

Cuadro 1. Frecuencia y periodo de retorno por categoria de evento.

Hidrometeoroldgico 26 1,44 0,69
Geologico 2 0,11 9,00
Bioldgico 4 0,22 4,50
Antropogénico 2 0,11 9,00
Antrépico 3 0,17 6,00
Tecnologico 1 0,06 18,00

Segun los resultados del cuadro 1 se aprecia que los eventos que se repiten con mayor
frecuencia son los de tipo hidrometeoroldégico para los cuéles se emite al menos una
declaratoria de emergencia por afio. Estos eventos compuestos por tormentas y huracanes
son los fendmenos atmosféricos que mas dafios causan a Costa Rica, segun el IMN [11], ya
sea por inundaciones severas, derrumbes o deslizamientos. Los huracanes que se forman en
el mar Caribe llegan a afectar frecuentemente el litoral del Pacifico costarricense, debido a los
patrones de circulacion de vientos y del movimiento de la zona de convergencia intertropical
existente en el pais.
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En segundo lugar, los eventos de tipo bioldgico, los cuales se repiten aproximadamente cada
4,50 anos.

Por otra parte, los eventos de tipo tecnoldgico son los que se han presentado en menor
cantidad de ocasiones ya que solo se ha registrado un evento a lo largo de todo el periodo de
analisis. Sin embargo, es importante considerar que, dado el auge en los avances tecnolégicos
y el aumento de dependencia sobre la misma, no se puede descartar que la frecuencia de
ocurrencia de este tipo de eventos aumente en el futuro.

Pérdidas por sectores

En cuanto a los principales sectores afectados, la serie de datos propone 30 tipologias de
sectores distintos; sin embargo, para efectos de este articulo se decidié combinar tipologias
similares para asi reducir la cantidad a 14 sectores. En total se estima un total de ¢ 2 341 miles
de millones en pérdidas, de las cuéles, la mayor cantidad de recursos se destind en atender
carreteras y puentes, lo cual representd aproximadamente un 33% del total del presupuesto
destinado a la atencion de las emergencias. Seguido por atencion de rios, alcantarillas y obras
correctivas con un 19%, y en tercer lugar asistencia social con un 11%.

En el cuadro 2 se resumen la cantidad de millones de colones invertidos por sector.

Cuadro 2. Resumen de pérdidas por sectores.

Sector Pérgidas (en
millones)
Carreteras y puentes ¢ 765 281,78
Rios, algiprféltlil\?;y obras ¢ 449 033,36
Asistencia social ¢ 250 528,73
Sistemas eléctricos y de energia ¢ 207 283,05
Agropecuario y sistemas de riego ¢ 193 544,52
Vivienda ¢ 155 818,36
Sistemas de agua y ambiente ¢ 103 836,84
Edmmosepdlijkz:l;i?/SoZ centros ¢ 74 426,01
Salud, higiene y proteccion ¢ 62 422,15
operaciones de ermergonoin ¢ 2571588
Actividad productiva y empresarial ¢ 22 514,07
Tecnoldgico e infocomunicaciones ¢ 16 774,24
Ferrovias y aerédromos ¢ 12 551,07
Obras diversas y personal ¢ 1 897,56

Ademas, como dato de interés, se pudo estimar que las pérdidas anuales reportadas en el
sector vivienda alcanzan un valor equivalente de 5% a un 15% del presupuesto anual del
BANHVI (ente financiador de proyectos de vivienda) durante los afios de estudio. Este dato es
importante porgue pone en perspectiva la magnitud del impacto respecto a la inversion social
que lleva el pais cada afo.
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Afectacidn por regiones y cantones

Al extraer la informacion de declaratorias de emergencia por cantdn, es posible visualizar
graficamente los resultados segun el mapa de calor de la Figura 3.
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Figura 3. Mapa de cantidad de declaratorias de emergencia por cantén.

A partir de la distribucion geogréfica del pais y segun lo mostrado en la Figura 3, la mayor
cantidad de declaratorias de emergencia se han emitido para cantones de la region Pacifico
Norte, especificamente 16 declaratorias en el cantén de Puntarenas y 15 en los cantones de
Bagaces, Santa Cruz y Nicoya. Por otra parte, se resaltan puntos de interés en la regién Brunca,
especificamente en los cantones de Corredores y Pérez Zeledén, en los cuéles también se
emitieron 15 declaratorias de emergencia y sobresale también en la Region Huetar Norte el
cantén de Sarapiqui con esta misma cantidad de declaratorias.

En contraparte, los cantones donde menor cantidad de declaratorias de emergencia se
emitieron (3 0 menos) se ubican en la region Central del pais, especificamente en el sector
de Heredia y cantones del norte y este de la provincia de San José. Es importante aclarar,
gue no se contabilizan declaratorias de emergencia en los cantones de Monteverde y Puerto
Jiménez, dado que estos fueron creados en periodos posteriores al estudio. Previamente estos
correspondian a distritos de los cantones de Puntarenas y Golfito, respectivamente.

Si se analiza la distribucion geografica por categoria de evento, se obtienen los mapas
mostrados en la Figura 4 para eventos hidrometeoroldgicos (lado izquierdo) y para eventos
geolégicos (lado derecho). Resultan de particular interés este tipo de eventos por la incidencia
que tienen a nivel de dafios en edificaciones e infraestructura.
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Segun se muestra en la Figura 4, la vertiente Pacifica es sobre la que mayor cantidad de
declaratorias de emergencia se han emitido. Particularmente destacan los cantones que
conforman la Peninsula de Nicoya; la zona de Puntarenas y el Pacifico Central; Pérez Zeledén y
Corredores en la Region Brunca; San Carlos, Upala y Guatuso en la Region Huetar Norte; y los
cantones de Aserri y Desamparados en la Region Central del pais.
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Figura 4. Cantidad de declaratorias de emergencia por eventos hidrometeorolégicos y geologicos.

Por otra parte, al analizar los datos sobre eventos geologicos, se aprecia que estos son menos
comunes, sin embargo, la mayor cantidad de declaratorias de emergencia en estos casos se
concentra en la Region Occidental del Valle Central, particularmente los cantones de Zarcero,
Sarchi, Grecia y Poas, los cuales se vieron afectados por los eventos sismicos de Cinchona
en el ano 2009 y Samara en el afno 2012. Resalta también el cantén de Sarapiqui y algunos
cantones de la provincia de Guanacaste, Alajuela y Heredia.

Pérdidas con respecto al PIB y otros indicadores

Otra manera de dimensionar el impacto que generan las pérdidas producto de la atencion de
las emergencias es mediante la comparacion con el Producto Interno Bruto (PIB) del pais.

A partir de datos publicados en el compendio de datos estadisticos del Programa Estado de la
Nacion [12], se determind que el PIB Promedio real para el periodo de analisis 2005-2023 fue
de 30 606 miles de millones de colones. Con este insumo, si se compara el total de pérdidas
por categoria de evento en relacion con el PIB Promedio, se logra determinar que para atender
los eventos hidrometeoroldgicos se ha destinado un total del 5,4% del PIB Promedio, seguido
por eventos de tipo bioldgico y geoldgico con un 1,1% del PIB Promedio cada uno. El cuadro 3
resume los resultados obtenidos por cada categoria de evento.

Cuadro 3. Pérdidas totales por categoria de evento en relacion con el PIB Promedio (periodo 2005-2023).

Hidrometeoroldgico ¢ 1638,35 5,35%
Biologico ¢ 336,07 1,10%
Geologico ¢ 330,77 1,08%

Tecnolégico ¢ 16,51 0,05%
Antropogénico ¢ 14,90 0,05%
Antrépico ¢ 3,73 0,01%
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Si se analiza las pérdidas por afio en comparacion con el valor del PIB real de cada afio se
obtuvo los resultados mostrados en el grafico de la Figura 5. Se aprecia que el periodo 2020
fue aquel en que las pérdidas representaron los porcentajes mas altos del PIB de dicho afio,
seguido por el periodo 2009 y 2017. Cada uno resalta por ser afios en 10s que se presentaron
eventos de emergencia bastante significativos, como lo fue la pandemia de COVID-19 en el
afno 2020, el terremoto de Cinchona en 2009 y la tormenta Nate en 2017. Por otra parte, en
2011, 2013 y 2018 no se emitieron decretos de emergencia, por 10 que no se tiene un registro
de pérdidas.

Porcentaje de pérdidas con respecto al PIB anual
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Figura 5. Gréfico de porcentaje de pérdidas respecto al PIB anual.

Para determinar el impacto sobre la poblacion, se tomd en cuenta el valor de las pérdidas
con respecto a la cantidad de habitantes del pais por cada afio. El comportamiento anual es
similar al mostrado en la Figura 6, con un valor maximo obtenido en el afno 2020, seguidos por
los periodos 2009 y 2017, y con un registro de tres anos sin pérdidas correspondientes a los
periodos 2011, 2013 y 2018. Para resumir los resultados, en los siguientes recuadros se indican
el valor minimo de pérdidas por habitante, el valor promedio y el valor maximo en el periodo de
analisis.

Valor minimo Valor promedio Valor maximo
¢ 2 599,21 ¢ 30 449,32 ¢ 91 051,92

Al segregar por tipo de evento, se estimo el promedio anual de pérdidas en el periodo de
analisis. Asi, se obtuvo que los eventos de tipo geoldgicos fueron los que en promedio generaron
la mayor cantidad de pérdidas con un total de 165 383,50 millones de colones, seguidos por los
eventos hidrometeorologicos con un valor promedio anual de 117 025,00 millones de colones.
En contraparte, los eventos antropicos fueron los menos costosos, generando pérdidas
promedio anuales de 1 863,50 millones de colones. El cuadro 4 muestra los valores para cada
categoria o tipo de evento.

Cuadro 4. Pérdidas promedio anuales por categoria de evento (periodo 2005-2023).

Categoria de evento Pérdidas (millones)
Geologico ¢ 165 383,50
Hidrometeorologico ¢ 117 025,00
Bioldgico ¢ 112 024,00
Tecnoldgico ¢ 16 508,00
Antropogénico ¢ 14 900,00
Antrépico ¢ 1 863,50
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Como ultimos puntos de comparacion, se calculd la relacion entre el porcentaje de pérdidas
por afio y el porcentaje del PIB anual destinado a Educacion, Salud y Vivienda. De esta manera
se logra definir una referencia de cuanto representaron las pérdidas por atencion de eventos
de emergencia en funciéon de estos parametros. Los resultados se muestran en los siguientes
recuadros:

Porcentaje en términos
de PIB destinado a

Porcentaje en términos Porcentaje en términos
de PIB destinado a de PIB destinado a

EDUCACION

6,7 %

SALUD VIVIENDA

7,0 % 20,5 %

Se aprecia que, en términos de Salud y Educacion, el porcentaje de pérdidas es bastante
similar, cercano al 7%. Mientras que, en términos de Vivienda, esta relacion es mayor, con un
valor de 20,5%.

Personas afectadas

El gréfico de la Figura 6 muestra la cantidad estimada de personas afectadas para distintos
eventos hidrometeorolégicos y geoldgicos, considerando la informacion disponible en los
Planes Generales de la Emergencia. Las cifras son aproximadas e incluye a personas afectadas
de forma directa, indirecta, albergados, movilizados, fallecidos y heridos.
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Figura 6. Estimacion de personas afectadas por evento.
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A partir de los resultados del gréfico anterior se observa que, aunque los eventos geoldgicos
como los terremotos de Cinchona y Sdmara son menos frecuentes, han generado las mayores
cifras de personas afectadas, superando ambos los 100 000 afectados debido a dafios en
viviendas y la interrupcion de servicios publicos. En contraste, los eventos hidrometeorologicos
tienden a tener un menor impacto, con menos de 20 000 personas afectadas por evento en la
mayoria de los casos, salvo excepciones notables como el Huracan Eta en 2020, que registrd
la cifra mas alta de personas afectadas y el Huracan Toméas en 2010. Esta diferencia sugiere
que, si bien los eventos geoldgicos son menos recurrentes, su capacidad destructiva sobre
infraestructura y asentamientos humanos ha sido significativamente mayor en el pais.

Comparacion con paises vecinos

Se llevd a cabo un andlisis comparativo con la region, para lo que se utilizd la informacion
provista por el Programa Estado de la Nacion (PEN) en su estudio llamado Informe Estado de
la Region 2021 [13], que permitid tener acceso a un andlisis de los eventos de emergencia en
Centroamérica. La informacién que sustenta gran parte de este estudio proviene de la Base de
Datos Deslnventar, un sistema de gestion de informacion de desastres construido por la Oficina
de las Naciones Unidas para la Reduccion del Riesgo de Desastres (UNDRR). Al integrar y
contrastar los hallazgos con los datos regionales obtenidos por el PEN de esta fuente, se busca
ofrecer una perspectiva sobre tendencias en las tipologias de los desastres.

Precipitacion anual, segun pais
(milimetros anuales acumulados)
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Figura 7. Precipitacion anual por pais [13].

La Figura 8 es un comparativo sobre los niveles promedio de precipitaciones anuales con
una marcada diferencia regional. Costa Rica destaca al registrar las mayores precipitaciones
de la regioén, superando a su seguidor, Panama, en aproximadamente 300 milimetros (mm).
Esta alta incidencia de lluvias es congruente con la predominancia de alertas y emergencias
hidrometeoroldgicas en el pais.
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Cantidad de desastres registrados en DesInventar, segtin pais y tipo. 1950 - 2020

Tipo de evento

Pais Inundacion Deslizamiento Sequia Terremoto Aluvién Erupcién volcanica Tornado Total

Costa Rica 8.699 3901 439 374 251 45 1 13710
El Salvador 2192 1162 195 608 177 148 1 4.483
Honduras 2.655 679 700 209 40 1 ] 4.290
Guatemala 1.554 1.627 26 239 361 68 3 3878
Panama 1903 625 15 72 1 9 2625
Nicaragua 467 47 112 14 83 8 28 759
Repliblica Dominicana 464 34 160 16 12 0 0 686
Belice 29 0 0 1 0 1 0 Xl
Total 17963 8.075 1.647 1.533 925 271 48 30.462

Figura 8. Desastres registrados por pais y por tipo [13].

Al analizar la cantidad de desastres registrados en la region, segun Figura 9, la base de datos
Deslnventar evidencia que Costa Rica reporta una cantidad significativamente mayor, llegando
a triplicar la cifra de los demas paises. Esta disparidad podria interpretarse como el resultado de
un sistema de deteccion y reporte robusto en Costa Rica, basado en una legislacion que obliga
a diversas instituciones, nacionales y locales, a realizar levantamientos de datos y a reportarlos
en periodos definidos. No obstante, al analizar las tendencias regionales, se confirma que los
eventos hidrometeoroldégicos son los mayoritarios en toda Centroamérica. Al igual que en Costa
Rica, estos eventos alcanzan y superan el 50% del total de todos los sucesos de emergencia
reportados.

Finalmente, al profundizar en la tipologia de desastres mas frecuentes, la Figura 9 del analisis
ilustra un patron regional consistente. Las inundaciones, los deslizamientos, las sequias y los
terremotos se posicionan, en ese orden, como los cuatro tipos de eventos de emergencia mas
reportados en la region, con muy pocas excepciones.

Distribucion de los desastres registrados en DesInventar
para Centroamérica y Republica Dominicana, segun tipo de
evento®.1950-2020

59%
27%
T e i

Inundacién  Deslizamiento Sequia Terremoto Avalancha Erupcidn
volcanica

a/ Se excluyen tornados y aluviones, con porcentajes menores al 1% en cada caso.

Figura 9. Distribucion porcentual de los desastres por tipo, en la region [13].
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Los patrones uniformes que se extraen de estas graficas permiten pensar que, mas alla de la
variabilidad en la capacidad de registro y precipitacion, la amenaza sismica y la combinacion
de eventos hidrometeoroldégicos y geolégicos menores (como deslizamientos) representan un
desafio recurrente y estructural para la gestion del riesgo de desastres en Centroamérica vy el
comportamiento de Costa Rica no difiere de ese patron.

Conclusiones

En conclusion, el analisis realizado evidencia la importancia de contar con un sistema de
gestion y atencién de emergencias robusto, que no solo permita atender de manera eficaz las
situaciones criticas, sino que también facilite la recopilacion y analisis de datos para la toma de
decisiones informadas. Durante el periodo analizado, se registraron un total de 38 declaratorias
de emergencia, de las cuales 26 estaban relacionadas con eventos hidrometeorologicos, con
una frecuencia promedio de 1,44 declaratorias por afo, siendo este el tipo de evento mas
frecuente y que representd las mayores pérdidas econémicas. Aunque, en promedio, los
eventos geoldgicos presentaron las mayores pérdidas econémicas por evento individual.

La infraestructura fue el sector méas afectado, destinandose la mayor cantidad de recursos
a la reparacion de carreteras, puentes, rios, alcantarillas y obras correctivas. Esta situacion
subraya la necesidad de ajustar los parametros de disefio de infraestructura para que las
construcciones sean mas resilientes, especialmente ante eventos hidrometeorologicos, cuya
frecuencia e intensidad podrian aumentar debido al cambio climatico.

Geograficamente, las regiones del Pacifico y la zona Huetar Norte concentraron la mayor
cantidad de declaratorias de emergencia, tanto a nivel general como por eventos especificos en
el periodo de analisis, reflejando su alta vulnerabilidad. Ademas, se determind que las pérdidas
econdmicas por eventos extremos equivalen en promedio a 30,000 colones por habitante, con
afos criticos como 2020, 2009 y 2017 destacandose por un gasto particularmente elevado.

Finalmente, al comparar las pérdidas econdémicas con sectores como Educacion, Salud y
Vivienda, se evidencid que estas representan de un 7% hasta un 20% del porcentaje del PIB
destinado a dichos sectores. Lo que enfatiza el impacto de estos eventos en la economia
nacional y la urgencia de integrar estrategias de gestion del riesgo que minimicen los dafios y
pérdidas en la medida de lo posible.
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Resumen

La diabetes mellitus es un problema de salud mundial cuyo tratamiento representa presion
econdmica para los pacientes y los sistemas de salud publica. La produccion de insulina,
principal tratamiento de esta enfermedad es costosa y por ende se requieren métodos
alternativos y econdmicos para aumentar su disponibilidad y efectividad para los pacientes. En
este trabajo se emplearon plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) como modelo biotecnoldgico
para introducir genéticamente los genes requeridos para sintetizar y liberar insulina humana.
Para ello, la secuencia codificante se clond en casetes de expresion nuclear y plastidial
para material vegetal y su correcta insercion se verificd6 mediante anélisis de PCR del ADN
gendmico de los clones derivados. Ademas, se cuantifict la expresion y liberaciéon de proteinas
recombinantes mediante ELISA. La concentracion alcanzo niveles promedio de 800pmol/L en
los sobrenadantes de los derivados del constructo pAF_ins, lo que confirma la efectividad de la
transformacion plastidial. Para probar preliminarmente la bioactividad de la hormona, se evalud
su capacidad para inducir la fosforilacion de su receptor en células HepG2. Los resultados
mostraron un aumento en la fosforilacion después de la estimulacion tanto con insulina
recombinante disponible comercialmente (control positivo), como con la molécula recombinante
secretada por las plantas de tabaco. No se observo fosforilacion al estimular las células con el
medio de inanicion (control negativo) o extractos de plantas silvestres. Los resultados muestran
que N. tabacum es una plataforma viable y apropiada para la produccion de insulina humana
recombinante en su configuracion funcional para aplicaciones terapéuticas.

Keywords
Diabetes; genetic transformation; gene expression; insulin receptor; signal peptide.

Abstract

Diabetes mellitus is a worldwide health problem, and its treatment represents economic pressure
for patients and public health systems. Thus, it is important to develop alternatives to produce
insulin, the main treatment for this disease, to reduce its price and increase its availability and
effectiveness, which implies direct patient benefits. In this work, leaves of Nicotiana tabacum
were genetically modified to synthesize and release human insulin. For this purpose, the coding
sequence was cloned in nuclear and plastidial expression cassettes for plant material. Its correct
insertion was verified by PCR analysis of the genomic DNA of the derived clones. In addition,
recombinant protein expression and release were quantified by ELISA. The concentration
reached average levels of 800pmol/L in the supernatants of the pAF_ins construct derivatives,
confirming the effectiveness of plastidial transformation. To preliminarily assess the bioactivity of
the hormone, its ability to induce phosphorylation of its receptor in HepG2 cells was evaluated.
The results showed increased phosphorylation after stimulation with commercially available
recombinant insulin (positive control) and the recombinant molecule secreted by tobacco plants.
No phosphorylation was observed upon the stimulation of cells with starvation medium (negative
control) or wild-type plant extracts. The results show that N. tabacum is a viable and appropriate
platform to produce recombinant human insulin in its functional configuration for therapeutic
applications.
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Introduccién

La diabetes mellitus es una enfermedad humana endocrina que afecta los niveles normales
de glucosa en sangre debido a la deficiencia relativa o absoluta de insulina, resistencia a esta
hormona, o disfuncién de las células B (productoras de insulina enddgena) [1]. Existen dos
tipos de diabetes diagnosticados con frecuencia: diabetes mellitus tipo | y tipo Il; sin embargo,
existen otros mas como la diabetes gestacional, diabetes monogénica y formas secundarias
de diabetes o de intolerancia a la glucosa que son diagnosticadas con menor frecuencia en la
poblacion [2].

La diabetes se considera una pandemia global, puesto que, segun datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés), aproximadamente 537 millones de
adultos entre 20 a 79 afos estan diagnosticados con diabetes y para 2045 se espera que
esta cantidad ascienda a 634 millones, sin contar los casos subdiagnosticados [1, 3]. Para
el afio 2019, la diabetes mellitus fue la causa directa del fallecimiento de 1.5 millones de
personas [4, 5]. Segun la Direccion de Vigilancia del Ministerio de Salud de Costa Rica, para
noviembre del 2023 se diagnosticé en promedio 20 personas diarias con esta condicion [6]. El
diagndstico de diabetes y otras presentaciones de intolerancia a la glucosa por 1o general se
acompafia de coexistencia, en una misma persona, de una o varias enfermedades o trastornos
asociados a una enfermedad primaria como hipertension, dislipidemia, retinopatia, neuropatia,
padecimientos cardiovasculares, cancer, depresion e incluso susceptibilidad a condiciones
infecciosas como tuberculosis, virus de inmunodeficiencia humana, SARs-Cov-2, entre otras
comorbilidades[1, 7-12], lo cual representa una disminucion en la calidad y esperanza de vida
de los pacientes, asi como una carga econdmica y social para el resto de la poblacion. Dichas
comorbilidades son evitables manteniendo la glicemia estable, |0 cual se puede lograr mediante
intervenciones psicosociales o terapéuticas, siendo estas Ultimas basadas principalmente en la
administracion de insulina.

La insulina es una hormona peptidica sintetizada en el pancreas por las células 3 de los islotes
de Langerhans como pre-proinsulina. La proinsulina estd compuesta por el péptido C unido
al extremo N-terminal de la cadena A y al extremo C-terminal de la cadena B [13, 14], que
adquiere su estructura tridimensional en el reticulo endoplasmatico (RE) y luego se transfiere al
aparato de Golgi en donde se acumula en vesiculas para separar el péptido C de las cadenas
Ay B mediante accion enzimatica [13, 15, 16]. Una vez separado el péptido C, la insulina es
bioldgicamente activa y liberada al torrente sanguineo en respuesta a la entrada de glucosa a
las células B del pancreas. Al ingresar, la glucosa es fosforilada y oxidada en adenosin trifosfato
(ATP) en las mitocondrias [15]. EI ATP generado produce una despolarizacion de la membrana,
lo que conlleva a un aumento de Ca?* intracelular y un cambio de voltaje, induciendo la secrecion
de insulina y su transporte a tejidos diana como higado, musculo y tejido adiposo [15, 17].

El mercado global de insulina fue valorado en el 2023 en USD 19.19 billones, y se estima
crecera hasta alcanzar los USD 25.08 billones para el 2032. Diversas compafias farmacéuticas
han desarrollado dicho medicamento como un analogo o como la insulina tradicional humana,
por lo que, ademas de una alta demanda, el mercado tiene una oferta creciente que se estima
sea del 3.1% [18].

Inicialmente, la insulina para fines terapéuticos se obtuvo de tejidos porcinos y bovinos, sin
embargo, causaba reacciones adversas debido a la diferencia estructural y molecular con
respecto a la insulina humana [19, 20], ademas de que presentaba bajo rendimiento, alto costo,
e inquietudes bioéticas [21]. El desarrollo de la ingenieria genética permitié la produccion de
insulina en bacterias (e.g. Escherichia coli) y levaduras (e.g. Saccharomyces cerevisiae, Pichia
pastoris), que han sido aprobadas para aplicaciones terapéuticas en humanos por la FDA [3,
19, 22, 23]. Estos sistemas de expresion presentan la ventaja de que su genoma esta bien
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caracterizado, presentan altatasa metabdlicay de crecimiento, y sonrentablesy faciles de cultivar
en biorreactor para su escalamiento [24, 25]. Sin embargo, son susceptibles a contaminacién por
endotoxinas, patdégenos humanos, y no realizan modificaciones postraduccionales complejas
requeridas para reproducir la bioactividad de la insulina humana [26, 27].

El producir insulina de secuencia humana en organismos eucariotas, como las plantas,
representa una gran ventaja para los mercados, ya que podria mejorar su efecto terapéutico,
disminucion de efectos adversos, reduccion de los tiempos y costos asociados y, por ende,
mejorar la accesibilidad a una mejor calidad de vida para los pacientes. En el caso de especifico
de tabaco (Nicotiana sp), deferentes especies han sido usadas como modelo para procesos de
mejoramiento genético [28], mediante técnicas como biobalistica e infeccion por Agrobacterium
[29]. N. tabacum permite la expresion estable de proteinas tanto en su genoma nuclear como
plastidial, generando grandes cantidades de proteina soluble en comparacion a otras especies
vegetales [30]. Es una especie adaptable que no requiere condiciones especiales de cultivo
[29], posee un ciclo de vida corto y al ser eucariota, realiza modificaciones postraduccionales
complejas [30-32]. La expresion plastidial o citoplasmatica permite gran acumulacion de
proteinas recombinantes, por lo que se ha convertido en una alternativa atractiva [33, 34].
La expresion nuclear presenta menor capacidad de acumulacion, por lo que es usual afadir
un péptido sefal que dirija la proteina a otro compartimento subcelular para aumentar la
acumulacion, y evitar su degradacion [32, 34]. N. tabacum se utiliza para la expresion de
moléculas terapéuticas, vacunas y anticuerpos, dirigidos a enfermedades como cdlera, ébola,
cancer, diabetes, rabia, hepatitis, y otras mas para las que las moléculas recombinantes se
encuentran en fase de ensayos clinicos corroborando su efectividad y seguridad [14, 30, 34].
La escalabilidad, rentabilidad, alta productividad y acumulacién de proteina en los tejidos
vegetales son definitivamente ventajosos del uso de tabaco como sistema de expresion [31, 33,
35]. Ademas, implica menores costos de extraccion, recuperacion y purificacion de la proteina
de interés debido a que se secreta en su forma biolégicamente activa [1, 31, 35].

De esta manera, en el presente trabajo se buscd evaluar un sistema de produccion de
insulina en cloroplastos o nucleo de células de tabaco (Nicotiana tabacum), empleando dos
péptidos sefal distintos derivados de Arabidopsis thalianay de N. tabacum para la secrecion
y recuperacion eficiente y rentable de la hormona recombinante humana, realizando ademas
pruebas preliminares para evaluar la factibilidad y escalabilidad de esta propuesta.

Metodologia

Disefo del constructo

Con el fin de determinar la secuencia del gen de insulina A humana, se utilizd la base de
datos UniProt de donde se obtuvo la secuencia de aminoacidos de la proteina (material
suplementario Fig S1.). A partir de dicha secuencia se utilizé el banco de datos del National
Center of Biotechnology Information, en su plataforma Consensus CDS protein set (CCDS)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?’REQUEST=CCDS&GO=MainBrowse&D
ATA=CCDS7729.1, accesado en febrero 2020), para obtener la secuencia de nucledtidos para
la expresion de insulina (Material suplementario Fig. S2).

A la secuencia de nucledtidos se le realizd una optimizaciéon de codones ajustando el marco
de lectura humano al de N.tabacum, para lo cual se empled la herramienta Codon Optimization
Tool de la empresa IDT (https://www.idtdna.com/CodonOpt, accesado en marzo 2020), de esta
manera se obtuvo la secuencia final a utilizar (Material suplementario Fig. S3).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=CCDS&GO=MainBrowse&DATA=CCDS7729.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=CCDS&GO=MainBrowse&DATA=CCDS7729.1
https://www.idtdna.com/CodonOpt
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Posteriormente, se evaluaron los posibles péptidos sefial para la expresion en tabaco, de
manera que permitiesen secretar la insulina a su medio circundante. A partir de esto se escogio
la secuencia presente en la peptidasa de secrecion extracelular conocida como ARA12
(constructo Ara_ins) reportada previamente en suspensiones celulares de Arabidopsis thaliana
[36, 37], el péptido sefial de la proteina relacionada con la patogénesis de tabaco PR-1a para la
secrecion al RE (constructo PR1_ins)[38] v, el disefio para el constructo de expresion plastidial
(PAF_ins).

Una vez identificadas todas las piezas genéticas, se procedié con su disefio completo
bioinformatico, utilizando el promotor Psba y la region KOZAK, la cual es comunmente usada
como secuencia de iniciacion de la transcripcion en organismos eucariotas, generando los
constructos Ara_ins y PR1_ins, asi como el constructo pAF_ins. Este proceso se llevo a cabo
con la plataforma Benchling (https://www.benchling.com/) y se sintetizaron por la empresa Twist
Biocience.

Transformacion de tabaco mediante bombardeo y seleccion de las plantas transgénicas

Se bombardearon hojas de plantas de N. tabacum, suministradas por el Laboratorio de
Biotecnologia de Plantas (LBP) del CIDASTH (Escuela de Agronomia, ITCR, San Carlos)
(Material suplementario Fig. S4A), empleando un sistema de biobalistica a baja presion por
medio del mecanismo de aceleracion PIG (“Particle Inflow Gun”), (fabricado en México y
modificado en el Laboratorio BIOTEC de la Escuela de Ciencias y Letras, ITCR San Carlos)
(Material suplementario Fig. S4B,) de acuerdo con el protocolo descrito por Daniell, 1997 [39].
Se utilizaron particulas de oro de 0.6 pm de diametro recubiertas con las muestras del ADN de
distintos vectores de transformacion nuclear (Ara_ins; PR1_ins) o plastidial (pAF_ins).

Después del bombardeo, las hojas se dejaron en oscuridad durante 48 horas a 25°C.
Posteriormente, se seccionaron en fragmentos de tallo y hoja y se colocaron en medio con
sales MS [40], con 30g/l de sacarosa 0,1mg/l de Bencialaminopurina, 100 mg/l de tiamina y
1.8 g/l Agar, pH 5.8 (medio RMOP); y suplementado con 500 mg/L de espectinomicina (agente
de seleccion). Las condiciones de cultivo fueron 25°C, intensidad luminica de 120 pmol/m2/s
y un fotoperiodo de 16 horas luz. Se realizaron tres bombardeos de cada constructo en tres
momentos distintos.

Procurando homoplasmia, los brotes regenerados a partir de las hojas se sometieron a una
segunda ronda de seleccion. Los brotes regenerados se transfirieron a medio de cultivo
con espectinomicina (500mg/L) con el fin de mantener la presién de seleccion. Las plantas
desarrolladas se cultivaron en una camara de crecimiento (Sanyo MIR-6553, Osaka, Japan) en
condiciones de 25 = 1°C, 250pumol/m2/s, 90% humedad relativa, fotoperiodo de 16 horas luz y
8 horas oscuridad. Una vez confirmada la homoplasmia, las plantas seleccionadas se cultivaron
in vitro en medio P3 (sales MS, 30g/l de sacarosa y solidificado con 1.8g/l Phytagel, pH 5.8)
suplementado con espectinomicina (P3-Spec) para la realizacion de estudios posteriores.

La integracion del gen recombinante se verificd mediante la técnica de PCR, empleando
primers especificos FW 5- GACCCAGCTGCTGCTTT-3y REV 5- TGGTACAGCATTGTTCCACA-3
disefiados mediante la herramienta bioinformatica PrimerQuest™ Tool (https://www.idtdna.com/
pages/tools/primerquest?returnurl=%2FPrimerquest%2FHome%2FIndex) (IDT Integrated DNA
Technologies, 10, USA).
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Escalamiento de células transformadas de N. tabacum

El establecimiento de suspensiones celulares se realizé en el Centro Nacional de Innovaciones
Biotecnoldgicas (CENIBiot), a partir del callo friable de material no transformado, asi como en el
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas (LBP) del CIDASTH (Escuela de Agronomia, ITCR, San
Carlos) y en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (Escuela de Biologia, ITCR, Cartago)
para el material transformado.

Se indujo la formacion de callos de las plantas transformadas y no transformadas empleando
medio MS con 2mg/L de acido naftalenacético (ANA) y 0.2mg/L de &cido bencilaminopurinico
(BAP). Para el mantenimiento de los callos se trabajé con el medio de cultivo semisdlido
reportado por [41] y el mismo medio, pero sin gelificante, se empled para el establecimiento de
suspensiones celulares.

Para dichas suspensiones se pesaron 3 g de callo friable y se les agregd 50 mL de medio
de cultivo. Se incubaron en condiciones de oscuridad y agitaciéon orbital de 100 rpm para su
disgregacion, a una temperatura aproximada de 25°C. Posteriormente, las suspensiones se
tamizaron a 2mm conservando la solucion de células.

Extraccion de proteinas totales de plantas

Para el andlisis de proteinas, con ayuda de nitrégeno liquido se pulverizaron hojas de las plantas
de tabaco. A 300mg del material vegetal pulverizado se afiadié 1200uL de buffer de extraccion
(0.01M Na,HPO,, 0.05M NaH,PO,, 0.6M NaCl y 1%(v/v) Triton X-100) e inhibidores de proteasas
(complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche, Basel, Switzerland), se agité por
30 minutos a 4°C, y se separd mediante centrifugacion a 20 000g a 4°C por 10 minutos (Mikro
200 R, Hettich, Tuttlingen, Germany). Se conservaron los precipitados y los sobrenadantes para
su posterior analisis mediante un ensayo de inmunoabsorciéon enzimatica (ELISA) en el caso de
la insulina y mediante el BCA para las proteinas totales.

Cuantificacién de proteinas

Para la evaluacion de proteinas totales y de la insulina recombinante se extrajeron las proteinas
a partir de los extractos de hojas (sobrenadantes y precipitados), mediante el protocolo
descrito en el apartado anterior, y se utilizaron los kits BCA Protein Assay protocol (SC-
202389, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) y Human/Canine/Porcine Insulin DuoSet ELISA
(DY8056, R&D Systems, MI; USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante y utilizando
el equipo FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH. Ortenberg, Germany) para la determinacion de
la absorbancia.

Preparacion de extractos vegetales

Se extrajeron proteinas a partir de 2.5g de material vegetal de cada uno de los constructos y
de la planta control, a los cuales se adicion6 buffer PBS (NaCl 137mM, KCI 2.7mM, Na,HPO,
10mM, KH,PO, 1.8mM), se centrifugd por 15 min a 4°C a 14 000 rom y se recuperaron los
sobrenadantes para luego concentrarlos mediante el uso de columnas Amicon®Ultra-15
(Ultracel ® -30k, UFC9030, Merck Milipore Ltd, Cork, Irlanda) por 2 horas a 4°C a 4000 rpm
(Sorvall Legend X1R, Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Los extractos se resuspendieron en
medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma D6546, UK) e inmediatamente fueron
congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80 “C hasta su aplicaciéon a las células de
carcinoma hepatocelular HepG2.
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Cultivo celular

Con el fin de analizar la actividad biolégica de la insulina recombinante se cultivo la linea celular
hepatica HepG2 (HB-8065™ facilitada por el departamento de bioguimica de la Universidad
de Costa Rica). Las células fueron cultivadas en medio DMEM (Sigma Aldrich D6546, UK)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Sigma Aldrich, F0926, St Louis, USA), 1%
penicilamina/estreptomicina (Sigma Aldrich, P4333) y 2% L-glutamina (Sigma Aldrich, G7513),
bajo condiciones de 37°C, 5% de CO, y 100% humedad.

Estimulacion de las células

Para evaluar la fosforilacién de los receptores de las células hepaticas inducida por los
extractos de plantas de tabaco que expresaban insulina, se sembraron las células HepG2 en
placas de 12 pozos en una densidad de 1:-10° durante 24 horas en el medio antes descrito, y
posteriormente se dejaron en inanicion por 16 h con medio DMEM sin suplementar, para luego
aplicarles los medios condicionados (DMEM:extracto en proporciéon 1:2) con las proteinas
recombinantes (Ara_ins, Pri_ins, pAF_ins), insulina comercial (Novolin® R, Novo Nordsik,
Bagsveerd, Dinamarca) como control positivo, y DMEM con extracto de planta silvestre
como control negativo. Los tiempos de exposicion utilizados fueron 15, 20 y 30 minutos, con
condiciones de cultivo de 37°C, humedad de 100% y 5% de CO,,. Posteriormente se descartaron
los medios y las placas con células fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a
-80°C para su posterior analisis.

Extraccion de proteinas y determinacion de la fosforilacion del receptor

Las células HepG2 se lisaron en frio con buffer RIPA (25 mM TriseHCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 1%
NP-40, 1% Deoxicolato de sodio, 0.1% SDS) (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) suplementado
con inhibidores de fosfatasa (Phosphatase Inhibitor Mini Tablets; Pierce-Thermo Fisher Scientific
Inc, IL, USA) e inhibidores de proteasas (complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail,
Roche, Basel, Switzerland). Las células fueron separadas desde el fondo del pozo y los lisados
se homogenizaron por pipeteo para ser recuperados para su analisis.

La actividad bioldgica de la insulina recombinante se evalué mediante la determinacion de la
fosforilacion del receptor de la hormona, utilizando el kit Human Phospho-Insulin R ELISA DuoSet
IC (DY2718, R&D Systems, MI; USA) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Resultados y discusion

Debido a la epidemia cada vez mayor que representa la diabetes a nivel mundial, la comunidad
cientifica ha buscado estrategias para la produccion de insulina, 1o cual ha sido evidente desde
el descubrimiento de la hormona en 1921 por Frederick G. Banting y Charles H, pasando por
la década 70-80's, cuando se produjo la primera insulina recombinante y cada vez mas hasta
la fecha [42].

Entre los aspectos considerados para la seleccion de un sistema de expresion se incluyen:
caracteristicas propias de la proteina de interés, las modificaciones postraduccionales
requeridas, tamafo del gen a insertar, tamafio del genoma de la célula hospedadora, capacidad
de expresion, estabilidad del gen, tasa de crecimiento celular y condiciones necesarias para
su mantenimiento [43]. Las bacterias y levaduras son aptas para una rapida (dias) o moderada
(semanas) expresion, producen altas densidades de biomasa con bajos costos de produccion,
los medios de cultivo son poco complejos, y ofrecen alta escalabilidad, sin embargo, su
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capacidad para realizar modificaciones postraduccionales complejas como las glicosilaciones
es limitada, a diferencia de las células vegetales y animales que si realizan estas modificaciones
a pesar de que ofrecen mayor complejidad para establecer procesos de escalamiento [26, 44].

Las modificaciones postraduccionales y el correcto plegamiento son indispensables para la
solubilidad y bioactividad de las proteinas eucariotas recombinantes [45, 46]. Por consiguiente,
la produccion de proteinas recombinantes contribuye a la mejora de las condiciones de
salud con el desarrollo de vacunas, anticuerpos y farmacos funcionales, personalizados,
puros, seguros y de calidad para el tratamiento de enfermedades cronicas, tumores, cancer,
infecciones bacterianas o virales, entre otras [47].

En el caso de la insulina obtenida en E. coli se produce en cuerpos de inclusion donde se
encuentra mal plegada, por lo que, las células deben ser recuperadas para extraer los cuerpos
de inclusion, lavarlos y solubilizar las moléculas precursoras de la proteina. Posteriormente,
mediante reacciones enzimaticas se debe plegar la molécula y formar los enlaces disulfuro [3,
48]. Para obtener un producto puro y seguro para el uso humano, en este proceso se deben
eliminar remanentes de la célula hospedadora, subproductos generados, acidos nucleicos y
reactivos usados en el proceso de downstream, por 10 que resulta altamente costoso [3, 24].

Ademas del tabaco, otras plantas que han sido usadas para la produccion heterdloga de insulina
incluyen el arroz (Oryza sativa L..) y mani (Arachis hypogaea L.), con resultados prometedores
para ser consideradas como sistema de administracion oral de la hormona [49, 50]. Debido a
estos y otros antecedentes [51, 52, 53], nuestro grupo planted la alternativa de la expresion de
la insulina en cloroplastos o a nivel nuclear, empleando dos péptidos sefial distintos derivados
de A. thalina 'y de N. tabacum para la secrecion de la hormona, y realizd ademas pruebas
preliminares para evaluar su factibilidad.

Transformacion de tabaco mediante bombardeo y seleccion de las plantas transgénicas

Al evaluar el material transformado a los 15 dias de crecimiento se observaron las diferencias
de crecimiento en medio RMOP con espectinomicina, entre los transformantes y los no
transformantes, evidenciando los casos de transformacion exitosa (Material Suplementario Fig.
S5).

Verificacion de la integracion del gen de insulina y seleccion de las plantas transgénicas

En la figura 1A se muestra la integracion exitosa de las secuencias de interés en el genoma
vegetal, tanto plastidial como nuclear. Se obtuvieron productos de PCR de tamafio esperado
segun los imprimadores disefiados, para un fragmento de 245pb. Ademas, dichos resultados
muestran que el material vegetal modificado genéticamente cultivado in vitro fue capaz de
expresar la insulina recombinante.

Determinacion de la insulina recombinante

Con el fin de comprobar la expresion de la insulina se analizaron los sobrenadantes y precipitados
de los extractos proteicos de las lineas transformantes mediante la técnica de ELISA. En la
figura 1B se muestra que la proteina recombinante se recuperd mayoritariamente a partir de
los sobrenadantes. A pesar de no observarse diferencias estadisticamente significativas entre
los transformantes Ara_ins y pAF_ins, es posible afirmar que el promedio de secrecion de este
ultimo es aproximadamente 1.2 veces superior al de Ara_ins. Por otro lado, el transformante
Pri_ins presentd los menores rendimientos tanto para sobrenadantes (secrecion) como para
los precipitados.



‘ Tecnologia en Marcha
64 M Vol. 39, N° 1. Enero-Marzo, 2026

A. . ARAins  PR1ins  pAF ins
- ’ -
- »
L . 3 j
Q B. :g c' KKKk
€ 1500 s 5 I
g I 1 3 Sobrenadantes  § . s
£ ns Precipitados g | | 3 Sobrenadantes
8 1000 I 1 32000- = Precipitados
o ~
= £ 1500
© c
£ 5
3 5 1000
72 500 g
< 1
a ¢ 500 ﬁ
[ g o , m
F Ara_i AF i Pri_i
e Ara_ins pAF_ins Pri_ins 2 rains  pArins ri_ins
2

Figura 1. Expresion de la insulina recombinante en plantas de N. tabacum. A. Integracion del transgén de la
insulina al genoma de las plantas de tabaco. Tamafio esperado del codén que expresa la insulina humana para
cada uno de los constructos en N. tabacum, una planta no transformada fue usada como control negativo. B.
Evaluacion de insulina recombinante en sobrenadantes y precipitados mediante ELISA. C. Comparacion de la
insulina producida con respecto a la proteina total recuperada de plantas de N. tabacum. Evaluacion de insulina
recombinante en sobrenadantes y precipitados mediante ELISA. Los rendimientos de secrecion se calcularon
a partir de las concentraciones de proteinas obtenidas por ELISA (precipitados: gris; sobrenadante: blanco)

y demostrd ser significativamente mayor para los clones derivados de Ara_ins y pAF_ins en comparacion
con el clon Pri_ins, que mostro el peor rendimiento. *p <0.05 **p<0.005, ***p<0.001, ****p<0.0001

Para una mejor comprension del comportamiento de los transformantes, se analizd
comparativamente cuanto de la proteina total corresponde a insulina. En la figura 1C se muestra
qgue la mejor expresion se obtuvo con los clones Ara_ins y pAF_ins, siendo que la relacion de ng
de insulina por cada mg de proteina total es alta tanto en sobrenadantes como en precipitados,
mientras que para el transformante derivado de Pr1_ins, la relaciéon es proporcional, puesto que,
su produccion de proteina total es baja. A pesar de ello, se recupera mas proteina recombinante
en los sobrenadantes que en los precipitados.

Segun lo esperado, al ser el constructo pAF_ins (figura 1B) dirigido a la transformacion plastidial,
ocurre la acumulacion de altos niveles de proteinas recombinantes, con bajas posibilidades de
silenciamiento de la expresion genética. La capacidad de sintesis de enzimas involucradas en
vias metabdlicas completas por estas organelas ha sido un atractivo para su uso desde hace
varias décadas [33, 54, 55].

El vector utilizado para la transformacion plastidial fue el pAF, que ha sido usado con éxito en
la expresion del gen EDA y del gen L1 del virus del papiloma humano [56, 57]. En el sitio de
clonacion multiple de este vector se insertd la secuencia de la insulina, que se expresoé bajo el
control transcripcional del promotor constitutivo plastidial del gen psbA de tabaco, fusionado
a su 5’'UTR vy la region KOZAC del terminador del gen psbA. La integracion de los genes se
hizo por recombinacion homologa entre los genes trnl y trnA. Al estar la zona de insercion en
la region invertida repetida, cada plastoma contiene dos copias de los genes de interés como
resultado del proceso de correccion de copia de los plastidios, lo cual tiene un impacto directo
en la cantidad de proteina recombinante derivada de este vector [58].
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Por su parte, los vectores utilizados para la transformacion nuclear fueron Ara_ins y PR1_ins
(ambos con péptido sefial) [36, 38], también bajo el control transcripcional del gen psbA de
tabaco fusionado a su 5’UTR vy la region KOZAC y del terminador del gen pbsA, sin embargo,
las plantas transformadas derivadas de estos constructos tuvieron comportamientos distintos
en cuanto a expresion de la hormona y a su actividad bioldgica.

Para el constructo Ara_ins se esperaba una secrecion similar a la presentada por el constructo
plastidial, como se observa en la figura 2A, ambos disefios genéticos estan enfocados a la
expresion génica y su secrecion fuera de la célula, lo cual, para efectos de escalamiento y
produccion farmacoldgica, resulta de gran utilidad al facilitar la recuperacion de la proteina de
interés con respecto a la acumulacion en otros compartimentos celulares [59].

De esta manera, Ara_ins y pAF_ins presentan mejores resultados que Pr1_ins, siendo los valores
de pAF_ins 1.3 veces superiores a los de Ara_ins en lo que respecta a los sobrenadantes. Por
su parte, en lo referente a los precipitados, la mayoria de la proteina presente corresponde
a insulina que no logrd secretarse, salvo para Pri_ins en cuyo caso la concentracion en el
sobrenadante es superior a la del precipitado.

El uso de la proteina relacionada a la patogénesis del tabaco (PR1) presenté los menores
rendimientos, tanto para sobrenadantes como para precipitados, lo cual podria deberse a
una disminucion de su actividad, como se ha reportado en estudios anteriores que buscaban
la secrecion de moléculas al RE [60, 61]. Asimismo, el RE, tiene sus propios mecanismos de
control que degrada proteinas mal ensambladas o reconocidas como extrafias, lo cual pudo
haber sucedido con la insulina recombinante producida por las plantas derivadas de este
constructo [55].

En la investigacion de Boyhan y Daniell (2011) [52], reportaron como satisfactorios porcentajes
entre 40 y 50% de proteina recombinante en las hojas maduras de tabaco a partir de
transformaciones genéticas en los plastomas . Como se observa en la figura 2B, alrededor
de 40% de la proteina total de los clones derivados de Ara_ins y pAF_ins corresponde a insulina
recombinante en los sobrenadantes y para el caso de la Pri_ins, esta proporcion alcanza el
60%, lo cual indica que este constructo, a pesar de producir poca proteina total, expresa mayor
proporcion de la proteina de interés.

Escalamiento de células transformadas de N. tabacum

El cultivo del material regenerado en medio RMOP con espectinomicina permitié identificar los
transformantes, y se requirié realizar rondas de selecciéon adicionales en medio P3-Spec para
alcanzar la homoplasmia. Siendo que los brotes se regeneran a partir de una o pocas células,
la regeneracion de la planta es un tejido quimérico, por lo tanto, se debe mantener la presion
de seleccion para garantizar obtener el 100% de los cloroplastos transformados [62].

Como paso previo al establecimiento de suspensiones celulares, se desarrolld el protocolo
de callogénesis, con resultados comparables a los reportados por Campos-Delgado (2015)
[41]. Si bien el crecimiento celular mostré un patréon normal, a partir del dia 15 de cultivo se
tuvo contaminacién fungica y bacteriana que resultd recurrente, lo cual limitd el crecimiento
y provocé toxicidad y muerte celular (Material Suplementario Fig. S6). Varios autores han
reportado la posibilidad de contaminacion latente que se activa al modificarse las condiciones
de cultivo [63], como en este caso al cambiar de callo a suspension celular. La contaminacion
endodgena repercute negativamente en el establecimiento de cultivos a mayor escala, por lo que
se desecho el material en este punto.
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Si bien el uso de las plantas como biofactorias para la produccién de proteinas recombinantes
ha sido reconocida por su bioseguridad, pues presentan un bajo riesgo de contaminacion del
producto por virus de mamiferos, patégenos transmitidos por la sangre, oncogenes y toxinas
bacterianas; los problemas derivados de la contaminacién enddgena suelen ser un desafio
para el establecimiento de suspensiones celulares que permitan una optimizacion de dicha
produccion [64, 65].

Aunado a ello, se ha documentado que algunas plantas como N. fabacum pueden producir
compuestos toxicos como el alcaloide de nicotina, lo cual implica que se requiere que el
producto biofarmacéutico sea sometido a procedimientos de purificacion para la eliminacion
del alcaloide y garantizar la calidad del farmaco. Se ha reportado la eliminaciéon del alcaloide
con el uso de la tecnologia CRISPR/Cas9, la cual permitié niveles de nicotina de hasta un 99,6%
mas bajos [65].

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este periodo indican la factibilidad de la estrategia
planteada para la produccion de insulina humana recombinante incluyendo un péptido sefial
en este modelo vegetal.

Actividad biolégica de la insulina recombinante

El receptor de la insulina pertenece a la familia de tirosina quinasas. La insulina se une con
alta afinidad y un alto grado de especificidad, 1o que lleva a la autofosforilacion del Rl en
residuos de tirosina para reclutar y fosforilar proteinas sustrato del receptor de insulina (IRS)
como PI3K, requeridas para continuar la cascada de transduccion [66, 67], modificando el
metabolismo intracelular y la expresion génica [68]. De manera preliminar, mediante analisis
semicuantitativo de ELISA, se evalud la funcionalidad bioldgica de la insulina recombinante
secretada por cada cepa para identificar la capacidad de la hormona para unirse e inducir la
fosforilacion de su receptor en las células hepaticas. Los sobrenadantes de cada transformante
fueron concentrados y normalizados a igual cantidad de proteina y se utilizaron para estimular
las células hepaticas HepG2, segun se observa en las figuras 2A y 2B.
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Figura 2. Actividad biolégica de la insulina recombinante producida por N. tabacum. La actividad biologica
de la proteina recombinante se evalud para cada cepa transgénica con base en la deteccion y cuantificacion
de la fosforilacion del receptor de insulina en las células HepG2. A. La exposicién para inducir la activacion de
los receptores se realizd por 15y 30 minutos. B. La exposicion para inducir la activacion de los receptores se
realizd por 20 minutos. Se realizd un analisis estadistico con respecto al control negativo (medio de inanicion)

y para determinar las diferencias entre las cepas generadas. Se utilizd una insulina recombinante disponible

comercialmente como control positivo (c+, 50 ng/ml). *p<0,05, **p<0,005,***p<0,001, ****p<0.0001.
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Se encontré que, con 15 minutos de exposicion, la insulina comercial tiene mayor accion
sobre los receptores que las generadas por los transformantes derivados de N. tabacum, sin
diferencias estadisticamente significativas entre ellos y el control positivo interno de la prueba.
Por otra parte, con exposicion de 30 minutos, la fosforilacion de los receptores inducida por
la insulina comercial disminuye, mientras que aumenta la actividad biolégica de la insulina
secretada por los transformantes de N. tabacum. Se realizé nuevamente el ensayo por 20
minutos, obteniendo que el extracto del transformante plastidial pAF_insulina presenta una
actividad biolégica similar a la insulina comercial, aproximadamente 1.8 veces superior al
constructo Ara_ins y casi 2.5 veces superior al PR1_ins, el cual se comporté de manera similar
a los controles positivos del ensayo.

El dominio de unidén de la molécula de insulina se compone de porciones distantes de las
cadenas A y B, que se unen en una superficie como resultado del plegamiento tridimensional
para formar la region de unién al receptor [68]. Como se observa en la figura 2, en todos los
casos e independientemente del tiempo de exposicion, la insulina recombinante derivada de
los clones transformantes fue capaz de inducir la fosforilacion del receptor, lo cual indica que
los procesos de transcripcion, traduccion y modificaciones postraduccionales ocurridos sobre
la proteina son apropiados. No obstante, esto deberia verificarse posteriormente mediante otras
técnicas analiticas.

Es importante mencionar que el receptor de la insulina es una molécula compuesta por dos
subunidades a extracelulares y dos subunidades (3 transmembrana unidas por enlaces disulfuro
[69] Cuando la insulina se une al receptor realiza un cambio conformacional y la autofosforilacion
en la region Y972 de la subunidad B para el reclutamiento de las proteinas sustrato y activacion
de cascadas como la PI3K-AKT para la captacion de glucosa [70,71].

Esta autofosforilacion del receptor permite que las proteinas efectoras se acoplen en sitios
especificos para desencadenar la sefializacion de lainsulina [72, 73]. Esto genera modificaciones
en el metabolismo como la inhibicién de la produccion de glucosa en el higado, captacion de
glucosa y sintesis de glucdgeno en el musculo y en el tejido adiposo inhibe la lipdlisis [74].

En estudios anteriores se ha descrito que, entre mas de 200 analogos de insulina analizados,
existe una alta correlacion entre la afinidad de unién al receptor y el efecto bioldgico [68], por
lo que en este caso también se podria esperar que la insulina producida por nuestro grupo sea
capaz de desencadenar la respuesta fisioldgica normal al ser suministrada in vivo a sujetos
humanos.

Conclusiones

Como ha sido caracterizado anteriormente, las plantas de tabaco presentan multiples ventajas
para ser utilizadas como plataforma de expresion de proteinas humanas recombinantes,
incluyendo el bajo costo de produccion, alta tasa de generacion de biomasa, su capacidad de
generar modificaciones postraduccionales complejas, ser libres de endotoxinas, la posibilidad
de escalabilidad, y la seguridad de que pueden ser cultivadas en ambientes controlados, lo que
minimiza el riesgo de contaminacion con patdgenos humanos.

Los resultados de esta investigacion sefialan que, para la produccion de insulina recombinante
en plantas de tabaco, es mas recomendable el uso de un constructo de transformacion
plastidial que uno de transformacion nuclear, pues su rendimiento es relativamente superior.
Adicionalmente, con esta prueba de concepto se generd informacion preliminar del beneficio de
incluir un péptido sefial, de que la estrategia es escalable, y de que esto no afecta la actividad
biol6gica de la hormona, ya que induce la autofosforilacion de su receptor de manera similar a
como lo hace la insulina comercial.
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Figura S1. Secuencia de aminoacidos del gen de insulina A humana. Obtenida
de https://www.uniprot.org/, accesado en febrero 2020.
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Nucleotide Sequence (333 nt):
ATGGCCCTGTGGATGCGCCTCCTGCCCCTGCTGGCGCTGCTGGCCCTCTGGGGACCTGACCCAGCCGCAG
CCTTTGTGAACCAACACCTGTGCGGCTCACACCTGGTGGAAGCTCTCTACCTAGTGTGCGGGGAACGAGG
CTTCTTCTACACACCCAAGACCCGCCGGGAGGCAGAGGACCTGCAGGTGGGGCAGGTGGAGCTGGGLGEGE
GGCCCTGGTGCAGGCAGCCTGCAGCCCTTGGCCCTGGAGGGGTCCCTGCAGAAGCGTGGCATTGTGGAAC
AATGCTGTACCAGCATCTGCTCCCTCTACCAGCTGGAGAACTACTGCAACTAG

Translation (110 aa):

MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAEDLQVGQVELGG
GPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

Figura S2. Secuencias de nucledtidos y aminoacidos para la proteina
insulina humana. Obtenidos de la base de datos CCDS.

Results ORDER 1ITEM

MANUAL OFTIMIZATION

ATG GCT TTG TGG ATG AGA TTA CTG CCA CIT CTC GCA CTT CTG GCA TTA TGG GGT CCT GAT CCA GCA GCA GCA TTT GTC ARAC CAA
CAT CTG TGT GGA AGC CAC CTC GTA GAA GCC TTG TAC TTA GTC TGT GGT GAG AGR GGG TTC TTT TAC ACT CCC AAG ACT CGT CGR
GAG GCC GAG GAT TTG CAG GTG GGT CAA GTC GAA CTT GGA GGC GGA CCC GGA GCA GGC TCC TTG CAA CCC TTA GCC CTT GRA GGG
TCC TTG CAG ARA AGG GGG ATT GIC GAA CAG TGC TGC ACT AGC ATC TGC AGT CTC TAT CAA TTA GAG AAC TAC TGT AAC TAG

Sequence passes initial screening.

Figura S3. Secuencia de nucledtidos de insulina humana optimizada
mediante la herramienta Codon Optimization Tool (IDT,USA).

Figura S4. Transformacion genética de plantas de tabaco (N. tabacum). A. Material vegetal
empleado previo a bombardeo. B. Sistema de biobalistica ensamblado para bombardeo dentro
de camara de flujo laminar. Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del ITCR, San Carlos.
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Figura S5. Control de la transformacion genética de tabaco (N. tabacum) con los genes de insulina.
A. Material vegetal subcultivado 15 dias después de bombardeo con el ADN transformante, en medio
RMOP con espectinomicina. B. Material vegetal no transformado, en medio RMOP con espectinomicina
y material vegetal en medio RMOP sin antibiético. Condiciones de crecimiento de 25°C e intensidad
luminica de 120 pmol/m2/s por 16h. Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del ITCR, San Carlos.

1,206+07
1,00E+07

8,00E+06

4,00E+06

Biomasa cel/mL
‘_U\
o
(=]
m
'h
]

2,00E+06

0,00E+00
Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia 8 Dia9 Dia 10 Dia 15

—— Wt «eeeeeee PRI_INS  ====- Ara_ins = = = pAF_ins

Figura S6. Curvas de crecimiento de las suspensiones celulares a partir de callo de N. tabacum in vitro a partir
de explantes de hoja, incubado en condiciones de oscuridad, con un medio MS completo, a partir del dia
15 se presentd contaminacion y muerte celular. Centro de Investigacion en Biotecnologia. ITCR, Cartago.
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Mineria de salmueras; precipitacion electroquimica; magnesio, agua marina.

Resumen

En el distrito de Colorado de Abangares en Guanacaste, Costa Rica, hay una produccion
importante de sal y gran parte de ella se realiza mediante secado al sol. Ademéas del producto
principal que es el cloruro de sodio, se pueden extraer otros sub-productos a partir de las
salmueras concentradas por precipitacion electroquimica. Para explorar esta opciéon, se toman
muestras de las salmueras de algunas salineras locales. Estas salmueras tienen valores muy
elevados de salinidad en el ambito entre (100-340) PSU y de pH entre (8-15), son ricas en
magnesio, pobres en calcio y tienen un contenido de litio muy bajo como para poder explotarse
comercialmente. El producto principal de la precipitacion electroquimica de las salmueras es el
hidroxido de magnesio Mg(OH),, con un costo de produccion estimado de unos 0,036 USD por
gramo para la electrolisis propuesta en este estudio.

Keywords
Brine mining; electrochemical precipitation; magnesium; seawater.

Abstract

In the Colorado de Abangares district of Guanacaste, Costa Rica, there is significant salt
production, much of which is carried out by sun drying. In addition to the main product, sodium
chloride, other by-products can be extracted from the concentrated brines by electrochemical
precipitation. To explore this option, brine samples are taken from several local salt mines. These
brines have very high salinity values between (100-340) PSU and basic pH values between
(8-15). They are rich in magnesium, poor in calcium, and have a lithium content too low to be
commercially exploitable. The main product of electrochemical precipitation of the brines is
magnesium hydroxide Mg(OH),, with an estimated production cost of about USD 0.036 per gram

for the electrolysis proposed in this study.

Introduccién

En el distrito de Colorado de Abangares en Guanacaste, Costa Rica, hay varias cooperativas
locales —dedicadas a la produccion de sal de cocina— que pretenden diversificar sus actividades
comerciales. En particular, estas cooperativas buscan cémo obtener, ademas de la sal, otros
productos minerales a partir de las salmueras concentradas que puedan ser explotados
comercialmente.

Una parte importante de la produccioén de sal de cocina en Costa Rica se lleva a cabo segun el
método tradicional: el secado al sol del agua de mar para obtener la sal sélida (cloruro de sodio)
y una salmuera muy concentrada. La produccion de sal en Costa Rica se basa en dos procesos,
uno de sal cruda y otro de sal cocinada [1]. El proceso de produccion de sal cruda inicia con
la eliminacién del manglar para crear una pila o pozo (agua de pozo) que luego se llena con
el agua de mar empujada por la marea alta. Por bombeo mecanico a través de mangueras se
lleva hacia un sistema escalonado de pilas de cristalizacion en el que se aumenta la salinidad
en cada paso debido a la remociéon del agua por la evaporacion provocada por la energia solar
radiante. Cuando se alcanzan valores de salinidad entre el 75 % y el 85 % ocurre el proceso de
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cristalizacion (Figura S1a) [2]. A partir de este momento se acumula una salmuera residual en
las pilas —que los productores denominan lejia normal por venir del proceso de sal cruda— que
se caracteriza por ser la mas concentrada de todo el proceso.

Para elaborar la sal cocinada se utilizan bombas para trasvasar la salmuera concentrada —a un
75 % u 85 % de salinidad- a un contenedor metélico colocado sobre un horno de barro que
se alimenta con la quema de lefia (Figura S1), en el que se mantiene el fuego encendido entre
ocho y doce horas para obtener un residuo conocido como lejia cocinada.

La extraccion de minerales como el magnesio se realiza con técnicas que conllevan tanto un
alto consumo energético como una alta generacion de didxido de carbono CO, [3]. Debido
a esto, existe un gran interés en desarrollar alternativas que conlleven a una mineria mas
amigable con el ambiente. Puesto que el mar es ubicuo, se ha propuesto utilizar el agua de mar
como una fuente de la que podrian extraerse elementos de interés comercial [4]. Por ejemplo,
se estima que el magnesio es el tercer ion con mayor concentracion en el agua de mar y que las
salmueras concentradas de agua de mar se caracterizan por poseer concentraciones altas de
los iones sodio, potasio, cloruro, sulfato y, especialmente, de magnesio cuyos valores pueden ir
desde [0,03 a 30,9] g/L, ademas de contener litio con valores entre [0,23 a 1,5] g/L y calcio de
0,02 a 39 g/L [5]. En Colombia, por ejemplo, ya se ha propuesto utilizar el agua de mar como
fuente de magnesio [6]. Mientras que, en los Estados Unidos, el magnesio ha sido incluido en
la lista de minerales criticos para la produccién doméstica [7],[8].

Dentro de las tecnologias mas aceptables para la extraccion y precipitacion de algunas sales
a partir de agua de mar o de salmueras marinas reales o simuladas se encuentran los métodos
electroquimicos, entre los que se destacan la electrélisis y la electrodidlisis [9], [10], [11], [12],
[13], mientras que este trabajo se enfoca en la electrodeposicion.

Uno de los retos para extraer magnesio de agua marina es que la similitud de algunas de sus
propiedades comparadas con las del calcio puede complicar su separacion. Algunos autores
mencionan que se realiza la precipitacion de dos maneras. En una se precipita primero el
Mg(OH), proceso que se favorece al des airear la disolucion y mantener el pH entre 10 y
12 [14] [15]. En contraste, en la otra manera, se realiza precisamente lo contrario: se forma
el precipitado de CaCO,, promovido por la inyeccion de CO, y luego se procede con la
precipitacion del Mg(OH), [16].

Diferentes investigaciones se han enfocado en estudiar los parametros que determinan la
precipitacion de minerales. Por ejemplo, se ha identificado que el material de los electrodos
puede ser clave en la precipitacion [17]. También se ha visto que el area superficial de los
electrodos y la agitacion puede acelerar la precipitacion de minerales en forma de carbonatos
[18]. Ademas, se ha identificado que el voltaje puede regular si se obtiene CaCO, o Mg(OH),
como producto durante la electrdlisis [17]. La densidad de corriente incluso juega un papel
fundamental durante la precipitacion. Por ejemplo, en el caso de la precipitacion de Mg(OH),
la rapidez de la deposicion crece de forma directamente proporcional a la raiz cuadrada de
la densidad de corriente y es independiente del voltaje aplicado [19] [20]. Por otro lado, las
densidades de corriente superiores a 7 A/m? desfavorecen el crecimiento del precipitado sobre
el electrodo [21]. El pH es un factor que debe ajustarse durante la precipitacion de Mg(OH),. Se
ha documentado que la ventana 6ptima de precipitacion es a un pHentre 9y 11 [21]. Por ultimo,
la proporcién de magnesio y calcio puede afectar directamente los productos. Por ejemplo, la
presencia de magnesio o sulfatos puede inhibir la precipitacion de calcita [22].

El desarrollo de procesos para la extraccion de minerales podria diversificar las actividades
productivas en regiones costeras. Justamente por ello, en este estudio se pretende caracterizar
una serie de salmueras provenientes del proceso de extraccion de sal en Abangares,
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Guanacaste, Costa Rica para usarse como posibles fuentes de magnesio. Asimismo, plantear
una metodologia para extraer sales de magnesio y generar una nueva fuente de recursos por
medio de una metodologia electroquimica de precipitacion.

Materiales y métodos

Muestreo de salmueras

El muestreo se realizé en Guanacaste, Costa Rica en el distrito de Colorado de Abangares en
fincas dedicadas a la produccion de sal (Figuras S1 y S2), el dia 10 de febrero del 2022; la
eleccion de las fincas se hizo de forma aleatoria y las muestras fueron tomadas por el equipo
de trabajo en botellas de polipropileno y llevadas al laboratorio donde se almacenaron a
temperatura ambiente (25-30°C) hasta el momento del ensayo. La salmuera se obtiene de unas
salinas, las cuales son una serie de cuerpos de agua, en pilas o lagunas, en las que se aisla el
agua de mar hasta que se evapora y se obtiene cloruro de sodio: la sal comun o sal de mesa [1].

Se tomaron muestras de las salmueras del agua de pozo, es decir, las salmueras crudas
tomadas de forma directa de la pileta inicial, del proceso de sal cruda y de sal cocinada, con

especial énfasis en las salmueras identificadas como “Santos Prieto Lejia Cocinada”, “Bernio
Garay Lejia Normal” y “Diana Colorado Lejia Cocinada”.

Determinacion de la salinidad y del pH de las salmueras

En el Laboratorio de Acidificacion Oceanica del Centro de Investigacion en Ciencias del Mar
(CIMAR) de la Universidad de Costa Rica (UCR) se midi¢ la salinidad electroquimicamente —
en unidades PSU (Unidades Practicas de Salinidad)- con un conductivimetro marca Thermo
Scientific, modelo Orion, y una celda de conductividad de constante 0,475 cm™ Orion
DuraProbe; este equipo fue previamente calibrado con patrones. También se determina el
pH espectrofotométricamente por cromogénesis con m-cresol, el cual es un método utilizado
frecuentemente en muestras marinas [23], [24] que consiste en realizar dos adiciones de
m-cresol, seguidas de la medicion de la absorbancia de la muestra a tres longitudes de onda
diferentes: 730 nm, 578 nm y 434 nm; estas se realizaron en un espectrofotometro marca Ocean
Optics, modelo FLAME-S-VIS-NIR-ES, con una fuente de luz haldgeno Ocean Optics, HL-2000-
FHSA-LL; un portacubeta con tapa Ocean Optics modelo CUV-UV-10, que posee ademas fibra
Optica modelo QP200-2-VIS-BX; para el calculo de pH se utilizaron los valores de salinidad, se
sigue el método indicado en Berghoff CF (2020) [25] y el software Oceanview®.

Caracterizacion por cromatografia idnica

Las muestras se analizan por cromatografia iénica tanto antes como después del proceso de
precipitacion electroquimica. Se utilizan dos diferentes cromatografos de iones. EI primero es
un cromatografo Dionex ICS-3000 del Laboratorio de Geoquimica Volcanica del OVSICORI-
UNA. Los aniones (F, CI, Br y SO,?) se analizaron mediante una columna Dionex lonPac™
AS23, con un supresor Dionex ASRS™ 300 y una solucion 9 mM de Na,CO, como eluente. Los
cationes (Li*, Na*, K+, Mg?* y Ca?*) se analizaron mediante una columna Dionex lonPac™ CS12,
con un supresor Dionex CSRS™ 300 y una solucion de 20 mM de &acido metanosulfonico. Las
curvas de calibracion, tanto de aniones como de cationes, se prepararon con estandares de 5,
10, 25, 50, 100, 150, 200 y 250 mg/I. Las muestras se diluyeron alrededor de cien veces antes
de los analisis.

El segundo es un cromatoégrafo Metrohm IC 881 Pro con detector de conductividad,
calibrado previamente con patrones preparados a partir de sales; para la determinacion de
la concentracion de aniones —fluoruro, cloruro, nitrito, nitrato, fosfato, sulfato— se usa como
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eluente una disolucion acuosa de carbonato de sodio y bicarbonato de sodio, ademas de
una columna Metrosep A Supp 5; mientras que para la determinacion de la concentracion de
cationes -litio, sodio, potasio, amonio, calcio, magnesio— se usa como eluente una disolucion
acuosa de acido dipicolinico y acido nitrico, que pasa por una columna Metrosep C 4; como
blanco de laboratorio se usa agua con resistividad 18,2 MQ-cm obtenida de un ultrapurificador
Millipore Milli-Q Direct 8. Para diluir las muestras se utiliza una balanza Sartorius Cubis® de cinco
decimales y se utilizan factores de dilucion de 500, 400 y 200 para cada analito; en el caso del
litio se usa un factor de dilucion de 100.

Cristalografia de Rayos X

Se realizé en la Unidad de Difractometria de la Escuela de Quimica de la UCR con un equipo
Bruker AXS-D8 Advance con un tubo de rayos X de cobre utilizando un espejo Gobel y un
detector Lynx-Eye. Se utiliza un acoplamiento bloqueado de 26 = 10° a 70° en incrementos de
0,019° y un tiempo equivalente de 768 s por paso.

Espectroscopia infrarroja

Se realizé en el cuarto de Instrumentos del Centro de Electroquimica y Energia Quimica de la
Universidad de Costa Rica para obtener informacion sobre los grupos funcionales presentes
en el precipitado mediante espectroscopia infrarroja en modo ATR-FTIR en un equipo marca
Thermo Scientific Nicolet 6700 en modo ATR utilizando un cristal de diamante.

Electrodo de trabajo

Para la precipitacion electroguimica se utilizaron electrodos separados de malla de platino de
la empresa Heraeus Vectra do Brasil EL 04/1 de platino/Iridio 90:10, se utiliz6 como catodo el
electrodo cilindrico y como anodo un electrodo plano cuadrado. En el material suplementario
se puede encontrar informacion sobre el calculo del area del electrodo.

Precipitacion electroquimica

Para llevar a cabo la precipitacion electroquimica de magnesio, calcio y litio a partir de las
salmueras, se dividio el proceso en dos etapas electroliticas realizadas secuencialmente, tal y
como se indica en la Figura 1.
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Figura 1. Diagrama de flujo del proceso aplicado a las muestras de salmueras.
Un esquema de los sistemas utilizados se muestra en la Figura S3.

Espectroscopia infrarroja

Difractometria de rayos X
o cromatrografia idnica

Con un papel de filtro Whatman® grado 4 (tamafio de retencion de 20 - 25 um) de 125 mm de
diametro, se filtran las muestras de las salmueras. Un volumen de 800 mL del filtrado se recoge
en un beaker de 1 L para hacer la precipitacion. Se utilizé una fuente de poder Keysight E3633A
con capacidad de dar 8 Vy 20 A. Los electrodos utilizados son electrodos separados de malla
de platino y se lavaron con agua desionizada antes de sumergirlos en la salmuera. El proceso
de electrdlisis se realiza en el Laboratorio LabVolta de la Universidad de Costa Rica, dentro de
una capilla de extraccion de gases, puesto que se genera gas cloro Cl, debido a la presencia
de cloruro de sodio NaCl. El proceso global de electrélisis durd tres horas y se mantuvo
continuamente la disolucion en agitacion con una velocidad de 600-650 rpm. El esquema
grafico se puede visualizar en la Figura 1.

En este trabajo se realiza una primera precipitacion para separar el magnesioy luego inyectar CO,
para precipitar el calcio. La primera electrdlisis es denominada electrélisis de pretratamiento y
se efectla para separar los precipitados de magnesio que se identificaron como precipitado#1.
La disolucion se filtra para aislar el precipitado#1, este soélido se seca a 110 °C por tres horas
en una estufa al vacio Thermo Scientific Lab-Line EM 2466, se tomaron las muestras necesarias
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para el andlisis por difractometria de rayos X y por espectroscopia infrarroja y el material restan
se almacend en viales. La masa del precipitado obtenido se determind en una balanza Ohaus
Scout Pro del laboratorio del CELEQ.

La segunda electrdlisis se llevo a cabo en la disolucion obtenida durante la primera electrdlisis.
Se agrega un burbujeo continuo de didxido de carbono con un cilindro de CO, a 1000 psi para
propiciar la formacion de los carbonatos de los elementos de interés (litio y calcio) de acuerdo
con lo recomendado por H. Xie et al.[14]. Al finalizar esta segunda etapa se obtiene la salmuera
post-electrdlisis —que se analizd por cromatografia liquida (idnica)-y el precipitado#2, también
solido, fue secado a 110 °C por tres horas en una estufa al vacio Thermo Scientific Lab-Line
EM 2466 y posteriormente analizado por difractometria de rayos X y espectroscopia infrarroja.

Optimizacion de la precipitacion electroquimica

Para optimizar los parametros del proceso de precipitacion electroquimica se realizo un estudio
con el fin de determinar cuéles son las condiciones mas favorables de ciertas variables. Entre
las variables a considerar estan: los valores de voltaje de [3 - 4] V, el uso de CO,, el efecto
de la dilucidon de la salmuera, la densidad de corriente y el tipo de electrodo (concéntrico o
separado).

Se realiza esta optimizacion en la salmuera Diana Colorado lejia cocinada. El sistema se configura
similarmente a los pasos descritos en la seccion anterior con las siguientes modificaciones: a la
salmuera filtrada se le aplican 5 A (0,230 A/cm?) por cuatro horas para obtener el precipitado#1
que se separa; se continua con la segunda electrdlisis por otras cuatro horas mas con burbujeo
de CO,, al final de la cual se obtiene el precipitado#2. Para caracterizar este proceso se analiza
la salmuera postelectrdlisis por cromatografia idnica, los dos precipitados obtenidos se analizan
mediante cristalografia de rayos X y espectroscopia infrarroja. A fin de conocer si los iones
magnesio, calcio o litio o0 estan presentes en el precipitado o en la salmuera, se preparan varias
disoluciones a partir del precipitado #1 y otras a partir del precipitado #2 que luego fueron
analizadas por cromatografia idnica; para ello se disuelven 2 g de precipitado en 250 mL de
agua desionizada.

Resultados

Todas las salmueras tienen un pH extremadamente basico con valores que van de 14,980 a
15,734 y con una salinidad alta que va de 330,5 PSU a 340,8 PSU. Estos datos se presentan
en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Determinacién del pH y la salinidad de muestras de las salmueras
del distrito Colorado de Abangares tomadas en abril de 2021.

Santos Prieto lejia cocinada 14,980 0,008 25,0 330,5
Santos Prieto Agua de Pozo 9,814 0,006 25,6 1947
Santos Prieto lejia normal 15,280 0,007 25,2 333,9
Bernio Garay Lejia normal 15,734 0,007 25,2 340,8
Bernio Garay Agua de Pozo 8,905 0,007 25,7 172,5
Diana Colorado Agua de Pozo 15,161 0,007 25,4 328,8
Diana Colorado lejia cocinada 15,227 0,009 25,2 334,4

Ensayos realizados en el Laboratorio de Acidificacion Oceéanica del Centro de Investigacion en Ciencias del Mar y
Limnologia (CIMAR) de la Universidad de Costa Rica (UCR).



Tecnologia en Marcha i‘
Vol. 39, N° 1. Enero-Marzo, 2026 81

Los resultados de los analisis por cromatografia idnica de las salmueras antes de los ensayos
electroquimicos se muestran en los Cuadros 3 vy 4.

En general se observa que las muestras de pozo presentan una concentracion menor de sales
respecto a las lejias, debido a esto se hizo la precipitacion electroquimica en las muestras de
lejia de las fincas de Diana Colorado, Bernio Garay y Santos Prieto. Es notorio que las muestras
de lejia tengan una concentracion bastante baja de calcio respecto a las aguas de pozo
(Cuadro 4), debido a precipitacion del carbonato de calcio durante la produccion de la sal. Esto
representa una gran ventaja para los objetivos de este trabajo, ya que normalmente el calcio
y el magnesio pueden precipitar simultdneamente o interferir uno en la precipitacion del otro.

Cuadro 3. Determinacion por cromatografia iénica de la concentracion (mg/L) de iones
en las salmueras de agua de pozo de Colorado de Abangares en 2021.

Magnesio (+30) 6090 NR 6780
Calcio (£30) 1400 (282,6+0,6)x100 1190
Sodio x 10%(x4) 466 831 526
Potasio x 10 (£3) 167 260 180
Cloruro x 10° (x£2) 121 221 -
Sulfato x 10%(£0,3) 9,9 17,2 -
Fluoruro <79 < 87 -
Nitrito < 320 < 350 -
Nitrato < 360 < 400 -
Fosfato < 1800 < 2000 -
Amonio <19 <21 <23
Litio nd nd nd

Ensayos realizados en el Laboratorio de Geoquimica de la Escuela Centroamericana de Geologia de la
Universidad de Costa Rica (UCR).

NR: Pico no resuelto en el cromatograma,

nd: por debajo del limite de deteccion.

Cuadro 4. Determinacion por cromatografia iénica de la concentracion (mg/L)
de iones en las salmueras de Colorado de Abangares en 2021.

Litio (+ 0,4) 2,2 2,8 4,3 2,3

Sodio x 10* (= 0,5 x 10°) 5,1 3,9 3,2 5,6
Potasio x 10* (x 0,08 x 10%) 1,16 1,38 1,43 1,21
Calcio + 2 24 7 2,3 4,4
Magnesio x 10* (+ 0,4x10%) 4 4.9 5,4 4,7
Cloruro x 10° (£ 0,2 x 10°) 1,4 1,7 1,5 1,6
Sulfato x 10* (+ 0,6 x 10%) 3,8 6,5 & 4,5

Ensayos realizados en el Laboratorio de Geoquimica Volcanica del Instituto Observatorio Sismolégico y
Vulcanolégico (OVSICORI) de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA).

a: la lejia cocinada se refiere al proceso que involucra evaporacion con lefia.

b: la lejla normal se refiere al proceso que se realiza por evaporacion por secado al sol.
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Resultados de condiciones de precipitacion por electrdlisis

Sibien pararealizar la precipitacion de las salmueras se pueden utilizar electrodos concéntricos,
estos hacen mas dificil el control de la corriente, pues alcanzan valores tan altos que no
favorecen la precipitacion. En cambio, al utilizar electrodos separados se logra un control de la
corriente que resulta en corrientes mas bajas que si favorecen la precipitacion.

Las mejores condiciones para la precipitacion de las salmueras —segun el esquema de la Figura
1- se muestran en el Cuadro 5. La precipitacion consiste en un pretratamiento de electrolisis
sin burbujeo de CO, para favorecer la precipitacion del magnesio, seguida de una etapa de
precipitacion con burbujeo de CO, para favorecer la formacion de carbonatos. Solamente una
de las salmueras fue diluida (la salmuera de Santos Prieto Lejia Normal, 200 mL de la muestra
en 600 mL de agua desionizada, para un factor de diluciéon de 3) para evaluar el efecto de la alta
salinidad en la precipitacion. Se obtuvo que la densidad de corriente para la salmuera diluida
es de 0,073 A/lcm?y para las salmueras sin diluir de 0,200 A/lcm?. En general, las salmueras sin
diluir presentan una mayor precipitacion de producto por la mayor concentracion de sales.

Cuadro 5. Parametros empiricos durante la electrélisis de precipitacion de las salmueras
de Colorado de Abangares segun se describe en el diagrama de la Figura 1.

Voltaje (V) 6-5 8-6 8,8 8-7
Corriente (A) 1,55 5,556 5,543 5-4
Densidad de 0,073 0,260 0,260 0,234

corriente (A/lcm?)

Tiempo (minutos) 180 180 180 180
iz (o) el 1,1 7.3 2,6 7.1
precipitado

Ensayos realizados en el Laboratorio de LabVolta del CELEQ de la Universidad de Costa Rica.
a: la lejfa cocinada se refiere al proceso que involucra evaporacion con lefia.
b: la lejia normal se refiere al proceso que se realiza por evaporacion por secado al sol.

Resultados de la caracterizacion de precipitados por IR y Rayos X

Se caracterizaron los precipitados obtenidos por espectroscopia infrarroja y analisis de rayos
X de polvos. El anédlisis de los espectros de infrarrojo de los precipitados obtenidos de las
salmueras muestra sefiales de grupos O-H, C-O y M-O, como se indica en la Figura 2a [26].
Los difractogramas de rayos X de estos precipitados obtenidos presentan picos de mayor
intensidad correspondientes a Mg(OH), y a NaCl (Figura 2b), con lo que se tiene que el
precipitado obtenido se compone principalmente de una mezcla de ambos compuestos. Se
concluye entonces que debido a la alta proporcion Mg:Ca, se favorece siempre la precipitacion
de Mg(OH), (precipitado#2 de Figura 1) aunque se utilice CO,. Por lo tanto, la salmuera tiene
potencial para usarse como una buena fuente de magnesio al seguir este procedimiento.
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Figura 2. Caracterizacion del precipitado#1 (Figura 1) de la muestra de salmuera Diana Colorado Lejia
Cocinada por medio de a) espectroscopia infrarroja ATR-FTIR y b) difractometria de rayos X de polvos.

Resultados de la caracterizacién de salmueras post electrdlisis

La caracterizacion de las salmueras post-electrdlisis se hizo por cromatografia idnica posterior
al proceso de electrdlisis por tres horas y se ensefian los resultados en el cuadro 6. Se observa
que luego de la electrdlisis permanece una concentracion de magnesio significativa en estas
salmueras que podria aprovecharse si se aplica la electrdlisis por un intervalo mayor de tiempo.

Cuadro 6. Determinacion de la concentracion (mg/L) de las especies idnicas
mayoritarias en salmueras después de hacer la electrdlisis por tres horas.

Litio 3,3+0,3 3,1+0,3 1,5+0,3
Sodio (5,6 = 1) x 108 (36 + 7) x 103 (58 + 11) x 108
Potasio 335 + 67 (15 £ 3) x 108 (12,4 £ 2,4) x 10°
Calcio 26 +3 21+0.2 29+ 3

Magnesio (1,1 +£0,1) x 103 (58 + 6) x 108 (449 + 4,4) x 10°
Cloruro (1,4 £0,1) x 103 (170 £ 17) x 10® (153 £ 15) x 103
Sulfato 278 + 56 (57 £ 11) x 103 (43 £ 11) x 108

Ensayos realizados en el Laboratorio de Geoquimica Volcanica del Instituto Observatorio Sismoldgico y
Vulcanolégico (OVSICORI) de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA).

a: la lejfa cocinada se refiere al proceso que involucra evaporacion con lefia.

b: la lejia normal se refiere al proceso que se realiza por evaporacion por secado al sol.
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Resultados de la electrolisis de optimizacion

Para evaluar el efecto del CO:, se aplicé una electrélisis optimizada (5 A, 4 horas) a la muestra
de la salmuera Diana Colorado, porque es la muestra con la mayor concentracion de magnesio.
Los resultados se presentan en el Cuadro 7.

En la electrdlisis de optimizacion de condiciones se aplicé una corriente de 5 A por cuatro
horas para una densidad de corriente similar a las pruebas de precipitacion electroquimica
iniciales, con valores de 0,230 A/cm?(Cuadro 5). Con estas modificaciones se obtuvo hasta el
triple de la cantidad de precipitado #1 y #2 que habian sido obtenidos al aplicar la electrdlisis
por solamente tres horas.

El resultado de los espectros de infrarrojo del precipitado#1 (sin uso de CO,) y del precipitado#2
(con uso de CO,) indica senales sugerentes de grupos OH, C-O y de M-O; mientras que los
difractogramas de rayos X de los precipitados obtenidos de este proceso mostraron sefiales
que indican que estan presentes el hidroxido de magnesio y el cloruro de sodio en ambos,
igual que en los anteriores. No se observan diferencias por el uso de CO, en los precipitados
y no hubo evidencia de sefales de otros compuestos en la muestra, lo cual indica que la
precipitacion podria realizarse sin uso de CO,,.

En las disoluciones elaboradas con los precipitados #1 y #2 hay una alta concentracion de
cationes sodio y magnesio, junto con los aniones bromuro, sulfato y potasio. Estos datos se
presentan en el Cuadro 7. La distribucion de magnesio en el proceso optimizado muestra que
los precipitados recuperan conjuntamente 2,8% del magnesio inicial (1,35% en precipitado #1'y
1,46% en precipitado #2), permaneciendo el 91% en la salmuera post-electrélisis. Se observa un
incremento en la concentracion de calcio en ambos precipitados, atribuible a la contaminacion
durante el proceso. Lo anterior indica que las salmueras estudiadas poseen potencial para la
extraccion de magnesio en forma de Mg(OH).. Las concentraciones de litio —[1,8-4,3] mg/L
en las salmueras iniciales— son insuficientes para justificar la explotacién comercial por este
método.

Cuadro 7. Determinacion de la concentracion (mg/L) de las especies idnicas mayoritarias en la muestra de
la salmuera Diana Colorado en los diferentes productos obtenidos durante la electrélisis de cuatro horas.

precipitado#1
sin CO2

1,4 3446 128 139 2028 5226 641

precipitado#2
con CO2

lejia cocinada
post electrolisis 1,8 59081 13452 43 42650 148981 48484
4 horas

1.1 3474 189 101 2150 6534 773

Ensayos realizados en el Laboratorio de Geoquimica Volcanica del Instituto Observatorio Sismolégico y
Vulcanolégico (OVSICORI) de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA).
La electrdlisis optimizada por cuatro horas se hizo segun el procedimiento indicado en el diagrama de la figura 1.

Un balance de masa y energia se muestra en el Cuadro 8. Inicialmente en la salmuera hay
una cantidad de 37 g de magnesio y de esta salmuera se obtiene una cantidad de 16,8 g de
Mg(OH), con la primera electrdlisis y luego 20,6 g en la segunda electrdlisis. A pesar de esto,
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aun sigue quedando magnesio remanente en disolucion que se podria continuar aprovechando.
Se estima, ademas, que el costo de produccion por gramo de magnesio para este proceso
serfa de $0,036USD/g.

Cuadro 8. Balance de masa y energia para la obtencion de magnesio a partir de la electrolisis
de la salmuera Diana Colorado Lejia Cocinada de Colorado de Abangares.

Salmuera inicial 37 - - - - Material de partida
| Electrdlisis : L
S Primera precipitacion
-~ Recuperacion:
Precipitado #1 0.5 16.8 4 0.14 0.036 135% Mg
! Filtracion

| Electrélisis con CO, Segunda precipitacion

(5A, 4h)
- Recuperacion:
Precipitado #2 0.54 20.6 4 0.14 0.036 1.46% Mg
| Filtracion
Salmuera post- 34 . ) _ ) Material final para
electrdlisis recuperacion

Segun el procedimiento descrito en la Figura 1.

Otros metales como el calcio y litio representan menos de un 0,1% de la cantidad de magnesio y por eso no se
tomaron en cuenta en el balance de masa.

En la informacion suplementaria se describe el célculo del consumo energético.

Para el 2021 se reporta un costo de producciéon industrial de magnesio de $0,006USD por
gramo [27]. Este precio ha oscilado debido a su elevado costo de produccién y su dependencia
geopolitica porque China ha reducido su producciéon para alcanzar sus objetivos anuales de
emisiones. En comparacion, el costo de la electrdlisis propuesta en este trabajo (0,036 USD/qQ)
€S unas cinco veces mayor, atribuible principalmente a la escala de laboratorio y al uso de
condiciones aun no del todo optimizadas. Existen diferentes modificaciones que se podrian
realizar en el proceso de electrdlisis para mejorar su eficiencia. Por ejemplo, en el trabajo de
Sano et al. [15] utilizaron un sistema de electrélisis en flujo continuo con una membrana de
intercambio catiénico y reportan un costo de 0,97 USD/kg (0,00097 USD/g) lo que demuestra
el potencial de reduccion de costos por escalamiento. En esa investigacion se reportaron
problemas de contaminacion por la coprecipitacion de CaCO,, sin embargo, en el caso de las
salmueras concentradas de Abangares esto no seria un problema ya que la concentracion de
calcio es muy baja. Los costos de produccion podrian reducirse aun mas si, por ejemplo, se
utilizan electrodos de acero, de mayor area superficial y con energia solar. Todo este proceso
se podria adaptar por medio de un disefio experimental de superficie de respuesta para
optimizar los costos y serfa el enfoque para continuar con esta linea de investigacion.
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Conclusiones y recomendaciones

Los resultados muestran que los precipitados obtenidos se componen principalmente de
una mezcla de hidréxido de magnesio con cloruro de sodio. Debido a que la mayor parte del
precipitado obtenido es magnesio —~como Mg(OH),— el cual también es catalogado como un ion
de importancia creciente, se puede considerar a estas salmueras como una fuente relevante
de magnesio, que se puede destinar para el uso en aplicaciones energéticas y electronicas. El
meétodo aplicado en este trabajo es una estrategia de mineria del mar que no requiere del uso
de agentes quimicos en cantidades excesivas.

Segun las pruebas realizadas, no se considera necesario realizar la dilucion de la salmuera
para el proceso de electrolisis. Tampoco es Uutil el uso de CO, porgue no se observa un cambio
significativo en la masa del precipitado obtenido. Para propiciar una precipitacion mayor de la
salmuera se requiere de un area de electrodo mayor y de la aplicacion de la electrdlisis por un
intervalo de tiempo mayor.

En general, las salmueras son una fuente rica de magnesio el cual que puede ser separado
de forma bastante selectiva. El precipitado obtenido de estas salmueras estd compuesto
principalmente por Mg(OH), y NaCl, con pequenas cantidades de litio y calcio, entre otros iones.

El uso de técnicas electroquimicas para la extraccion de sales del mar esta en constante
innovacion y su uso va en aumento, esto fomenta aspectos importantes como la reduccion o la
ausencia de agentes quimicos contaminantes.

Las caracteristicas de las salmueras de la extraccion de sal de Colorado de Abangares —
tales como su alto contenido de magnesio y su bajo contenido de calcio— hacen favorable
la exploracién de otros métodos de extraccion que puedan a su vez disminuir el costo de
produccion y lograr que la electrélisis sea mas competitiva.
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Figura S1. Proceso de extraccion de sal del agua de mar. a) Pila de cristalizacion usada en la produccion de sal
cruda; b) Recipiente metélico con agua de mar sobre un horno de barro usado en la produccion de sal cocinada.
Fotografias por autora tomadas en Colorado de Abangares en la finca Bernio Garay del dia 10/02/2022.
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Figura S2. Region de Abangares en el Golfo de Nicoya con los puntos de muestreo de
las salinas. Fuente: Modificacion del mapa de la region de muestreo en Colorado de
Abangares realizado por Ana Cristina Brenes Granados y Rafael Bonilla Mata.
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Figura S3. Configuracion del sistema de electrdlisis para la precipitacion
de calcio, magnesio y litio a partir de salmueras.

Estimacion del area de los electrodos

Para la determinacion de la densidad de corriente se realiza un célculo del area superficial del
electrodo considerando la geometria del electrodo segun la informacién presente en el Cuadro
1y el procedimiento descrito en el articulo de Lee y colaboradores [28] para el célculo de las
unidades por area, segmentos independientes y de unién del electrodo.

Cuadro 1. Caracteristicas del electrodo separado de Pt/Ir 04/1 utilizado en la electrdlisis.

30 mm

Diametro del electrodo

15 mm

Radio del electrodo

40 mm

Altura del electrodo

0,120 mm

Diametro del alambre

0,5 mm

Ancho medio de poro

Datos obtenidos de la ficha técnica del fabricante de los electrodos, marca Heraeus.

Para esto se definié primero una unidad de malla, asi la longitud de una unidad de malla esta
compuesta por 2 alambres y un poro, es decir 2 veces el diametro del alambre y el ancho del
poro. Luego se realizo el célculo del area cilindrica del electrodo para establecer una relacion
entre el area de las unidades de malla y el area total y de esta manera calcular el nimero total

de unidades de malla en el electrodo.

Calculo del area de un electrodo cilindrico

Acilindaro = 2mrh

Aclectrodo = 2" m*15mm - 40 mm

Aelectrodo = 3,8 103 mm?2
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Segun el articulo de Lee [28] se puede realizar el célculo de area con las siguientes formulas:

Area del segmento independiente = © 5TStw

. 3
Area del segmento de union = m - 57 §4= —-5

Donde:
s= ancho del alambre
w= ancho medio de poro

Luego se multiplicod el area de cada seccion independiente y de segmento de unién por el
numero de segmentos correspondientes. Para el calculo de la cantidad de segmentos se
utilizaron las siguientes férmulas:

Segmentos independientes =2 *n* (n+ 1)
Segmentos de union=(n-+1) 2
Donde n= numero de poros, contados a lo largo y a lo ancho como una uUnica unidad

Finalmente, estos valores se multiplicaron por las unidades totales de poro para obtener el valor
del area total del electrodo de malla. Las unidades de malla totales se relacionan de manera
cuadratica con el numero total de poros.

Célculo del consumo energético

Se tiene la aplicacion de 5 A por 4 horas a una tension constante de 7 V, se obtiene el consumo
energético:

Este valor transformado a kW*h corresponde a:

Luego para un consumo de energia menor a 3000 kWh se tiene una tarifa de 70,83 colones por
cada kWh, esto quiere decir que el costo de produccion para este consumo es de 10 colones.

Célculo de masa de magnesio:
Masa de magnesio = Vsgimuera * Concentracion magnesiosqimuera
Masa de magnesio = 0,8 L * 46629mg/L
Masa de magnesio = 37303 mg
Masa de magnesio = 37,30 g

Declaraciéon sobre uso de Inteligencia Artificial (1A)

Los autores aqui firmantes declaramos que no se utilizd ninguna herramienta de |IA para la
conceptualizacion, traduccion o redaccion de este articulo.
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Espuma metalica; perfiles de densidad; estadistico de Hotelling; deteccion de defectos.

Resumen

La estructura interna de una espuma metélica se puede investigar mediante la medicion de
perfiles de densidad, por ejemplo, usando técnicas de medicion no-destructivas, escaneando
el material a lo largo de su espesor 0 a través de alguna direccion representativa. En este
estudio se analizan los perfiles de intensidad de la radiacion gamma absorbida por una espuma
fabricada con una aleacion AlSi10. Si los perfiles se caracterizan mediante indicadores de forma
del perfil, que reflejan el estado de control de la densidad del material, es posible disefiar un
grafico T? de Hotelling para Fase |, identificando cambios en la media de dichos indicadores
a lo largo del espacio. La propuesta se basa en observar varios valores del estadistico por
arriba del limite establecido y en forma consecutiva, porque estos pueden detectar variaciones
de densidad en una zona especifica del material. Se ha comprobado que la tasa de falsas
alarmas de esta propuesta es muy baja, por lo que se permite planificar su implementacion
para monitorear posibles defectos internos. Ademas, proporciona un método para evaluar la
uniformidad de la densidad, sin necesidad de recurrir a métodos de control destructivos.

Keywords
Metal foam; density profiles; Hotelling’s statistics; defects detection.

Abstract

The internal structure of a metal foam can be investigated by measuring density profiles, using
no destructive testing which scans the material across its thickness or along some representative
direction. In this study we analyse the profiles of gamma radiation intensity, absorbed by a metal
foam manufactured with a AISi10 alloy. If these profiles are characterized using shape indicators
reflecting the state of density control of the material, it is possible to design a Phase | Hotelling’s
chart to identify changes in the mean of these indicators across the space. The approach is
based on observing several statistic values consecutively exceeding the established limit, as
these may detect density changes within a specific area of the material. It has been verified that
the false alarm rate of this approach is very low, which enables the planning of its implementation
for monitoring potential internal defects. Furthermore, it provides a method for assessing density
uniformity without the need for destructive testing methods.

Introduccién

El Control Estadistico de Procesos (SPC, por su sigla en inglés) proporciona un conjunto de
meétodos y herramientas accesibles que permiten mejorar el desempefio de un determinado
proceso, reduciendo la variabilidad y evaluando su capacidad para cumplir con las
especificaciones de un producto. Entre las herramientas mas relevantes del SPC se encuentran
los gréaficos de control estadistico, tanto univariados como multivariados, cuyo propdésito es
monitorear el proceso y detectar desviaciones [1]. Un grafico de control se construye a partir de
informacion obtenida de una muestra recolectada mientras el proceso opera bajo condiciones
de control estadistico. Al estar disefiado con la variabilidad natural del proceso, cualquier
cambio estadisticamente significativo se manifestara como una alteracion en los parametros
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representados en el gréfico. Esta etapa de disefio de graficos de control se denomina Fase |.
Posteriormente, la Fase Il, de monitoreo u operativa, utiliza los limites de control establecidos
durante la Fase | para detectar y actuar sobre causas especiales de variacion [1].

Cuando se abordan problemas caracterizados por multiples parametros, es recomendable
emplear graficos de control multivariados, pues los graficos univariados —que consideran una
sola variable a la vez— tienden a incrementar la probabilidad de generar falsas alarmas debido
a causas especiales de variacion [2,3]. Entre los gréaficos multivariados mas utilizados en la
literatura se encuentra el grafico de Hotelling, disefiado para detectar cambios en la media de
variables interrelacionadas. Este grafico representa una extension multivariada del gréafico de
control de Shewhart y permite la supervision simultdnea de multiples variables que describen
un proceso o la calidad de un producto [3].

Las espumas metélicas son materiales celulares de celdas cerradas, constituidas por una red
de espacios vacios (poros grandes) delimitados mediante paredes solidas interconectadas y
caracterizadas por bajos valores de densidad [4,5]. Lo anterior, combinado con las propiedades
mecanicas, térmicas, etc. del metal base [6,7], permite su aplicacion funcional en absorcion de
energia, aislamiento térmico y acustico, amortiguamiento de vibraciones, asi como para usos
estructurales en sectores como el automotriz, naval y biomédico [8]. No obstante, su adopciéon
comercial ha sido limitada debido a factores relacionados con variaciones en su estructura,
métodos de fabricacion y costos de produccion [9,10].

La manufactura de una espuma debe asegurar que el material mantenga una porosidad
controlada en cantidad, tamafno y distribucion, garantizando una estructura homogénea de la
matriz del material [7,9]. Estos objetivos son dificiles de alcanzar, especialmente en el caso de
una espuma de aluminio cuando su produccion es por via metalirgica en moldes y usando
agentes espumantes. La coexistencia de fases metélicas sélida, liquida y de burbujas gaseosas
genera fendmenos complejos que dificultan el control del proceso [8,11]. Como resultado, se
obtienen materiales no homogéneos, con gradientes de densidad, variaciones en el tamafio de
celdas y presencia de defectos [11,12]. Estos factores, en conjunto con el desarrollo constante
de nuevos materiales, hace que este campo sea relevante y desafiante [11, 13]. En particular,
la densidad se relaciona con las propiedades mecanicas del material, como son la resistencia a
traccion, compresion o torsion [10, 14-16]. En efecto el perfil de densidad, medido a lo largo un
espesor o0 de una longitud de una muestra de material celular, puede proporcionar informacion
sobre su uniformidad estructural [17-19]. También en el caso de materiales compuestos, como
los paneles de viruta de madera, los parametros de proceso afectan significativamente la forma
del perfil de densidad [20,21,22]. En [23] se ha estudiado la relacion entre el perfil de densidad
vertical en tableros de viruta de madera y su desempefio funcional, demostrando que la forma
del perfil influye directamente en el rendimiento del producto final.

El objetivo de este trabajo es proponer un procedimiento de monitoreo estadistico en la Fase |
para el control de una espuma de aluminio. La propuesta contempla la utilizacion de técnicas
de medicion no destructivas (NDT, por su sigla en inglés), para analizar la densidad de la
espuma mediante perfiles experimentales de esta magnitud a lo largo del material. A partir de
los perfiles se calculan los indicadores de la forma del perfil y posteriormente se determinan los
estadisticos. Debido a la naturaleza de las espumas metalicas producidas por via metallrgica,
€s comun observar heterogeneidad en su densidad, ocasionando que algunos valores del
estadistico excedan los limites de control del grafico de manera aislada. Si embargo, la
presencia de estos valores aislados no implica necesariamente que el proceso esté fuera
de control. Por lo tanto, se propone una interpretacion de los valores consecutivos de los
estadisticos que exceden los limites de control, para evaluar la uniformidad de la densidad de
las espumas, en la zona involucrada.
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La metodologia empleada en este trabajo se describe en las secciones siguientes. Se brinda
el método de medicion y la estrategia para obtener los conjuntos de perfiles de densidad, asi
como el modo para determinar los indicadores del perfil. Sucesivamente, se introduce la técnica
para la reduccion de indicadores, para cada conjunto de perfiles, seleccionando aquellos que
seran empleados en el disefio del gréfico de control. Posteriormente, se presenta el enfoque
para evaluar el desempefio del grafico, asi como una propuesta de interpretacion de los valores
estadisticos consecutivos que exceden el limite superior de control. Finalmente, se presentan
las conclusiones y las recomendaciones finales.

Metodologia

Los perfiles de densidad se obtuvieron a partir de mediciones de la intensidad de radiacion
absorbida por el material, utilizando un sistema de escaneo por rayos gamma [24]. Las
mediciones se desarrollaron en una muestra de espuma de aluminio con dimensiones de
16.5 x 16.5 x 4.0 cm?, fabricada mediante el proceso de espumado a partir de precursores
comerciales Alulight® GmbH. Los precursores consistian en una aleacion AlSi10 mezclada con
hidruro de titanio (TiH;), al 0.80 % en peso, como agente espumante. Durante la fabricacion,
las varillas precursoras se colocaron sobre el plano X-Y perpendicular a la direcciéon de la
gravedad, como en Figura 1. En la misma figura se brindan los ejes de referencia X, Y, Z, la
muestra de la espuma y las siguientes configuraciones para la medicién de la densidad:
Canto X, rayos paralelos al eje Y, donde, para una determinada coordenada X, las mediciones
son en correspondencia de distintos valores Z; Canto Y, rayos paralelos al eje X, donde, para
una determinada coordenada Y, las mediciones son en correspondencia de distintos valores Z;
Frente X, rayos paralelos al eje Z donde, para una determinada coordenada X, las mediciones
son en correspondencia de distintos valores Y; Frente Y, rayos paralelos al eje Z donde, para
una determinada coordenada Y, las mediciones son en correspondencia de distintos valores
X. Para cada posicion del escaneo, se registraron tres mediciones con un tiempo de muestreo
de 30 segundos por medicion. Cada perfil de Canto se formd a partir de 18 mediciones,
espaciadas cada 2 mm entre 0 mm y 34 mm y cada perfil de Frente se construyd con 82
mediciones, separadas cada 2 mm, desde O mm hasta 162 mm. En total, se registraron 39
perfiles para cada uno de los Cantos y de los Frentes.

hNZ

Frente X
|

Y _*
-
& .
L Canto ¥
prECOrEaTE S #

54

Figura 1. Sistema de referencia y posicionamiento de los precursores en la muestra de la espuma metélica.

Sucesivamente se implementd el método para caracterizar la densidad de la espuma,
procesando directamente los valores medidos, pues la intensidad de radiacion gamma
absorbida es proporcional a esta propiedad. En el trabajo se usé el método de Wong et al.
[20], desarrollado para evaluar la calidad de tableros de particulas de madera. Los autores
asumieron como variable de respuesta el perfil de densidad a lo largo del espesor del tablero,
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caracterizando su forma mediante varios parametros. El mismo método se implement6 para la
densidad de la espuma metélica, usando los 14 indicadores sefialados en la Figura 2. En la
figura, la densidad maxima (PD) se definié como el promedio entre la densidad maxima medida
en la mitad izquierda del perfil, correspondiente a la base (PDb), y la densidad maxima en la
mitad derecha, correspondiente a la superficie (PDs). La posicién central del perfil, proxima a X
= 80 mm, dividio el intervalo de medicion en dos mitades. Por su parte, la densidad del nucleo
(CD) se calculé como la media de la densidad en la seccion central que abarca el 20 % de
las posiciones alrededor del punto medio del perfil. La densidad media (MD) correspondio al
promedio de todas las mediciones de densidad a lo largo del perfil. El factor de gradiente (GF)
se definié como la distancia horizontal entre la linea central (CL) y el contorno del perfil, medida
a una altura equivalente a la mitad de la diferencia entre la densidad maxima (PD) y la densidad
del nucleo (CD). Este factor se calculé para ambos lados del perfil: hacia la base (GFb) y
hacia la superficie (GFs). El area de pico (PA) correspondié al area bajo la curva del perfil
qgue superaba la linea de la densidad media (MD), calculada también de forma separada para
la base (PADb) y la superficie (PAs). Las distancias de pico (Pbb y Pbs) indicaron la distancia
desde los extremos del perfil (base o superficie) hasta el punto donde el perfil intersecaba la
linea de MD. Finalmente, se propuso el rango (R) como un indicador adicional, definido como
la diferencia entre los valores maximo y minimo de densidad en todo el perfil.

o

S

2
:

PDs

Intensidad de Radiacion {cuentas por segundo)

a 40 BO 120
Posicion (mm)

Figura 2. Indicadores que caracterizan a un perfil de densidad de espuma metalica.

Para desarrollar el método, se programd una rutina en lenguaje R para extraer los 14
indicadores, a partir de cada perfil de densidad. Esto generd un conjunto de 14 variables para
cada uno de los 39 perfiles, tanto de Frentes como de Cantos. Se aplico la técnica de Analisis
Factorial a cada conjunto de datos, con el objetivo de reducir la dimensionalidad e identificar
un subconjunto de indicadores que explicara la mayor parte de la varianza total. Con los
indicadores seleccionados, se disefid un grafico de control multivariado utilizando el estadistico
T2 de Hotelling [3], el cual se calculé mediante la ecuacion (1).

T2=(x-Xx) S71(x —x) (1)

[— -_— j— j— j— I . . .
donde X = [xbxz,xs, ---,Xp] representa el vector de medias muestrales de los indicadores

que caracterizan los perfiles, X es el vector de variables que caracterizan a cada perfily S la
matriz de varianza-covarianza muestral de las pxp variables. Asi, el valor de un estadistico T?
de Hotelling cuantifica la distancia multivariada entre un vector de observaciones y la media
multivariada del proceso, ponderada por la variabilidad y correlacion entre variables. Cuanto
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mayor es su valor, mayor es la discrepancia con respecto al comportamiento esperado,
mientras que valores pequenos indican similitud con los valores de referencia. Los limites de
control superior (UCL) e inferior (LSC) para controlar los estadisticos, para Fase |, son:

(m — 1)
UCL = ———Bap/2,m-p-1)/2 2)

LSC =0
donde Ba,p/2,(m-p-1)/2 s la cola superior de la distribucion beta con parametros p/2,(m-p-1)/2 .

Se utilizé la funcion mgce de R, para determinar los limites de control a partir de los perfiles
originales, estableciendo un error tipo |, a, como valor individual. Dado que se realizaron
pruebas simultaneas, para la interpretacion se debid tomar en cuenta el error de la familia,

calculado como: ®famitia =(1 — @)? donde p es el nimero de variables. Con el fin de evaluar
el desempefo del grafico de control en términos del ARL, de diseno correspondiente a
1/ a, se implementd una funcion “boostrapping” para generar nuevos perfiles a partir de los
originales. En este caso se tomaron 2 perfiles al azar y se promediaron sus valores para cada
posicion, generando asi N nuevos perfiles en cada iteracion. El procedimiento se aplicd por
separado a los conjuntos de perfiles correspondientes a Canto X, Canto Y, Frente X y Frente
Y. Para cada nuevo perfil, se calcularon los indicadores seleccionados y su correspondiente
estadistico 7?7 mediante la Ecuacion 1. Se identificd si dicho estadistico superaba el limite
superior de control y se registrd el “run length” o nUmero de muestras necesarias para que
el gréfico detecte un fuera de control. Este se promedi6 para determinar el ARL de las 1000
iteraciones ejecutadas. Sucesivamente, se realizaron corridas para diferentes valores de a, asi
comparando el desempeno del grafico. Cualquier cambio en el proceso —reflejado en la media
o la correlacion entre indicadores— se manifestaria como un cambio en el valor del estadistico
T?, permitiendo su deteccion cuando se compare con el limite previamente establecido. Como la
estructura interna de las espumas no €s homogénea, es esperable que mediante el estadistico
T2 se muestre saltuariamente un fuera de control, como punto aislado. En cambio, la aparicion
de varios estadisticos T? consecutivos fuera del limite de control indicaria que los perfiles de
una zona especifica de la espuma metélica puedan evidenciar un cambio consistente en su
forma, sefialando posibles defectos internos o irregularidades en la uniformidad de la densidad
del material.

Resultados y discusion

En la Figura 3 se brindan los perfiles experimentales de Canto X y Canto Y, observando una
densidad mayor en las posiciones extremas respecto de las posiciones mas centrales. Este
comportamiento se relaciona con el enfriamiento y solidificacion prematura de la espuma
cercana de las paredes del molde, que provoca en esa region una expansion reducida de
las burbujas. La Figura 4 muestra los perfiles de Frente, donde se aprecia que los de Frente
X presentan una mayor irregularidad en las mediciones, en comparacion con los de Frente Y.
Esto podria indicar que los precursores, dispuestos perpendicularmente al eje Y, entrando en
contacto entre sf durante la expansion, generan un patrén no homogéneo de burbujas, reflejado
en variaciones locales de la densidad.

Para estos perfiles se evalta la reduccion de dimensionalidad mediante Analisis Factorial
en los cuatro conjuntos (Canto X, Canto Y, Frente X y Frente Y), identificandose que el 80 %
de la variabilidad total se explica principalmente por los 4 indicadores Rango, PD, CD y MD.
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Utilizando la Ecuacion 2 con p = 4 indicadores, se establece el limite de control superior, cuyos
valores son 15.19949, 13.7690546 y 11.70098 para los a alternativos de 0.0010, 0.0027 y
0.0100, respectivamente.

Aunque el tamafio de muestra no altera la estructura de la matriz de varianza-covarianza,
si influye en la estabilidad de sus estimaciones. Con pocas observaciones, la matriz puede
ser inestable o sesgada, mientras que un mayor numero de muestras permite una mejor
aproximacion a la covarianza poblacional. Por ello, se emplea N=200, una cantidad mayor de
muestras en comparacion con la cantidad original de 39 perfiles.
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Figura 3. Perfiles de la radiacion absorbida de Canto X y Canto Y de la espuma metélica.
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Figura 4. Perfiles de la radiacion absorbida de Frente Xy Frente Y de la espuma metélica.

En el Cuadro 1 se brinda el resultado del ARL para cada conjunto de mediciones, en
correspondencia de tres valores de a. Para todos los casos, el ARL mayor se obtiene para
las mediciones de Canto X, mientras el menor para el Frente Y, con valores que van desde
120 hasta 192. Se observa que, aunque la diferencia entre los errores a sea considerable,
los resultados de los ARL estimados no lo son, siendo respectivamente de 36, 33 y 27, para
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el Canto X. Si se comparan estos resultados con el valor tedrico del ARL, se aprecia que en
promedio el ARL del gréfico es mas bajo, pero esta diferencia se reduce considerablemente si
se confronta con el ARL de la tasa de error de familia (FWER) de 1- (1-a.).

El estadistico T? de Hotelling mide la distancia multivariada entre vectores de medias de los
indicadores de los perfiles, ponderada por la variabilidad y correlacion entre variables. Por
tanto, la presencia de varios valores T? consecutivos fuera de control indica un cambio en la
densidad del material en esa zona. Valores altos del estadistico reflejan una mayor diferencia
respecto a la media esperada, mientras que valores bajos sugieren que no hay diferencias
significativas.

Cuadro 1. Resultados del ARL para los tres valores de o individual.

Min=1 Min=1 Min=1
ARL Canto X 36 33 27
Max=191 Max=185 Max=185
Min=1 Min=1 Min=1
ARL Canto Y 26 22 19
Max=182 Max=185 Max=153
Min=1 Min=1 Min=1
ARL Frente X 29 24 18
Max=175 Max=192 Max=120
Min=1 Min=1 Min=1
ARL Frente Y 26 23 18
Max=182 Max=185 Max=153
ARL FWER 250 93 25

En el Cuadro 2 se aprecia que, para las mediciones del Canto X, de las 1000 iteraciones se
encuentran 118 con secuencias de al menos dos estadisticos T2 de Hotelling consecutivos; de
estas, 111 iteraciones tienen solo una secuencia, 6 iteraciones dos secuencias y 1 iteracion
presenta tres secuencias. La secuencia mas larga encontrada contiene solo 3 valores del
estadistico, uno mas del valor establecido de 2.

De acuerdo con los resultados de los Cuadros 2, 3 y 4, las iteraciones que encuentran una
secuencia son mas del 80%, mientras que un porcentaje menor se debe a 2 secuencias y aun
menos a 2 secuencias.

Cuadro 2. Cantidad de secuencias formadas por dos estadisticos T2 consecutivos encontradas en cada iteracion.

1 111 94%
2 6 5%
Canto X 118 3
3 1 1%
4 0 0%
1 218 87%
2 28 1%
Canto Y 251 3
3 4 2%
4 0%
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Cuadro 3. Cantidad de secuencias formadas por minimo dos estadisticos
T? consecutivos encontradas en cada iteracion.
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Cuadro 4. Cantidad de secuencias formadas por minimo dos estadisticos
T? consecutivos encontradas en cada iteracion.

1 179 91%
Canto X 196 2 16 8% 3
3 1 1%
1 302 80%
2 63 17%
Canto Y 379 3
3 13 3%
4 1 0,3%
1 327 74%
2 103 23%
Frente X 443 3 11 2% 3
4 1 0,2%
5 1 0,2%
1 323 77%
2 77 18%
Frente Y 417 8
3 16 4%
4 1 0%

La mayor cantidad de secuencias se observan en las mediciones de Frente Y. Por ejemplo, para
un o= 0.001, se evidencian secuencias en 234 iteraciones de las 1000; de estas, 207 tienen
una secuencia, es decir, la probabilidad en media de observar una secuencia en un perfil es
de un 20% aproximadamente. De la misma manera, las probabilidades de observar dos y tres
secuencias en un mismo perfil son de 2.6% y 1%, respectivamente.

Para las variaciones locales de densidad al interno de una espuma metalica, los resultados
obtenidos pueden sugerir algunas guias para decidir sobre qué parametros utilizar para su
monitoreo. Entre estos se incluyen, el nimero de perfiles por zona, la distancia entre mediciones
dentro de cada perfil, el espaciamiento entre perfiles, el valor del nivel de significancia a, asi
como la longitud minima de secuencias de estadisticos T2.

Las Figuras 5y 6 brindan ejemplos del comportamiento de los graficos de Control multivariados
7?2 de Hotelling. La Figura 5(a) evidencia una secuencia de 3 valores consecutivos del
estadistico, sefialando solo una secuencia de tamafio 3, mientras el grafico de Figura 5(b) no
sefiala secuencia, pues ninguna es de tamafo 2 o mas grande. La Figura 6(a) muestra una
secuencia de dos estadisticos consecutivos y en la Figura 6(b) no se detectan secuencias.
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Conclusiones y recomendaciones

A partir de mediciones de la radiacion gamma absorbida por una espuma de aluminio, se ha
desarrollado un método de caracterizacion de su densidad mediante indicadores de forma del
perfil, diseflando un gréfico T? de Hotelling para Fase | e identificando cambios espaciales en
la media de dichos indicadores.

Se ha estimado el ARL del grafico de control multivariado e identificado secuencias de
estadisticos consecutivos que sefialan condiciones de fuera de control. La probabilidad de
observar secuencias de mas de dos estadisticos consecutivos fuera de control ha resultado
ser muy baja, indicando que la espuma se ha producido bajo condiciones estables y por tanto
en control.

La propuesta de evaluar secuencias de estadisticos consecutivos constituye un enfoque
sencillo, pero innovador, que permite detectar posibles fallas internas o irregularidades en
la uniformidad de la densidad del material, sin recurrir a métodos destructivos. Para futuras
implementaciones, serd necesario estimar el nimero 6ptimo de estadisticos consecutivos fuera
de control que justifique una alerta. Para ello, se recomienda realizar pruebas controladas
que incluyan defectos inducidos en el material, 1o cual permitira calibrar adecuadamente los
parametros del sistema de monitoreo. Entre estos parametros se sugieren, el nimero de perfiles
por zona, la distancia entre mediciones dentro de cada perfil, el espaciamiento entre perfiles,
el valor del nivel de significancia a, asi como la ya sefialada longitud minima de secuencias de
estadisticos T? consideradas como sefial de posible desviacion.
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Resumen

La estimacion del caudal ambiental en una fuente de agua superficial se puede determinar
mediante diferentes metodologias que modifican su nivel de complejidad segun las variables
involucradas para su calculo. Desde el Centro de Investigacion y Extension en Tecnologia
e Ingenieria Agricola se han aplicado varias metodologias en las diferentes cuencas del
pals con la finalidad de aportar un registro de caudal ambiental en secciones de control de
importancia estratégica en la gestion del recurso hidrico. Este articulo de revision busca integrar
la informacion obtenida en los estudios realizados para establecer una base de registros
fundamentada cientificamente para aplicacion por parte de los tomadores de decision y para
futuros estudios de caudal ambiental. Los resultados ya obtenidos, permiten generar algunas
conclusiones importantes, por ejemplo, se concluyd que para rios que presentan una evidente
degradacion ambiental y poco uso por parte de las comunidades, como fue el caso del rio
Birris, la metodologia mas apropiada es la hidrolégica. Para rios que se atraviesan areas
protegidas, como el caso del rio Pejibaye, la metodologia hidrobiolégica, en casos con impacto
de actividades humanas sobre los ecosistemas acuaticos como en el caso del rio Pirris, la
metodologia que mejor se adapté fue también hidrobioldgica y, finalmente cuando las cuencas
cuentan con caracteristicas complejas y diferentes usos antropogénicos, como €s el caso de
los rios Tempisque y Sarapiqui, la metodologia méas apropiada es la holistica. Cada una de ellas
seleccionada técnicamente bajo los parametros requeridos para el calculo de un régimen de
caudal ambiental véalido para cada condicion.

Keywords
Rivers; ecosystems; organisms; utilization; communities.

Abstract

The estimation of environmental flow in a surface water source can be determined using different
methodologies that vary in complexity depending on the variables involved in their calculation.
The Center for Research and Extension in Agricultural Technology and Engineering has applied
several methodologies in different watersheds across the country to provide a record of
environmental flow in control sections of strategic importance for water resource management.
This review article seeks to integrate the information obtained from the studies conducted to
establish a scientifically based record base for application by decision-makers and for future
environmental flow studies. The results obtained allow for some important conclusions. For
example, it was concluded that for rivers with evident environmental degradation and little use
by communities, as was the case with the Birris River, the most appropriate methodology is
the hydrological one. For rivers that flow through protected areas, such as the Pejibaye River,
the hydrobiological methodology was also best suited. In cases where human activities impact
aquatic ecosystems, as in the case of the Pirris River, the methodology that best suited the river
was also hydrobiological. Finally, when the basins have complex characteristics and different
anthropogenic uses, as is the case of the Tempisque and Sarapiqui rivers, the most appropriate
methodology is the holistic one. Each of these methods was technically selected under the
parameters required to calculate an environmental flow regime valid for each condition.
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Introduccién

El caudal ambiental se establece como una asignacion del régimen hidrolégico natural de un
rio, para preservar la integridad de los sistemas ecoldgicos y los diferentes usos antrépicos en
la fuente [1]. Actualmente, a nivel mundial, se reconoce la importancia de la determinacién de
los caudales ambientales para la salud de los ecosistemas y el bienestar humano, lo que ha
sido aceptado por muchos paises a través de la declaracion de Brisbane celebrada en el 2007,
en la cual se definié que los caudales ambientales son “la cantidad, periodicidad y calidad del
agua que se requiere para sostener los ecosistemas dulceacuicolas, estuarios y el bienestar
humano que depende de estos ecosistemas” [2].

Los regimenes de caudales ambientales son utilizados como herramienta para la Gestion
Integrada del Recurso Hidrico ante la problematica generalizada de su uso excesivo y del
deterioro de los ecosistemas acuaticos [3]. El acatamiento de la asignacion de un caudal
ambiental requiere de la participacion social, un marco institucional y normativo, asi como
de politicas claras y efectivas [4]. De lo contrario, la tendencia local y mundial continuaria
inclindndose hacia la creciente demanda de agua para usos socio-productivos y el consecuente
deterioro de su calidad. Hasta ahora, el escenario del recurso hidrico ha sido acaparado por
el crecimiento econémico, el deterioro ambiental, la reduccién de los caudales por el efecto
de fendmenos naturales y de las actividades humanas, asi como los aspectos socio politicos
y legales en torno al aprovechamiento del agua; lo cual ha desencadenado una serie de
conflictos socio ambientales que han generado una presion sobre la demanda de agua, en
otra perspectiva, bajo el modelo de desarrollo vigente se ha afectado la salud de los ambientes
acuaticos, con los consecuentes impactos en los ecosistemas y en las actividades humanas
[5]. El problema también ha sido agravado con el proceso de cambio climatico, que ademas
ha dejado en evidencia la situacion critica en la que se encuentran muchos ecosistemas. En
este contexto, se han impulsado iniciativas para la determinacion del caudal ambiental a nivel
mundial y nacional, como lo sefala la Guia de seleccion de metodologias para la estimacion del
caudal ambiental en Costa Rica [6], la cual proporciona criterios técnicos y metodoldgicos para
seleccionar el enfoque mas adecuado segun las caracteristicas de cada cuenca.

Costa Rica es un pais cuenta con un capital hidrico estimado en 24 m?® por persona al afo
[7]. Esta riqueza en recursos hidricos se atribuye a diversas caracteristicas particulares del
territorio, como su clima, ubicacién geografica, sistema orogréfico, cobertura vegetal, entre
otros factores [8]. A pesar de esta condicion, el aprovechamiento del potencial hidrico es
limitado y las acciones orientadas a garantizar un uso sostenible son dificiles de gestionar.
Sin embargo, se promueve una cultura creciente de planificacion del agua, reforzada por el
cumplimiento de compromisos que garanticen la satisfaccion de la demanda presente y futura
de todos los usuarios incluyendo a los ecosistemas.

En Costa Rica, la determinacion del caudal ambiental se establecié a partir de 1991, bajo un
enfoque porcentual del caudal aforado en la fuente de agua. Este porcentaje, destinado a
garantizar la funcionalidad de los ecosistemas acuaticos, ha variado de acuerdo con los usos
presentes en cada cuenca; oscilando entre un 10% y un 20% del caudal medio del rio [6]. Este
porcentaje ha sido cuestionado, debido al aumento de la poblaciéon, variedad de actividades
productivas, cambios en la dinamica de las fuentes de agua, toda vez que, en muchos casos,
no ha sido suficiente para preservar el nivel de agua apropiado. Esto ha empezado a cambiar
desde el afio 2021, cuando el Ministerio de Ambiente y Energia por medio del Decreto Ejecutivo
N° 43242-MINAE reglament6 la determinacion del caudal ambiental en el pais. Documento que
surge de un proceso participativo dirigido por la Direccion de Agua del MINAE y en donde el
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, por parte de las escuelas y centros de investigacion de
Ingenieria Agricola y Biologia tuvieron una participacion destacada.
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Existen varias metodologias para el calculo del caudal ambiental, sin embargo, la determinacion
de la metodologia adecuada para cada cuenca dependera de las caracteristicas particulares
en cada caso y los registros de informacion hidrometeoroldégica con que se cuenten. A pesar
de que las metodologias de estimacion de caudales ambientales son variadas en general se
fundamentan en: métodos hidrolégicos, hidrobiolégicos, hidraulicos, eco-hidraulicos y holisticos
[9], [10]. Estos métodos y sus variaciones, aunados a las caracteristicas particulares de las
cuencas de Costa Rica, hace necesaria la implementacion de metodologias que se adapten a
las diferentes condiciones y que a su vez permitan mantener la funcionalidad de los ecosistemas
acuaticos y del recurso para uso de las comunidades. Diferentes instituciones han aplicado
algunas metodologias de acuerdo con las necesidades de sus proyectos, especialmente el ICE
en el area de produccién de energia hidroeléctrica. Por este motivo, el Centro de Investigacion
y Extension en Tecnologia e Ingenieria Agricola del TEC establecio la ruta de investigacion bajo
convenio con la Direccion de Agua del MINAE, con el objetivo de aplicar varias metodologias en
la determinacion de caudal para puntos estratégicos en cada unidad hidrolégica del pais. Hasta
el momento se han realizado cuatro investigaciones donde se han validado tres metodologias:
hidrolégica para la subcuenca del rio Birris [11]; hidrobioldgica para la subcuenca del rio
Pejibaye [12] y el rio Pirris; y holistica en el rio Tempisque [13]. En este articulo se pretende
integrar la informacion obtenida de los cuatro estudios realizados hasta el momento para que
sirva como insumo para futuros estudios de caudal ambiental en el pais.

Metodologia Hidrologica

Los métodos hidrolégicos tienen una mayor posibilidad de aplicacion por requerir menos
cantidad de variables, lo que los convierte en una opcidén mas practica y econémica si se
tienen los registros hidrometeoroldgicos histéricos para determinar los caudales deseables, que
garantice un nivel de proteccién de los ecosistemas fluviales [14], dicho registro se recomienda
gue sea mayor o igual a 20 afos. De esta forma se establecen porcentajes de caudal, se
determinan indices y se opta por un caudal calificado o establecido antes como normativo, o,
se calcula partiendo de recomendaciones previamente establecidas.

Rio Birris

La cuenca del rio Birris pertenece a la cuenca alta del rio Reventazén, se encuentra ubicada en
la provincia de Cartago y las aguas reciben influencia de los cantones de Oreamuno, Alvarado,
Paraiso y Pacayas. La cuenca comprende 83,5 ha e inicia en las faldas del Volcan Irazu (3400
m.s.n.m.) hasta los 100 m.s.n.m. (en la estacion de puesto 3 de la empresa Jasec). En esta
cuenca se encuentra la planta hidroeléctrica de JASEC la cual toma el agua del rio Birris y
Pacayas y cuenta con dos embalses (Puesto | y puesto Il). Presenta suelos profundos de origen
volcanico clasificados como andisoles. En la parte alta de la cuenca presenta alta densidad
de cobertura vegetal y hacia la parte media y baja las tierras se usan mas para la agricultura,

especialmente pastos y hortalizas [15]. También presenta un evidente deterioro ambiental por
las aguas vertidas.

Debido a que la cuenca presentaba una fuerte degradaciéon bidtica no se podia tomar en
cuenta el componente bioldgico, por la posible ausencia de especies indicadoras de caudal,
como por ejemplo, los géneros Anacroneuria (Plecoptera: Perlidae) o Corydalus (Megaloptera:
Corydalidae). Ademas, tomando en consideracion la alteracion de los regimenes de caudal
producto de las concesiones otorgadas, se determind que la metodologia mas adecuada para
el calculo del caudal 6ptimo para esta cuenca era la hidrologica, es decir, cuando los rios
presentan una evidente degradacion ambiental y poco uso por parte de las comunidades, esta
es la metodologia que méas apropiada para determinar el caudal. En otros paises como Iran [16]
la combinacion de varios modelos hidraulicos fue utilizada para estimar el caudal ambiental en
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el caso de un rio donde no se contaba con suficientes datos ecolégicos. Los investigadores
utilizaron los modelos hidrolégicos para estimar el caudal en relacién con los requerimientos
del rio.

Ksigzek et al. [17] reconocen que lo métodos hidroldgicos por si solos pueden tener limitaciones
en la estimacion del caudal debido a la complejidad y heterogeneidad de los cuerpos de
agua. Por este motivo, recomiendan el uso de una combinacion de métodos hidrologicos
e hidraulicos, en su investigacion los autores prueban varios modelos y seleccionan los
que hacen mejores estimaciones incluso en rios con alta biodiversidad. En los dos casos
mencionados anteriormente, los investigadores utilizaron varios modelos, tanto hidrolégicos
como hidraulicos (o en combinacion) para la estimacion del caudal, para compensar la falta de
datos bioldgicos, y hacer una mejor estimacion. Sin embargo, debido a que estos modelos en
algunas ocasiones tienen limitaciones para integrar otros factores como: geomorfologia fluvial,
agua subterranea, vegetacion riparia y la diversidad de los ecosistemas acuaticos [18]; es
recomendable, principalmente en regiones tropicales, y cuando se tengan datos de diversidad
utilizar una metodologia holistica o hidrobiolégica, para obtener una estimacion de caudal mas
robusta.

Metodologia Hidrobiolégica

El método hidrobiolégico o método de simulacion de habitat determina el caudal ambiental
para ciertas especies indicadoras, y requiere de informacion hidrologica, hidraulica y biolégica
[19]. El habitat fisico (velocidad del flujo, profundidad y sustrato) y las preferencias de habitat
de los organismos indicadores se monitorean en campo y se modelan utilizando software de
modelacion hidraulica en una o dos dimensiones, para diferentes descargas [20]. Debido a
gue esta metodologia incorpora el componente bioldgico, se decidio utilizarla para determinar
el caudal ambiental del rio Pejibaye por las caracteristicas que presenta la cuenca y en el caso
del rio Pirris, para determinar el efecto de un proyecto hidroeléctrico en el ecosistema.

Rio Pejibaye

La cuenca del rio Pejibaye esta ubicada en el canton de Jiménez en la provincia de Cartago,
pertenece al sistema de la Cuenca Alta del Rio Reventazén ubicada en la vertiente del Caribe de
Costa Rica. Cuenta con un area aproximada de 250 km? y un rango de altitud que va desde 570
a los 2680 m.s.n.m. Presenta areas con pendientes mayores a 60%. Asimismo, se caracteriza
por tener un promedio anual de precipitacion entre los 2800 y 8000 mm, en la zona centro oeste
de la cuenca la precipitacion puede ser de 9000 mm/afio, esto provoca que sea una de las
zonas mas lluviosas del pais, por 1o que hace que sea un lugar con gran potencial hidroeléctrico
con un caudal promedio anual de 34 m®/s [21]. Dado que el 80% de la cuenca se encuentra
cubierta por bosque denso, debido a que atraviesa el Parque Nacional Tapanti, y por lo tanto
es importante para la conservacion de especies, €s que se decidid que la metodologia mas
apropiada para estimar el caudal era la hidrobiolégica. Las comunidades de fauna asociadas
a las corrientes estan adaptadas a las fluctuaciones naturales en magnitud, frecuencia, y
duracion de las corrientes de flujo ya sea alto, intermedio o bajo. Ademas, el caudal afecta a los
organismos acuaticos indirectamente al influenciar la composicion del sustrato, las propiedades
quimicas del agua, la disponibilidad de nutrientes, particulas organicas y del habitat [22]. Por
ello, los organismos indicadores son muy importantes en la determinacion del caudal en los rios
que atraviesan areas protegidas, ya que, al ser susceptibles a cambios en el ambiente, se debe
asegurar un caudal apropiado para mantener el funcionamiento ecoldgico del ecosistema.
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Rio Pirris

El rio Pirris junto con el rio Grande de Candelaria, conforman la cuenca del rio Parrita, ubicada
en la vertiente del Pacifico. Esta cuenca presenta en su parte alta y media una topografia
bastante ondulada (2400 y los 3140 m.s.n.m (zona alta), 700-1400 m s.n.m (zona media) y
0-700 m s.n.m (zona baja)) [23]. La precipitacion anual varia segun la altitud: de 1500 a 3000
mm en la parte alta, de 3000 a 4000 mm en la parte media, y de 4000 a 5000 mm en la parte
baja. Dentro del rio Pirris se sitia el Proyecto Hidroeléctrico Pirris (P.H. Pirris) del Instituto
Costarricense de Electricidad (ICE) [24]. Debido a que la infraestructura se localiza en el
cauce principal del rio ésta genera un alto impacto en la fauna dulceacuicola, dado que hay un
blogueo de una quinta parte de la cuenca que se encuentra por encima de los 1080 m.s.n.m
y la longitud del tramo critico [25]. Al ser una obstruccion en un cuerpo de agua se originan
impactos biofisicos negativos, como: variacion repentina de caudales, cambios morfologicos,
aumento de sedimentos en los embalses, disminucion o desaparicion de biodiversidad acuatica
y terrestre, eliminacion de cobertura boscosa, entre otros [26]. Como en esta cuenca se estimoé
la afectacion del proyecto hidroeléctrico en la biota acuatica considerando escenarios de
cambio climatico, se selecciond la metodologia hidrobiolégica. A pesar de que las especies
que habitan en los rios tienen la capacidad fisica y evolutiva de adaptarse a diversos eventos
que ocurren en el medio como lo son las sequias, crecidas estacionales u otros eventos de
indole natural; las variaciones repentinas e inconsistentes de grandes volumenes de agua
generan que los ecosistemas acuaticos sufran un maximo impacto, como es el caso de los
cambios que provocan los embalses hidroeléctricos [27]. En un escenario critico como este,
es preciso, dentro de la gestion del recurso hidrico, contar con informacion que resguarde el
caudal ambiental de esta y otras cuencas con caracteristicas similares.

Los modelos hidrobioldgicos han sido utilizados de forma exitosa en diferentes estudios.
Por ejemplo, Pinna et al. [28] aplicaron la metodologia en tres rios de lItalia donde utilizaron
modelacion del habitat de macroinvertebrados. Los modelos identificaron con alta precision
y confianza la respuesta de las comunidades de macroinvertebrados a las alteraciones en el
flujo y modificaciones de los rios, demostrando que esta informacion se puede utilizar para
la determinacion del caudal, y para garantizar un mejor manejo de los recursos acuaticos.
Vazquez et al. [29] determinaron a través de modelos aditivos generalizados que géneros
como Baetodes (Ephemeroptera: Baetidae), Anacroneuria (Plecoptera: Perlidae) y Atopsyche
(Trichoptera: Hydrobiosidae) (géneros también presentes en Costa Rica), pueden ser utilizados
como indicadores de caudal debido a su preferencia por habitats con corrientes rapidas, y que
podrian ser afectadas por una disminucion del caudal. De acuerdo con los requerimientos de
estas especies los autores hacen la recomendacion del caudal y sobre otras caracteristicas
que deberian mantenerse en el rio para proteger estas especies. Finalmente, Arthington et
al. [30] hicieron una revision de 13 casos donde se utilizaron diferentes metodologias para
determinar el caudal ambiental en 10 paises. Entre otros resultados, los autores detectaron
problemas y fortalezas de las diferentes metodologias utilizadas. Sin embargo, para todos los
casos concluyen que, al implementarse los caudales estimados, los ecosistemas acuaticos
se beneficiaron de diferentes formas como: aumentando la cantidad de habitat para peces y
macroinvertebrados, se incremento la visitacion de animales, aumento el acceso a las llanuras
aluviales, y aumentaron los bosques de galeria.

Las conclusiones a las que llegan Arthington et al. [30] en relacion con la mejora de los
ecosistemas acuaticos al implementar el caudal ambiental, puede estar relacionado a que,
en el caso de la metodologia hidrobioldgica, se estudia la relacion entre el régimen de flujo y
la respuesta ecoldgica de los organismos, la cual es muy importante para mitigar el impacto
que podria generar la modificacion del caudal ambiental. Al incorporar datos bioldgicos
con hidrolégicos, se puede proponer estrategias de manejo sostenible en cuencas que



‘ Tecnologia en Marcha
110 M Vol. 39, N° 1. Enero-Marzo, 2026

permitan mantener los ecosistemas ecolégicamente estables, pero que a su vez permitan el
aprovechamiento del recurso por parte de las comunidades. Por este motivo, se recomienda
el uso de esta metodologia en rios que se encuentran en areas protegidas y cuando se quiere
determinar el impacto de actividades humanas sobre |los ecosistemas acuaticos.

Metodologia Holistica

Cuando se interrelacionan las condiciones hidrolégicas de un lugar, con los ecosistemas
asociados y la poblacién humana con su amplia diversidad de aprovechamientos del agua, se
da el surgimiento de las metodologias holisticas para la integracion de todos los aspectos. Las
metodologias holisticas son métodos integrales y que requieren de aportaciones y conocimientos
multidisciplinares [20]. Las metodologias pueden ser “bottom-up” disefiados para construir un
régimen de caudales modificado mediante la adicién de componentes del caudal a una linea de
base de caudales nulos, y “top-down”, el cual indica cuanto se puede modificar el régimen de
caudal de un rio antes de que los ecosistemas acuaticos cambien notablemente o se degrade
gravemente [31].

Rio Tempisque

La cuenca del rio Tempisque es la mas grande de Costa Rica con una extension de 5404,6
km? ocupa un 53% del territorio de la provincia de Guanacaste. Tiene una elevacion media de
220 m.s.n.m. y una temperatura media anual de 26,78 °C aproximadamente. Sus condiciones
climaticas se caracterizan por una extensa época seca, que provoca que algunas partes de la
cuenca, asi como sus afluentes se sequen en su totalidad; en tanto que en la época lluviosa
se presentan desbordamientos [32]. La disponibilidad del recurso hidrico en la cuenca se
ha visto amenazada por el aumento y sobreexplotacion del agua superficial y subterranea,
la deforestacion en sitios de importancia hidrica para el desarrollo de otras actividades, lo
cual afecta el comportamiento natural del rio y pone en peligro las funciones ecoldgicas de la
cuenca, sobre todo durante la estacion seca cuando se dan bajas condiciones de caudal y
extracciones de agua por concesiones [32], [33]. Estas alteraciones impactan directamente la
dinamica natural del rio, y en consecuencia, el habitat de las especies de fauna que dependen
de él. Asimismo, limita el otorgamiento de nuevas concesiones de agua, lo que resalta la
necesidad de establecer un caudal ambiental.

En este contexto, el estudio de Jiménez Ramon et al. constituye un referente técnico y
conceptual inicial para la gestion de la cuenca del rio Tempisque [34]. Dadas las caracteristicas
que presenta la cuenca, como: una marcada estacionalidad, una importante cantidad de
concesiones, diferentes usos sociales (extraccion de arena, agricultura y ganaderia, turismo),
asi como una gran diversidad bioldgica asociada ya que atraviesa zonas protegidas como los
Parques Nacionales Guanacaste y Palo Verde, la Reserva Biolégica Lomas de Barbudal, los
Refugios de Vida Silvestre Cipanci y Dr Rafael Lucas Rodriguez, y alimenta humedales como
los de Corral de Piedra; se determind que el método mas apropiado para la determinacion
del caudal ambiental es el holistico. En un area de esta complejidad es importante incluir
en el proceso a las partes interesadas como las comunidades locales, las municipalidades,
las industrias, el sector agricola, organismos gubernamentales locales y nacionales, ONGs,
instituciones cientificas, y organismos de conservacion de la naturaleza, entre otros. Estos
grupos representan inevitablemente una amplia variedad de puntos de vista, y es poco probable
que lleguen a un consenso ante una solicitud aislada para que se acepte que parte del agua
del rio no esté disponible para su consumo; sin embargo, aplicando la metodologia holistica se
puede obtener un criterio que permita aprovechar el recurso de una forma integral y sostenible.
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Rio Sarapiqui

El rio Sarapiqui, aun en etapa de estudio para determinacion de caudal ambiental, nace en las
faldas del volcan Barva a 1650 msnm y desemboca en el rio San Juan a 17 msnm y tiene una
extension de 2025 km?, la cuenca presenta un clima tropical lluvioso como una precipitacion
anual entre 3000 y 5000 [35], [36]. La cobertura predominante es el bosque (54,7% del area);
51,4% de esta cobertura se encuentra dentro de areas silvestres protegidas en la parte alta de
la cuenca [35], también alberga zonas de pastizales. En la cuenca se registran 51 comunidades
y 71 asentamientos campesinos, principalmente en la cuenca media, la poblaciéon se dedica a
labores agricolas y ganaderas, también se ha dado una importante expansion de monocultivos
como pifia y banano. La cuenca del rio Sarapiqui es una regiéon de gran importancia natural y
econdmica debido a las diversas actividades que se desarrollan en ella, como la agricultura, la
industria agricola, el comercio, la extraccion de recursos naturales y el turismo.

De acuerdo con Sanchez et al. [35] el desarrollo antropogénico en la cuenca ha llevado a
una alta dependencia de las actividades en los cauces principales, lo que ha aumentado el
acceso a las margenes de los rios por parte de pobladores y turistas, generando problemas de
contaminacion y afectando la calidad y cantidad del agua. Por lo que, para preservar la calidad
del agua enla cuenca, es esencial adoptar un enfoque integral que incluya la mitigacion de focos
de contaminacion mediante la correccion de practicas productivas y la educacion ambiental en
las comunidades cercanas a los cursos de agua. En este contexto, la implementacion de una
metodologia de caudal ambiental en la cuenca del rio Sarapiqui permitiria mantener el equilibrio
de los componentes naturales involucrados en el ciclo hidrolégico y proteger la integridad
de los sistemas ecoldgicos. De esta manera se podria asegurar el uso sostenible del recurso
hidrico por parte de las actividades humanas, garantizando un régimen hidrolégico adecuado
y una calidad de agua apropiada [1].

La metodologia holistica a nivel global tiene menor cantidad de estudios si se compara con las
otras metodologias anteriormente detalladas, esto debido a que suele ser mas costosa al tener
que implementar mas aspectos a evaluar [37]. Sin embargo, suelen ser mas completas y dar
una vision mas amplia del uso que se le da al rio. En la revision sobre caudales ambientales en la
India, realizado por Verma et al. [37], mencionan que en los rios Ganga y Alaknanda-Bhagirathi,
determinaron un caudal ambiental del 72% del caudal promedio anual para la cuenca media y
uno de 47% para la cuenca baja. El estudio considerd multiples subcomponentes, incluyendo
hidrologia, geomorfologia fluvial, hidraulica, calidad del agua, biodiversidad, medios de vida y
aspectos culturales/espirituales.

Otro ejemplo, es el estudio realizado por Wei et al. [38] aplicando un método holistico mejorado
para determinar el caudal ambiental en la seccién de Shaanxi de la cuenca del rio Wei,
una region que enfrenta una intensa competencia por el uso del agua y graves problemas
ambientales, similar a lo que se observa en la cuenca del Tempisque. Este método mejorado
integro varios modelos y técnicas para calcular el agua requerida para cuatro subcomponentes
del caudal ambiental (flujo ecoldgico basico para la existencia de peces, demanda de agua
para el transporte de sedimentos, flujo ambiental para la calidad del agua, y demanda de
agua para paisajes acuaticos), considerando ademas principios clave como el balance hidrico
(incluyendo el flujo de afluentes y la captacion de agua en secciones clave) y la regionalizacion
de la funcién eco-ambiental. Crucialmente, los investigadores aplicaron la teoria de las partes
interesadas (stakeholders) en el desarrollo de recursos hidricos, proponiendo que el gobierno
actue como representante del beneficio publico del ecosistema y participe en discusiones de
mesa redonda para coordinar la competencia de uso del agua. Este ultimo apartado es lo que
se quiere lograr con el método holistico, donde hay una participacion activa de investigadores,
comunidades asociadas a las cuencas de interés y del gobierno.
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Tong et al. [39] aplicaron esta metodologia en el rio Yen de Vietham; y aunque los autores
no tomaron datos bioldgicos, si tuvieron acceso a bases de datos para la determinacion
del caudal. De esta forma, lograron establecer un régimen de caudal para las diferentes
estaciones y para diferentes areas del rio, lo que representa una estimacion mas robusta al
no recomendar Unicamente un caudal minimo para todo el afio. Finalmente, en la revision
realizada por Arthington et al. [30] otra de las conclusiones a las que llegan los autores es que,
para lograr un mejor manejo de los recursos hidricos, y tener una mejor estimacion del caudal,
es recomendable utilizar una metodologia integral como la holistica, ya que permite obtener
resultados mas robustos, e involucrar a las diferentes partes interesadas de la sociedad. Por
estos motivos, concluimos que para realizar un manejo adecuado del recurso hidrico de cuencas
con caracteristicas complejas y que presenten diferentes usos como las de los rios Tempisque
y Sarapiqui, es recomendable utilizar la metodologia holistica, ya que es la mas apropiada para
garantizar que el recurso hidrico pueda estar disponible no solo para los usos productivos, sino
también para los organismos que lo habitan, y las comunidades que se encuentran alrededor.

Conclusiones

Queda evidenciado que las metodologias para determinacion de caudal ambiental requieren
un analisis previo de las caracteristicas del sitio donde se desea implementar el célculo, ya que
las condiciones ecoldgicas, hidrogeomorfolégicas y de aprovechamiento del agua, pueden
guiar los criterios de seleccion. La incertidumbre de los resultados con cada metodologia va
a depender de la cantidad y calidad de la informaciéon de entrada méas que de la metodologia
por si misma, no obstante, en igualdad de condiciones, sera siempre mejor la metodologia
gue analice la mayor cantidad de variables y sus interacciones, y siempre y cuando permita
el objetivo de implementar el caudal ambiental en la gestion del recurso hidrico. En términos
practicos, ninguna metodologia es mejor que otra, sino que cada una se aplica sobre los
aspectos de disponibilidad de informacion para el logro de un resultado Util.

La metodologia hidrologica es apta para ser aplicada en lugares donde las condiciones no
permiten llevar a cabo el muestreo de otras variables o cuando se conoce de antemano que no
hay presencia de indicadores bioldgicos, como es el caso del rio Birris. O bien cuando se quiere
hacer un aprovechamiento a pequefa escala, con poca extraccion de agua.

La metodologia hidrobiolégica, ademas de la modelacion hidrolégica que se genera a partir
de los registros de datos hidrometeoroldgicos, integra el analisis de especies de peces y
macroinvertebrados acuaticos y su relacion con variables hidraulicas del rio para conseguir la
simulacion de habitat que, determina en gran medida el caudal ambiental en un sitio especifico,
tal y como se ha aplicado en los rios Pejibaye y Pirris, este Ultimo, bajo el enfoque de deteccion
de impactos por la presencia y operacion del Proyecto Hidroeléctrico Pirris.

La metodologia holistica, integra un componente mas a los procesos de célculo de la metodologia
hidrobiologica en combinacion con variables hidraulicas, se trata del componente social, mismo
que busca rescatar y validar tanto los usos productivos como los usos domésticos, recreativos
y culturales de las poblaciones cercanas al rio, tal es la experiencia de calculo generada en el
rio Tempisque y mas recientemente en el rio Sarapiqui.

La ruta de investigacién en caudal ambiental gestada desde el Centro de Investigacion y
Extension en Tecnologia e Ingenieria Agricola y el Centro de Investigacion en Biotecnologia del
Instituto Tecnolégico de Costa Rica, colocan al TEC como ente pionero y referente en este tema
tan importante para la gestion integrada del recurso hidrico en el pais.
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Resumen

La falsificacion de billetes es un problema persistente en Costa Rica, por lo que garantizar su
autenticidad es esencial para la seguridad econdmica y la confianza en el sistema financiero.
Para ello, los billetes incorporan diversas medidas de seguridad, entre las que destacan las
marcas fluorescentes, visibles Unicamente bajo luz ultravioleta. Este articulo tiene como objetivo
estudiar las propiedades espectroscopicas de las marcas de seguridad en los billetes de
Costa Rica, como medio para la diferenciacion de billetes falsos y auténticos, asi como para
establecer propiedades utiles en procesos de control de calidad. Para ello, se aplicaron técnicas
de espectroscopia infrarroja y de fluorescencia en zonas clave del billete, para la identificacion
de maximos de excitacion, emision y absorbancia. Los resultados mostraron patrones de
emision fluorescentes similares entre diferentes denominaciones, con variaciones de intensidad
en distintas zonas del mismo billete. Ademas, se identificaron caracteristicas del sustrato de
los billetes concordantes con el material especificado. Este andlisis contribuye a mejorar la
deteccion de billetes falsos y los métodos de autenticacion, pero también al establecimiento de
una linea de investigacion pertinente en el ambito nacional.

Keywords

Comparative analysis; fluorescence; money; physical property; security; spectroscopy; ultraviolet
radiation.

Abstract

Counterfeiting of banknotes is a persistent problem in Costa Rica, making it essential to
ensure their authenticity for economic security and confidence in the financial system. For
this reason, banknotes incorporate various security features, notably fluorescent marks visible
only under ultraviolet light. This article aims to study the spectroscopic properties of security
marks on Costa Rican banknotes to differentiate counterfeit from authentic banknotes and to
establish properties useful for quality control processes. Therefore, fluorescence and infrared
spectroscopy techniques were applied to key areas of the banknotes to identify excitation,
emission, and absorbance maxima. Results showed similar fluorescent emission patterns across
different denominations, although variations in intensity were observed in different areas of
the same banknote. Additionally, the identified characteristics of the banknote substrate were
consistent with the specified material. This analysis contributes to improving the detection of
counterfeit banknotes and authentication methods, as well as to establishing a relevant line of
research at the national level.

Introduccién

La falsificacion de billetes es un delito que se presenta cada vez con mayor frecuencia,
buscando imitar las caracteristicas auténticas de seguridad mediante técnicas cada vez mas
sofisticadas [1]. Solo en el 2023, el Banco Central de Costa Rica (BCCR) reportd 1682 unidades
falsas de todas las denominaciones y series, que equivalen a 18 253 000 colones [2]. Por ende,
el reto mas grande de la nueva generacion de billetes es incrementar la tecnologia detras de
las marcas de seguridad como una forma de prevenir la falsificacion [3]. Ejemplo de ello es la
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incorporacion de un nuevo sustrato de polimero en la impresion de la reciente familia de billetes
de Costa Rica [4]. Esto redujo los costos de emision, aumentd la vida util y disminuy6 el riesgo
de falsificacion [5].

No obstante, los estudios académicos en Costa Rica sobre marcas de seguridad en billetes son
nulos 0 muy escasos. En otros paises, las investigaciones se enfocan en caracterizar desde
propiedades Opticas, hasta propiedades de sustratos, tintas y pigmentos de los billetes. En
un estudio de Ferrero [6], se desarrolla una técnica para la deteccion automatizada de fibras
luminiscentes para la identificacion de falsificaciones. En una revision de Wang [7], se ofrece
una mejora de los materiales de las marcas de seguridad en billetes, tales como el desarrollo
de sustratos resistentes, tintas de seguridad y materiales con funciones antifalsificacion.

Por otra parte, algunas investigaciones han sido enfocadas en el desarrollo de metodologias
para la autenticacion de billetes mediante caracteristicas espectroscopicas. En un estudio de
Novais [8], se establecen metodologias de caracterizacion para la comparacion de billetes
auténticos con falsificaciones, mediante fluorescencia de rayos X y espectroscopia Raman. En
una investigacion realizada por Mikulicova [9], se caracterizaron pigmentos fluorescentes en
billetes de sustrato polimérico de diversos paises. En otros estudios académicos de Sonnex
[10], Correia [11], Oliveira [12] e ltric [13], se emplea la espectroscopia infrarroja para la
identificacion de alteraciones, analisis y evaluacion de la autenticidad de los billetes.

El presente articulo tiene como objetivo estudiar las propiedades espectroscopicas de las
marcas de seguridad fluorescentes en los billetes de Costa Rica, para la diferenciaciéon de
billetes falsos y auténticos, el control de calidad y fomentar el uso de nuevas técnicas para la
caracterizacion y conservacion de colecciones. Por ende, se interpretan espectros de emision,
excitacion e infrarrojo de las marcas de seguridad fluorescentes presentes en los billetes
poliméricos de la segunda serie de Costa Rica, actualmente en circulacion. Estos estudios
permiten establecer otras caracteristicas de referencia, con las cuales los examinadores podrian
autenticar los elementos de seguridad. Ademas, da paso a la generacion de conocimiento
sobre los materiales del sustrato, tintas y dispositivos que permitan mejorar las caracteristicas
de seguridad.

Espectroscopia en billetes

Caracteristicas de seguridad

EI BCCR actualiza periédicamente las series de billetes, mejorando las caracteristicas técnicas
de seguridad. Estas se dividen en dos tipos: las visibles y perceptibles al tacto, y aquellas que
requieren instrumentos especializados como lupas, lamparas ultravioletas o visores infrarrojos
[14]. En los billetes de Costa Rica se emplean ambos tipos para prevenir la falsificacion [4],
incluyendo técnicas como la impresion en intaglio, marcas de agua, elementos fluorescentes
mediante pigmentos luminiscentes, marcas iridiscentes, dispositivos Opticamente variables
(OVD), microimpresiones, bandas magnéticas, pigmentos infrarrojos y otros elementos de
seguridad de tercer nivel utilizados unicamente por el Banco Central [15].

Para analizar las marcas de seguridad de segundo nivel son imprescindibles instrumentos
especializados como espectrofluorimetros y espectrometros infrarrojos. De esta forma, es
posible medir atributos de las propiedades del sustrato del billete y caracteristicas de los
pigmentos fluorescentes que estan presentes en toda la gama de denominaciones.
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El espectro electromagnético de la luz

Al conjunto de todas las longitudes de ondas electromagnéticas se le denomina espectro
electromagnético [16]. Las ondas electromagnéticas pueden ser clasificadas segun su longitud
de onda, o de forma equivalente, por su energia y frecuencia. En este contexto es conveniente
considerar la radiacion electromagnética desde la perspectiva cuantica, donde la radiacion
se compone de paquetes de energia denominados fotones [17]. Asi, la energia de una onda
electromagnética también puede ser visualizada como la energia de un fotén mediante la
ecuacion (1).

hc

E=hv=/1 1)

Donde E es la energia del fotén, h es la constante de Planck, v es la frecuencia de la onda
electromagnética, € esla velocidad delaluzy A es lalongitud de la onda electromagnética
[17]. Por ende, la energia electromagnética es proporcional al reciproco de la longitud de onda.

U uv uv uv
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Figura 1. Espectro electromagnético ultravioleta y visible. Fuente: [18]

La region ultravioleta (UV) esta definida en el rango de 10 nm a 400 nm aproximadamente, como
se observa en la Figura 1. Esta radiacion se origina en las capas externas de la nube electronica
de los atomos, principalmente cuando se dan saltos energéticos entre sus estados [16]. La luz
visible esta comprendida en el rango de 400 nm a 750 nm aproximadamente, y se produce
generalmente por una reorganizacion de los electrones externos en atomos y moléculas. El
ser humano percibe esta region del espectro en forma de colores debido a una respuesta
fisiolégica y psicologica [16]. Por su parte, la region infrarroja del espectro electromagnético
es la menos energética de la region UV-VIS-IR, la cual tiene su origen en las vibraciones y
rotaciones moleculares [16].

Luminiscencia

La luminiscencia es la emision de radiacion visible por un atomo o molécula en el momento
de una transicion electronica de mayor a menor energia, debido a la excitacion previa de sus
electrones [15]. A diferencia de otros fendbmenos similares como la incandescencia, la radiacion
emitida se considera completamente distinta de la producida en virtud de la temperatura.
Asimismo, dependiendo de la causa de la excitacion de los electrones, la luminiscencia se
clasifica en fotoluminiscencia, electroluminiscencia, guimioluminiscencia, bioluminiscencia,
catodoluminiscencia, mecanoluminiscencia y termoluminiscencia [19].

Por lo general, en la fotoluminiscencia la excitacion se produce mediante radiacion ultravioleta,
la cual sigue la ley de Stokes de fluorescencia [19]. Esta condicion es expresada en la relacion
(2), donde la longitud de excitacion es mas corta que la longitud de onda de emision [20].
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Aexc < Aem (2)

Los fotones emitidos son generados a partir de las transiciones electrénicas en el material: la
energia es absorbida cuando un electrén cambia a un estado mas energético (excitacion),
pero se emite luz visible cuando vuelve al estado de baja energia (emision o relajacion). En
afiadidura, dependiendo del tiempo de retardo entre la excitacion y la emision, la luminiscencia
se clasifica en dos tipos: fluorescencia; para tiempos de retardo del orden de nanosegundos, y
fosforescencia; para tiempos de retardo cercanos o mayores a un segundo [17].

En los billetes, se suelen emplear pigmentos fluorescentes como caracteristica de seguridad
de segundo nivel, con longitudes de excitacion 6ptimas de 254 nm y 365 nm principalmente
[15], [22]. No obstante, estos pigmentos pueden caracterizarse por las longitudes de onda que
absorben o emiten. Las longitudes de onda de excitacion no se restringen a la region visible,
pues lo habitual es que estén en la region UV [21].

Técnicas espectroscopicas de analisis

La espectroscopia es el desarrollo de procedimientos instrumentales en los que se obtiene
informacion de la estructura molecular, a través de un anéalisis detallado de la absorcion,
dispersion y emision de radiacion electromagnética por los compuestos analizados [23]. Asi, la
espectroscopia de fluorescencia molecular se utiliza para obtener informacion de la energia de
transicion electronica, el entorno molecular y las interacciones intermoleculares que afectan la
emision de fluorescencia [23], [24]. Para estas técnicas espectroscopicas, el rango que suele
considerarse es el ultravioleta-visible (UV-VIS).

Ademas de la espectroscopia de fluorescencia, la espectroscopia infrarroja ha sido ampliamente
utilizada para el estudio de los materiales. La energia de los fotones de la region IR no
es suficiente para excitar los electrones de los atomos, pero si para inducir excitaciones
vibracionales en los enlaces covalentes de las moléculas. El principio de los espectrometros
IR es similar al principio del espectrémetro UV-VIS, permitiendo obtener la absorcién intrinseca
qgue son resultado de la estructura del material [23].

Para el analisis espectroscopico IR, se mide la transmitancia (T) o, de forma alternativa, la
absorbancia (A), en funcion del numero de onda, correspondiente al inverso de la longitud de
onda de la radiacion, con unidades de cm™. La relacion entre absorbancia y transmitancia se
expresa en la ecuacion (3).

A IOgloT (3)
Donde la transmitancia T se define como el cociente de la intensidad del haz transmitido y
la intensidad del haz incidente. Del analisis de los espectros IR, se obtiene informacion de
los grupos funcionales y de los materiales con enlaces covalentes (organicos, ceramicos,
poliméricos, etc.), asi como de las sustancias presentes, dado que cada compuesto quimico
posee un espectro unico [25].

Cabe sefalar que los espectros IR en la region de 1450 cm™ a 600 cm™ se les denomina
region de huella digital, debido a la complejidad y exclusividad de los patrones medidos. Por el
contrario, en la zona de absorcion de los grupos funcionales, correspondiente a la region entre
4000 cm™ a 1450 cm™, se producen bandas anchas y algunos picos correspondientes a las
vibraciones de tension en las unidades diatémicas [23].
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Materiales y métodos

Muestras

Se emplearon billetes de todas las denominaciones actualmente en circulaciéon: mil colones de
la serie C, dos mil colones de la serie B, cinco mil colones de la serie C, diez mil colones de la
serie B y veinte mil colones de la serie B; obtenidos en la ciudad de Cartago, Costa Rica en julio
de 2024. Se asegurd que las muestras estuvieran en buen estado, sin partes faltantes y que las
marcas fluorescentes fueran claramente visibles.

Instrumentos y adquisicién de datos

Para la identificacion de las marcas fluorescentes, se empled una lampara UV LED61 de la
marca AccuBANKER USA con un maximo de emisién en 365 nm. Seguidamente, se fotografié
cada billete iluminado con luz ultravioleta, como se muestra en la Figura 2.

Para la medicion de los espectros de emision y excitacion, se empled el espectrofluorimetro
FluoroMax Plus de la marca Horiba Scientific, del Laboratorio de Espectroscopia, Imagen y
Color (LEMIC) del Tecnolégico de Costa Rica. Este se compone de una lampara de arco de
Xendn, un fotomultiplicador sensible de 185 nm a 850 nm y un fotodiodo de referencia. Ademas,
para la seleccion de la longitud de onda de emision o excitacion en los monocromadores, el
espectrofluorimetro integra dos rejillas de difraccion de 1200 ranuras/mm.

Figura 2. |dentificacion de las marcas fluorescentes en los billetes donde se
realizaron las mediciones de los espectros de emision y excitacion.

Para los espectros de emision y excitacion se tomd un tiempo de integracion de 0,1 s y un
angulo de incidencia normal de 10°. Para los espectros de emision-excitacion 3D, se definié
un rango de excitacion entre 335 nm y 380 nm, y un rango de emision entre 400 nm y 670 nm.
Para cada billete, se delimitaron dos zonas de medicion en la marca fluorescente principal de
la denominacion, tal como se muestra en la Figura 2. Ademas, se tomaron espectros de emision
para una excitacion de 365 nm en un rango de 400 nm a 700 nm, y se tomaron los espectros
de excitacion para las maximas intensidades de emision en las zonas A y B de los billetes
analizados.

Por otra parte, para la medicién de los espectros infrarrojos, se empled el espectrometro
infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) Nicolet iS5 de la marca Thermo Scientific, del
LEMIC. Este posee una resolucion espectral de 0,8 cm™ y un rango de medicion desde
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4000 cm™ hasta 500 cm™. Se empled el accesorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR), que
permite obtener espectros de muestras sin ningun tipo de preparaciéon adicional. Con este
equipo se tomo el espectro IR del sustrato en dos posiciones de la ventana transparente, en la
palabra “mil” de la marca fluorescente principal y en el mapa iridiscente, tal como se muestra en
la Figura 3. Este proceso se repitié empleando posiciones relativas aproximadas para todas las
denominaciones de billetes analizados. Cabe sefialar que se midié un espectro de fondo antes
de cada medicién y se aplicd un filtro ATR que elimina los méaximos de absorbancia debido al
CO,.

Ventana: Superior

Mapa

dist e Fluorescente

Ventana: Inferior

Derecha O

Figura 3. Identificacion de las marcas en el billete de mil colones donde
se realizaron las mediciones de los espectros infrarrojos.

Procesamiento de datos

Para el procesamiento y analisis de los datos obtenidos, se emple6 el lenguaje de programacion
R [26]. En conjunto, se utilizaron paquetes como “tidyverse” [27] para la manipulacion de datos,
“‘ggpmisc” [28] como complemento a la generacion de gréficas, “photobiology” [29] para
la identificacion de los maximos locales, “plotly” [30] para la generacion de gréficas en tres
dimensiones y “cooltools” [31] para la representacion de longitudes de onda en formato de
color RGB.

A partir de los espectros de fluorescencia, se determinaron los maximos de emision para
diferentes excitaciones y los maximos de excitacion que estimulan la emision. Con los espectros
infrarrojos, se determinaron los maximos de absorbancia caracteristicos para cada zona de
los billetes analizados. Posteriormente, se compararon los méaximos de absorbancia con los
expresados en la literatura para la identificacion del material del sustrato.

Resultados

Espectros de emisidn y excitacion

Todos los billetes analizados mostraron maximos de emision semejantes y un comportamiento
espectral similar. Como se muestra en la Figura 2, las marcas fluorescentes de todas las
denominaciones presentan un patron en rombos curvo con dos colores principales: rojo y verde
amarillo. Pese a ello, los resultados de los maximos de emision para cada billete analizado
se enlistan en el Cuadro 1 para su comparacion. Se observaron pequenas diferencias en la
posicion de los maximos entre las dos zonas consideradas del billete, por lo que en el cuadro
se representan valores y rangos de longitudes de onda.
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Como se observa en el Cuadro 1, todos los billetes presentan un maximo de emisién comun
en 610 nm, correspondiente al color rojo, y entre 586 nm y 590 nm, que corresponde al
amarillo. Ademas, existen diferencias significativas entre denominaciones en los maximos
correspondientes al color verde. Pese a las diferencias, la mayoria de los billetes presentan
maximos de emision en posiciones cercanas entre si. Estas pequefias discrepancias pueden
deberse a la presencia de algun contaminante en el momento de tomar el espectro, al propio
desgaste del billete, a cambios en la composicion de las tintas de impresion u otras causas en
el proceso de produccion [9]. Se requieren mas estudios que permitan determinar las causas

de estas diferencias.

Cuadro 1. Maximos de emisién en la marca fluorescente principal para diversas denominaciones.

608 - 610, 618 Rojo
Mil 586 — 588 Amarillo
536 Verde
610 Rojo
Dos mil 588 — 590 Amarillo
510 -514 Verde
610 Rojo
Cinco mil 586 — 590 Amarillo
514 Verde
610, 620 Rojo
Diez mil 586 — 588 Amarillo
506 - 510 Verde
610, 614, 620 Rojo
Veinte mil 586 Amarillo
532, 546 Verde
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Figura 4. Espectro de emision-excitacion 3D en la zona B del billete de mil colones.

Como se observa en la Figura 4, existe una emision significativa cercana a 610 nm, para
excitaciones menores a 360 nm. La mayor intensidad del maximo de emision en 610 nm podria
explicarse porque el area iluminada de los rombos rojos es mayor que el de los rombos verde
amarillos de la marca fluorescente, lo que favorece una mayor emision en las longitudes de
onda asociadas al color rojo. Otra causa que podria explicar una mayor intensidad del maximo
de 610 nm es la diferencia en la eficiencia cuantica de las tintas fluorescentes.

Ademas, en la Figura 4 se identifican otros maximos locales de emisiéon en 532 nm y 586 nm.
Estos maximos estan relacionados con los pigmentos fluorescentes que emiten en verde y
amarillo, como se detalla en el Cuadro 1. Sin embargo, en las imagenes de los billetes solo se
distinguen dos colores principales: rojo y verde-amarillo. Esto sugiere que la Figura 4 representa
la superposicion de los espectros emitidos por los pigmentos fluorescentes.
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Figura 5. Espectro de emision de la marca fluorescente en el billete de mil colones para una excitacion de 365 nm.

Como se observa en la Figura 5, hay una mayor intensidad en la posicion A que en la posicion
B para longitudes de onda entre 400 nm y 600 nm, con maximos de emision alrededor de 536
nmy 610 nm. De igual forma que en el espectro de emisidn-excitacion 3D, estas diferencias de
intensidad pueden deberse a diferencias en las proporciones de area fluorescente iluminada y
a las eficiencias cuanticas de cada pigmento.

1.00+ 1.00
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— 536 nm
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380 390 400
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Figura 6. Espectros de excitacion en las zonas analizadas de la marca
fluorescente del billete de mil colones, para dos emisiones distintas.

Por otra parte, en la Figura 6 se presentan los espectros de excitacion para las emisiones en
536 nm y 610 nm, en ambas posiciones. Se aprecia que la mayor emisién ocurre en 610 nm
cuando la excitacion es 341 nm. Para la emision de 536 nm, el maximo se presenta cuando la
excitacion es 331 nm, con una menor intensidad relativa en comparacion con la emision de 610
nm. En el Cuadro 2 se muestran los maximos de excitacion para los principales maximos de
emision en todas las denominaciones.
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Cuadro 2. Excitaciones asociadas con la emision maxima en las zonas analizadas para diversas denominaciones.

532 331
Mil
610 341
510 320
Dos mil
610 339
510 320
Cinco mil
610 341
510 335
Diez mil
610 335
510 335
Veinte mil
610 885

Espectros infrarrojos

Dado que los espectros infrarrojos de todas las denominaciones son similares entre si,
Unicamente se presentan los resultados para el billete de mil colones, que se muestra en la
Figura 7.

Absorbancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda/ (cm’1)

Posicion — Marca Fluorescente — Mapa Iridiscente Ventana Superior — Ventana Inferior

Figura 7. Espectros infrarrojos en zonas clave del billete de mil colones.

Los espectros para la zona inferior y superior derecha de la ventana transparente presentan
maximos de absorbancia en las mismas posiciones, con ligeras diferencias en la intensidad.
En la regiéon de grupos funcionales, el pico de mayor absorbancia se encuentra en 1720 cm™,
seguido por 2919 cm™, 2948 cm™', y 2863 cm™'. Cabe resaltar que dichos maximos concuerdan
con los presentados por Smith [31] para el polipropileno, especificamente para las vibraciones
de grupos metilo (CH,) y metileno (CH,).

En cuanto a la region de huella digital, destacan maximos en 1267 cm™, 1248 cm™', 1102 cm™', asi
como en 1375 cm™ y 1449 cm, siendo estos caracteristicos del sustrato de polipropileno [31].
Por ende, los demés picos de absorbancia en dicha zona pueden deberse a la capa de barniz o
a las tintas del billete.
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Por otra parte, la absorbancia maxima en el rango de 3500 cm™ a 3000 cm™ corresponde a la
presencia de humedad en la medicion, la cual se observa en todos los espectros IR medidos.
Esto se debe a las vibraciones de tension de grupos funcionales que contienen hidrogeno,
como el hidroxilo (-OH) [23].

En el espectro IR del mapa iridiscente se muestra maximos de absorbancia similares en la
region de grupos funcionales. Los méas destacables corresponden al sustrato de polipropileno
en 2921 cm™, 1724 cm™ y 2858 cm™, seguido del maximo por el efecto del agua en 3386
cm™. No obstante, existen diferencias significativas en la region de huella digital entre la zona
de marca fluorescente e iridiscente y la zona de la ventana transparente. Tanto en el mapa
iridiscente como la marca fluorescente, resalta un pico de absorbancia en 1076 cm™, el cual
puede deberse a vibraciones de tension en enlaces del tipo C-C, C-O y C-N, o inclusive a
vibraciones de flexion en los compuestos de las tintas [23].

Conclusiones y recomendaciones

A partir del analisis de los espectros de emision y excitacion de las marcas fluorescentes en
los billetes actualmente en circulacion en Costa Rica, se puede concluir que el comportamiento
espectral observado en todas las denominaciones es consistentemente similar, lo que permite
utilizar el billete de mil colones como ejemplo representativo. La presencia de maximos de
emision comunes en 610 nm para el color rojo, junto con méaximos en 586 nm a 590 nm y 510
nm a 540 nm para el verde amarillo, indica que los materiales fluorescentes utilizados en los
billetes presentan caracteristicas muy semejantes en su color aparente, aunque con diferencias
espectroscopicas mesurables cuando se utiliza equipo especializado. Dicha semejanza es
crucial en la autenticacion de los billetes, pero las pequenas diferencias resaltan la importancia
de las medidas espectrales para el analisis de caracteristicas de seguridad.

La espectroscopia de fluorescencia permite identificar variaciones en los maximos de emision
entre las diferentes zonas del mismo billete, asi como entre diferentes denominaciones. Estas
diferencias podrian deberse a factores como el desgaste, exposicion a condiciones adversas,
diferencias en las tintas, presencia de contaminantes o diferencias en las eficiencias cuanticas
de los pigmentos. Por consiguiente, los procesos de autenticacion mediante espectroscopia
deberian considerar dichas variaciones para evitar errores. Las diferencias encontradas
permiten orientar el desarrollo de mas estudios para cuantificar la dispersion de las mediciones
y la consistencia de los resultados, considerando factores adicionales como la serie de los
billetes y la casa fabricante.

Cabe resaltar las diferencias en la intensidad de emision entre zonas del mismo billete, como se
mostro en los espectros del billete de mil colones. La mayor intensidad de emision del verde o
del rojo podria deberse a diferentes proporciones de area excitada de los patrones romboidales
fluorescentes, lo que sugiere que la orientacion y la posicion del billete durante el analisis
espectroscopico son factores determinantes. Esto podria controlarse ajustando con precision
la posicién de las marcas fluorescentes y reduciendo el tamafio del area excitada.

En cuanto a los espectros IR, se identificaron caracteristicas tipicas del sustrato de los
billetes, especialmente en las zonas de la ventana transparente, el mapa iridiscente y la marca
fluorescente. La identificacion de picos de absorbancia asociados al polipropileno y otros
materiales del billete permite corroborar la composicion de estos y proporciona caracteristicas
adicionales para la deteccion de falsificaciones. Las diferencias en la region de huella digital
entre la zona del mapa iridiscente y la marca fluorescente, y la zona de la ventana transparente
parecen estar asociadas con los compuestos de las tintas.
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Finalmente, las mediciones de los espectros IR mostraron un maximo comun en la region de
3500 cm™ a 3000 cm™ debido a la presencia de humedad, lo cual es un factor para considerar
en futuros analisis. En ultima instancia, es recomendable realizar los analisis en condiciones
ambientales controladas para reducir la influencia de la humedad.
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Industria farmacéutica; asuntos regulatorios; accién correctiva; accion preventiva; inteligencia
artificial; sistema basado en el conocimiento.

Resumen

El Departamento de Asuntos Regulatorios de una compafiia farmacéutica debe estar en
constante actualizacion, pues los requisitos regulatorios estan evolucionando a nivel global.
Una de las herramientas de las cuales dispone son las Acciones Preventivas y Acciones
Correctivas (CAPAs, por sus siglas en inglés). Para implementar estos sistemas se dispone
actualmente de la utilizacion de inteligencia artificial (I1A). El objetivo de la presente investigacion
fue crear una herramienta digital para la recopilacién de informacion histérica sobre casos
no contemplados en la regulacion oficial relacionada al sometimiento de tramites referentes
a medicamentos de venta libre, cosméticos, dispositivos médicos y suplementos alimenticios
en paises de Centroamérica y El Caribe, asi como Ecuador y Uruguay. Para llevarla a cabo,
se desarrollo un sistema basado en el conocimiento (KBS, por sus siglas en inglés) mediante
el uso de CAPAs, con informacién no contemplada en las regulaciones correspondientes.
Este trabajo implicod recopilar la informacién histérica de las naciones de interés, categorizar
la lista de prevenciones, separar los casos, revisar los resultados y unificar la informacion.
Seguidamente, se disefid la herramienta digital a través de Microsoft SharePoint®, con la
consecuente migracion de informacion. Finalmente, se validé el producto final y se capacité al
equipo de trabajo. Gracias a la labor efectuada, se disefid una interfaz del usuario innovadora y
eficiente, sin emplear herramientas mas tradicionales. Adicionalmente, la validacion de la base
de conocimiento demostrd ser una estrategia digital adecuada en cuanto a contenido, disefio
y formato.

Keywords

Pharmaceutical industry; regulatory affairs; corrective action; preventive action; artificial
intelligence; knowledge-based system.

Abstract

The results showed that all batches in the Regulatory Affairs Department of a pharmaceutical
company must be constantly updated, as regulatory requirements are evolving globally. One of
the tools available is Preventive Actions and Corrective Actions (CAPAs). Atrtificial intelligence
(Al) is currently used to implement these systems. The objective of this research was to create
a digital tool for the collection of historical information on cases not contemplated in the
official regulation related to the submission of various procedures regarding over-the-counter
medicines, cosmetics, medical devices, and food supplements in countries in Central America
and the Caribbean, as well as Ecuador and Uruguay. To carry it out, a knowledge-based
system (KBS) was developed employing CAPAs, with information not contemplated in the
corresponding regulations. This work involved collecting historical information from the nations
of interest, categorizing the list of preventions, separating the cases, reviewing the results, and
unifying the information. The digital tool was then designed utilizing Microsoft SharePoint®, with
the subsequent information migration. Finally, the final product was validated, and the work team
was trained. Thanks to the work, an innovative and efficient user interface was designed without
employing more traditional tools. Additionally, the validation of the knowledge base proved to be
an appropriate digital strategy in terms of content, design, and format.
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Introduccién

La comercializacion de productos de interés sanitario a nivel mundial depende del cumplimiento
de una regulacion para garantizar su calidad [1]. Dentro del proceso regulatorio existen
varios tramites dependiendo de lo que las compafiias deseen, tanto por regulacion como por
estrategias comerciales. Los principales, independientemente de su categoria, son registros
nuevos, cambios post registro, renovaciones, notificaciones y consultas. Pueden ser aprobados,
rechazados u observados (prevenidos) por parte de la autoridad correspondiente.

El Departamento de Asuntos Regulatorios de una compafia farmacéutica se encarga tanto de
obtener como de mantener la aprobacion del registro sanitario de las distintas categorias de sus
productos. Su papel es esencial, puesto que, al aprobarse después de toda su evaluacion, se
esta asegurando su calidad y seguridad para el paciente. Como complemento, los profesionales
en farmacia deben estar en constante actualizacion, pues los requerimientos regulatorios estan
evolucionando a nivel global, representando un gran desafio, al afectar el procedimiento de
aprobacion [2].

Una de las herramientas de las cuales dispone son las Acciones Preventivas y Acciones
Correctivas (CAPAs, por sus siglas en inglés). La Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) define un sistema CAPA como un sistema
de accion preventiva y correctiva que recopila y analiza informacion, identifica e investiga
problemas de calidad, y toma acciones preventivas y/o correctivas para prevenir su recurrencia
[3]. La accion correctiva elimina la causa de una no conformidad detectada o una situaciéon no
deseada, mientras que la preventiva previene la ocurrencia de la no conformidad o situacion

[4].

Para implementarlos, se dispone de la utilizacion de la inteligencia artificial (IA), que es la
habilidad que poseen los sistemas computarizados de realizar tareas que forman parte de la
inteligencia humana, como el entendimiento, el aprendizaje y el pensamiento [5, 6]. Dentro
de los sistemas computarizados se encuentran las bases de conocimiento, que representan
el conocimiento de expertos y son empleados para la resolucion de problemas del mundo
real [7]. Su objetivo es brindar un repositorio centralizado de conocimientos, el cual debe ser
accesible para todos los miembros de una organizacion. También permite la mejora en la toma
de decisiones y, por ende, la resolucion de problemas de manera eficiente. Igualmente, genera
un aprendizaje continuo para quienes la apliquen [8].

Las bases de conocimiento poseen dos métodos de razonamiento para la toma de decisiones
llamados Razonamiento Basado en Reglas (RBR, por sus siglas en inglés) y Razonamiento
Basado en Casos (CBR, por sus siglas en inglés) [7]. El primero brinda conocimiento de una
forma procedimental [9]. Es presentado en forma de reglas relacionadas con la descripcion del
problema y su conclusion. Sin embargo, debe existir una precondicién que permita predecir
una conclusion. Esto debe cumplirse para tomar una decision o accién, lo cual lo hace muy
restrictivo y dificilmente aplicable al mundo real [10].

Por su parte, el CBR comprende un principio basado en que los problemas se resuelven
adaptando la solucion a partir de situaciones similares del pasado [10, 11]. Cuando se identifica
una problematica, el sistema CBR se direcciona a una respuesta de un problema ya existente
y resuelto anteriormente [10].

Es fundamental reconocer que a nivel de asuntos regulatorios la IA posee un impacto relevante.
No obstante, esta Ultima se encuentra en etapas tempranas para este campo de la industria
farmacéutica. Algunos autores afirman que para lograr que sea implementada se deben
cumplir los desafios de validacion del software y su correspondiente evaluacion en términos de
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seguridad [5]. De esta forma, permitiria simplificar la complejidad de los procesos regulatorios,
y automatizar el trabajo administrativo, las creaciones de dosieres, las auditorias y los sistemas
de calidad [5, 12].

Existen herramientas tecnoldgicas usadas a lo largo de los afios. Un ejemplo son los Programas
de Sistemas de Andlisis (SAP, por sus siglas en inglés), abarcando temas como logistica,
finanzas y planificacion. Este tipo de software presenta ventajas dentro de las empresas
farmacéuticas, tales como la eliminacion de la sincronizacion de cambios en diferentes sistemas
y la estandarizacion de la denominacion de productos por codificacion [13].

Siguiendo esta linea, Microsoft brinda opciones para las compafias. Una de ellas es
SharePoint®, una plataforma colaborativa que permite crear intranets y sitios electrénicos.
Ademas, dispone de condiciones para el almacenamiento, la organizaciéon y la puesta en comun
de informacion de forma corporativa [14]. Esta plataforma integra diversas aplicaciones como
SharePoint Designer, Power Apps, Power Automate, Power Bl, Microsoft Outlook, Microsoft
Lists®, Microsoft Planner, Microsoft Teams, Service Now, entre otras [15].

Es de relevancia el conocimiento acerca de Microsoft Lists®, que puede ayudar a la optimizacion
del trabajo. Brinda plantillas personalizables para la elaboracion de listas que pueden ser
compartidas y editadas en tiempo real [16]. Estas listas pueden incluir datos en forma de texto,
tablero, calendario, nimero, fechas, archivos, entre otras. Dentro de su interfaz se visualiza
la opcion de emplear Power Bl, un elemento disefiado para visualizar e integrar datos y crear
reportes interactivos. Es un conjunto de servicios de software y aplicaciones para convertir
datos no relacionados en informacion coherente. Esto brinda soluciones, al transformar datos
en informacion gréfica [17].

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue crear una herramienta digital para
la provision de informacion histérica sobre casos no contemplados en la regulacion oficial
relacionada al sometimiento de tramites varios referentes a medicamentos de venta libre,
cosmeéticos, dispositivos médicos y suplementos alimenticios en paises de Centroamérica y El
Caribe, asi como Ecuador y Uruguay.

Metodologia

Para esta investigacion se desarroll6 e implementd un sistema basado en el conocimiento (KBS,
por sus siglas en inglés) como herramienta digital, mediante el uso de sistemas CAPAs, con
informacién no contemplada en las regulaciones correspondientes. Para esto, se detallaron
Cas0os Con su respectiva accion preventiva o accion correctiva.

Recopilacion de informacion histérica

Se recopilaron datos histéricos sobre prevenciones emitidas por las autoridades reguladoras
de Costa Rica, Belice, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama, Aruba, Curazao,
Jamaica, Republica Dominicana, Trinidad y Tobago, Ecuador y Uruguay durante el periodo
comprendido entre junio de 2022 y diciembre de 2023. Esta busqueda brindd las fechas de
emision de las prevenciones, lo que a su vez facilitd obtener el contenido de cada una de
ellas junto con la respuesta dada por parte del Departamento de Asuntos Regulatorios. Se
consideraron las prevenciones referentes a cualquier tipo de tramite (registro nuevo, cambio
post registro, renovacion, notificacion, consulta).
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Categorizacion de la lista de prevenciones

Una vez revisadas las prevenciones, se categorizaron en aquellas ligadas a un incumplimiento
de la regulacion y aquellas sin relacion con la normativa. Esto permitio generar una lista de
las que no estaban basadas en un incumplimiento de la regulacion oficial, sino en criterios
de evaluadores o en detalles especificos de cada estado. El listado se desarrolld mediante la
herramienta Microsoft Excel®.

Separacién en casos

La lista de prevenciones no contempladas en la regulacion oficial se separd en aquellas que
fuesen casos a los cuales se ligaron a acciones correctivas y los que pudieron evitarse con una
accion preventiva.

Revision de resultados anteriores y unificacion de la informacion

Se reviso la informacién de la herramienta KBS antigua que poseia la empresa para unificarla
y complementarla con la obtenida de las prevenciones. De esta manera, se obtuvo una lista
detallada de casos no contemplados en la regulacion durante el periodo establecido.

Disefio de la herramienta digital y migracion de la informacion

Se utilizé el programa Microsoft SharePoint®, que a su vez permitié usar la aplicacion
Microsoft Lists® para la creacion de columnas y establecer vistas personalizadas. Las listas
generadas fueron: producto, categoria de producto, pais, tipo de tramite, requisitos, archivos
de conocimiento, caso-accion preventiva y caso-accion correctiva.

Para la lista de exigencias, se reviso la regulacion perteneciente a cada categoria de producto
para todos los tipos de tramite. De esta forma, se unificaron los requerimientos para decidir cual
informacion debia ser ingresada en esta lista.

Las listas principales fueron archivos de conocimiento, caso-accion preventiva y caso-accion
correctiva, ya que contenian informacion de las otras. Cada vez que se ingresaba informacion
a cualquier otra lista, estas tres se actualizaban automaticamente, porque los datos estaban
interrelacionados. Es importante mencionar que la lista de archivos de conocimiento estaba
ligada a la de requisitos. Al ingresar a esta ultima, se podia visualizar con cual o cuéles archivos
de conocimiento estaban ligados.

Para el formulario de caso-accién correctiva y caso-accion preventiva se decidid que la
informacion que debia contener fuera la indicada en el cuadro 1.

Cuadro 1. Programacion del formulario caso-accién correctiva y caso-accion preventiva en Microsoft Lists®.

Elemento del formulario Tipo de informacion Ingreso de informacion
Caso Texto Obligatorio
Resolucion (accié_n correctiva o Texto Obligatorio
preventiva)
Producto Busqueda de opcién multiple No obligatorio
Aplicable a otros productos Si o no Obligatorio
Pais Busqueda de opcion multiple Obligatorio
Aplicable a otros pafses Siono Obligatorio
Requisitos Busqueda de opcién multiple Obligatorio
Tipo de tramite Busqueda de opcién multiple Obligatorio
uosscurics | 7eanen pare e | Nooblgatre
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Para la lista de archivos de conocimiento, el formulario se program¢é de tal forma que se
ingresara de manera obligatoria el “nombre” y el “enlace” del archivo en cuestion. Cuando el
disefio estuvo concluido, se procedié a ingresar la informacién de cada una de las listas, asi
como los casos en cada uno de los formularios. Finalmente, se eligié la vista de “galeria” para
apreciar en la pantalla principal un resumen de ellos.

Validacion de la herramienta y capacitacion al equipo

Una vez creada la base de conocimiento, se sometié a un proceso de validacion de contenido a
través del juicio de expertos. Se traté de una opinién fundamentada por parte de individuos con
experiencia y trayectoria en un campo especifico, los cuales son capaces de dar informacion,
evidencia y juicios acerca del tema en cuestion [18].

Los participantes fueron quienes conformaban el equipo de Asuntos Regulatorios de la
compania en Costa Rica y dos personas del Departamento de Operaciones Regulatorias
basado en Colombia. Los criterios para su seleccion se basaron en la formacion académica
y experiencia dentro de la empresa. El propdsito de esta acciéon fue emitir observaciones
para corregir, reforzar, eliminar o agregar datos o, incluso programaciones, que permitieran la
optimizaciéon de busqguedas.

Para llevarlo a cabo, se desarroll6 un cuestionario con preguntas abiertas y cerradas para
conocer la efectividad, tanto del contenido como del disefio de la herramienta (Figura 1). La
escala de Likert se empled para las preguntas cerradas con una valoracion del 1 al 5, donde
1 representa total desacuerdo y 5 indica total acuerdo. Este cuestionario se aplicd en dias
diferentes para los dos equipos mencionados.
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El siguiente cuestionario tiene como finalidad validar la Base de Conocimiento, la cual estd
disefiada para optimizar los procesos regulatorios. La primera parte estd disefiada con base
en ¢l formato de Escala de Likert, donde los mimeros representan lo siguiente:

1: totalmente en desacuerdo, 2: en desacuerdo, 3: neutral, 4: de acuerdo, 5: totalmente de
acuerdo.

Marque la opcidn que desde su perspectiva evalia el contenido de la interrogante.

La segunda parte contiene una pregunta abierta que trata de conocer el criterio, la opinién y
las recomendaciones de cada participante para contribuir con el mejoramiento de la
herramienta digital creada.

__ Miembro del Departamento de Operaciones Regulatorias.

___ Miembro del Departamento de Asuntos Regulatorios.

Primera parte

Pregunta Escala

1. El disefio y formato de la Base de Conocimiento

permite comprender la informacidn.

2. Los eriterios de bisqueda de “requisito”™, “pafs™ y
“producte”  son  adecuados para  encontrar  la

informacion.

3. El tipp de informacién contenida mis la
actualizacion constante de la Base de Conocimiento

permitird optimizar los procesos regulatorios.

4. La manera de ingresar informacitn mueva es ficil y

adecuada.

5. El disefio utilizado es la opcidén visual mds

adecuada.

Segunda parte
1. (Qué tipo de informacitn agregaria o eliminaria de Base de Conocimiento? | Por qué?

Figura 1. Cuestionario aplicado al Departamento de Asuntos Regulatorios y al Departamento
de Operaciones Regulatorias para validar la herramienta digital disefiada.

Por ultimo, durante la presentacion de la herramienta digital a los equipos se proporcioné una
guia sobre como completar la informacién en cada formulario y lista de Microsoft Lists®. Este
espacio también constituyd una sesion de capacitacion.

Resultados

Identificacion de lista detallada de casos no contemplados en la regulacion oficial que hayan
impactado el proceso de sometimiento de tramites en los paises de Centroamérica, El Caribe,
Ecuador y Uruguay, y sus correspondientes acciones correctivas y/o preventivas

Se analiz6 el contenido de 246 prevenciones emitidas por las autoridades reguladoras de los
territorios sefalados. El 51,22 % poseia contenido no contemplado dentro de las regulaciones,
decretos o comunicados oficiales asociados a sus entidades. Estos datos permitieron obtener
una lista de casos con contenido contemplado y no contemplado en la regulacion, como se
aprecia en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Cantidad de prevenciones con contenido contemplado y no contemplado en las
regulaciones oficiales de los paises de Centroamérica, El Caribe, Ecuador y Uruguay de
junio de 2022 a diciembre de 2023, de acuerdo con la categoria de producto.

Cosméticos orales 40 57 97
Analgésicos 30 23 58]
Medlc_amer_wtos 26 19 45
respiratorios

Suplementos vitaminicos 13 13 26
Medicamentos tépicos 4 11 15
Med|.came.ntos 7 3 10

gastrointestinales
Total 120 126 246

Al categorizar las 126 prevenciones en casos con su respectiva accion correctiva o0 accion
preventiva, se obtuvieron 26 y 43 casos, respectivamente. Se debe considerar que la sumatoria
no da 126, debido a que muchos de ellos se repitieron y fueron unificados.

Adicionalmente, al revisar informacion anterior que posefa la compafia, se consiguieron un
caso y 55 casos, respectivamente. Por |o tanto, al unificar los datos con los obtenidos de las
prevenciones, el total fue 27 casos con su correspondiente accion correctiva y 98 con su
respectiva accion preventiva.

Para la lista de caso-resolucion (accion correctiva) el requisito de etiquetas de empaques
primarios y secundarios fue el que estaba relacionado a mayor cantidad de casos y acciones
correctivas, seguido por la formula cuali-cuantitativa (FCC) y los estudios de estabilidad, como se
muestra en la Figura 2. Por su parte, la metodologia analitica y el Certificado de Buenas Practicas
de Manufactura (BPMs) tuvieron la misma cantidad de casos, al igual que las especificaciones
de producto terminado, el material de empaque, las cartas de correspondencia, el Certificado
de Libre Venta (CLV) y el Certificado Técnico Internacional (ITC, por sus siglas en inglés). El
inserto, los contratos, el Certificado de Producto Farmacéutico (CPP, por sus siglas en inglés) y
otros documentos legales en general estuvieron referidos Unicamente a un caso. Los restantes
elementos no estuvieron inmersos en ningun caso.

Documentos legales en general
CPP

Contratos

Insertos

4 8-

CLV

Cartas de correspondencia
Materiales de empaque
Especificaciones de producto terminado
Certificado de BPMs
Metodologias analiticas
Estudios de estabilidad

FCC

Etiquetas/artes de empaque

Requisitos

o
—
(S}
w
N
(9

=N

N

oo
o

Cantidad de casos

Figura 2. Cantidad de casos-accion correctiva no contemplados en las regulaciones oficiales de los
diferentes paises de acuerdo con los requisitos de cada tramite establecidos en dichas regulaciones.
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Para la lista de caso-accion preventiva, las etiquetas/artes de empaques estuvieron relacionadas
con 18 situaciones, seguidas de la FCC con 16, como se observa en la Figura 3. Las cartas de
correspondencia y los plazos siguieron con 14 y 12 casos, respectivamente. Seguidamente,
se encontraron los formularios, los distribuidores y el CPP. A continuacién, aparecen aquellos
referentes a BPMs, a la plataforma Registrelo y a documentos legales en general. Los estudios
de estabilidad y el CLV también presentaron casos.

La metodologia analitica correspondié con cuatro casos, mientras que el certificado de analisis
(CoA, por sus siglas en inglés), las especificaciones de producto terminado, la carta aclaratoria
de nombre, las muestras y la declaracion de filiales estuvieron relacionados con tres. Para el
material de empaque y los informes perioddicos de seguridad (PBRERSs, por sus siglas en inglés)
se hallaron dos casos. Finalmente, la monografia, los poderes, los contratos, el Portal web de
Panamay el ITC se refirieron con uno.

ITC

Portal Web Panama

Contratos

Poderes

Monografia

PBRERs

Materiales de empaque

Declaracion de filiales

Muestras

Carta aclaratoria de nombre
Especificaciones de producto terminado
CoA

Metodologias analiticas
CLV

Estudios de estabilidad

Requisitos

Documentos legales en general
Plataforma Registrelo
Certificado de BPMs
Declaracion jurada

CPP

Distribuidores

Formularios

Plazos

Cartas de correspondencia
FCC

Etiquetas/artes de empaques

o
(§)
N
=N
o0
—_
=
—_
N
—_
~
—
=N
—_
o0

20

Cantidad de situaciones

Figura 3. Cantidad de casos-accion preventiva no contemplados en las regulaciones oficiales de los
diferentes paises de acuerdo con los requisitos de cada tramite establecidos en dichas regulaciones.
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Construccion de un disefio visual de la interfaz de usuario de la herramienta digital

En cuanto al disefio de la herramienta, se visualizé la interfaz principal con un total de ocho listas
(Figura 4). Ellas fueron: caso-resolucion (accion correctiva), caso-accion preventiva, archivos
de conocimiento, requisitos, producto, categoria de producto, pais y tipo de tramite. Se eligid
un color y un icono para cada una de ellas, estableciendo las tres primeras como principales.
Todas podian ser actualizadas de manera constante e individual.

Base de Conocimiento Base de Conocimiento Base de Conocimiento

Caso-Resolucién (Acc... Caso-Accién Preventiva Archivos de Conocimi...

Listas recientes ‘ <7 Todas las listas recientes

Tipo de Trémite
Base de Cono iento
Hace 31 dias

Categoria de Producto Pais
Base de Conacimiento Base de Conacimiento
5/6/2024 5/6/2024

Figura 4. Interfaz principal de la herramienta digital disefiada utilizando Microsoft Lists®.

Clasificacion de la informacion de la lista de casos no contemplados en la regulacién oficial
dentro de la herramienta digital disehada

Para categorizar la informacion dentro de la herramienta digital, se considerd que las listas de
caso-resolucion (accion correctiva) y caso-accion preventiva se encontraban relacionadas con
todas las demas, puesto que, para completar su informacion se necesitaban datos de los otros
listados. Al agregar un nuevo caso se desplegaba un formulario en donde era imprescindible
mencionar requisito (s), producto (s), pais (es) y tipo de tramite, como se denota en la Figura 5.
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Guardar X Cancelar & Copiar vinculo - X

= Caso*

Introducir un valor aquf

Este campo no se puede dejar en blanco.
= Resolucion (Accién Correctiva) *

Introducir un valor aqui

2 Producto

Seleccionar opciones

Aplicable a otros productos *

(Jsi

2 Pais*

Seleccionar opciones

Pais donde ocurrio el caso.
Aplicable a otros paises *

(Jsi

2 Requisitos *

Seleccionar opciones

2 Tipo de trémite *

Seleccionar opciones

% Datos adjuntos

Agregar datos adjuntos

Guardar ‘ Cancelar

Figura 5. Formulario desplegado de la lista caso-resolucion (accion
correctiva) dentro de la herramienta digital disefiada.

El formulario de caso-accion preventiva es similar al de la Figura 5. El cambio es solamente la
informacién de acciéon correctiva por la de accion preventiva.

Ambas listas poseian la opcion de “datos adjuntos®, como se muestra en la Figura 6. Alli se
puede adjuntar la respuesta del Departamento de Asuntos Regulatorios a la prevencion a la
cual hace referencia el caso.



Tecnologia en Marcha
Vol. 39, N° 1. Enero-Marzo, 2026

M‘141

/ Editartodo & Copiar vinculo J

P'S

Aplicable a otros productos * Comentarios v

v
’ @mencion o comentario
2 Pais*
© Fas La semana pasada
Costa Rica

Tu usuario hizo comentaros en

Referirse al calculo en el

) P -
Aplicable a otros paises documento adjunto

v 5 may
>

2 Requisitos *

Formula Cualicuantitativa (FCC)

2 Tipo de tramite *

Registro Nuevo

7 Datos adjuntos

GSK-CH-1267-22 Respuesta Prevencion.pdf

v

Figura 6. Visualizacion del formulario cuando hay un documento adjunto.

Una vez completados todos los formularios de caso-resolucion (accion correctiva) y caso-accion
preventiva correspondientes, la visualizacion de la informacion desde la vista de “galeria” se
muestra en la Figura 7. Se recalca que es posible crear vistas personalizadas. Para esta lista,
se decidi6 ocultar cierta informacion para que cuando se muestre el caso de forma externa solo
se contemple el resumen y el requerimiento.

1 Microsoft Lists O Buscar en esta lista &7 [(NA

O

+ Nuevo 2 Editar B Editar en vista de cuadricua & Compartir X Elementos seleccionados: 1 85 Todos los elementos*

Base de Conocimiento

Caso-Resolucion (Accion Correctiva) *

Resumen ° Resumen Resumen Resumen
Cantidad de flior permitida Direccion del sitio de fabricacion Relacion entre PRISM PCH Limi... Aclaracion de por qué sucursal ...
Requisitos Requisitos Requisitos Requisitos

Férmula Cualicuantitativa (FCC)

Resumen

Ingredientes de Formula Cualic...

Requisitos
Férmula Cualicuantitativa (FCC) E..

Resumen

Estudios de Estabilidad para ca...

Requisitos

Estudios de Estabilidad

Documentos Legales en General

Resumen

Informacion de empaque prim...

Requisitos

Etiquetas/Artes de empaques

Resumen

Comercializacion de Unicament...

Requisitos

Etiquetas/Artes de empagues

Cartas de correspondencia

Resumen

Etiquetado con palabra “Nyon"

Requisitos

Etiquetas/Artes de empaques

Resumen
Metodologia Analitica y validac...

Requisitos

Metodologia Analitica

Cartas de correspondencia

Resumen

Prohibicion de palabra “capleta...

Requisitos

Etiquetas/Artes de empaques

Resumen

Renovacion con cambios, descr...

Requisitos

Etiquetas/Artes de empagues Ma...

Figura 7. Vista de “galeria” de la lista Caso-Resolucion (Accion Correctiva) dentro de la herramienta digital.

Implementacion en el uso de la herramienta digital disefiada en el Departamento de Asuntos
Regulatorios de la compafia.

Con base en la informacion obtenida a través de la aplicacion del cuestionario de validacion
facilitado al personal del Departamento de Asuntos Regulatorios y del Departamento
Operaciones Regulatorias de la compafia se adquirieron los resultados documentados en los
cuadros 3y 4.
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Cuadro 3. Resultados obtenidos a partir del cuestionario aplicado al
personal del Departamento de Asuntos Regulatorios.

1 4 4 4 © 4
2 5 S S 5 5
8 5 5 5 5 5
4 B B B 4 4
5 5 5 5 5 5
6 5 S S S 5
7 5 ® 4 ® 5
8 B B 5 B B
€ 4 5 4 5 5
Promedio 4,8 49 4,7 49 4.8

En cuanto a la pregunta abierta, estas personas sefialaron que es una herramienta muy Util,
completa y amigable. En adicion, mencionaron que con el paso del tiempo se sabria si falta
o sobra informacién. Dentro de las recomendaciones comentaron incluir el cédigo maestro de
formulacion (MFC, por sus siglas en inglés) a cada nombre de la lista de producto, porque
puede tener la misma férmula, pero diferente nombre comercial en cada nacion de la region.

Cuadro 4. Resultados obtenidos a partir del cuestionario aplicado al
personal del Departamento de Operaciones Regulatorias.

1 5 5 5 3 4
2 4 5 5 5 4
Promedio 4,5 5 5 4 4

En cuanto al segundo grupo, considerd que es una herramienta muy Util y valiosa. Asimismo,
recomendaron medir si las resoluciones de las prevenciones fueron efectivas para obtener un
unico reporte en Power Bl y dar mayor capacitacion de cémo mantenerla a lo largo del tiempo.

Discusiéon

Identificacion de una lista detallada de casos no contemplados en la regulacion oficial
que hayan impactado el proceso de sometimiento de tramites varios en los paises de
Centroamérica, El Caribe, Ecuador y Uruguay, y sus correspondientes resoluciones y
acciones preventivas

El Departamento de Asuntos Regulatorios de la compafiia farmacéutica se encarga del
sometimiento de los tramites referentes a todas las categorias de productos ya descritas.
En algunas ocasiones estan ligadas a la criticidad de la persona evaluadora del momento,
emitiendo comentarios no necesariamente relacionados a un incumplimiento de la regulacion
oficial.
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Estos criterios pueden o0 no ser recurrentes para un pais en especifico. Por ende, es necesario
disponer de medidas preventivas antes de ingresar un tramite, tomando en cuenta esta
informacion para disminuir el riesgo de observaciones por parte de las autoridades reguladoras,
o bien, medidas correctivas que permitan aplicar el método de CBR para resolver observaciones
a futuro.

Al analizar cada una de las prevenciones emitidas por estas entidades en el periodo establecido,
se determindé que mas de la mitad contenia informacion no especificada en la regulacion
(51,22 %), como se observa en el cuadro 2, evidenciando la influencia de la subjetividad
de las personas evaluadoras y el vacio de ciertos detalles en las regulaciones oficiales [19].
Adicionalmente, cada territorio cuenta con normativa propia que debe ser atendida, la cual no
forma parte de las reglamentaciones asociadas a productos farmacéuticos y cosméticos, como
se ha visualizado en investigaciones previas [20].

Aun cuando la mayoria de los estados involucrados se regulan bajo el Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA), estos establecen las exigencias, mas no cuestiones de formato o de
la manera para enviar la informacion. Tal situacion genera prevenciones frecuentes por parte
de las autoridades reguladoras.

En contraposicion, Belice, Aruba, Curazao y Haiti son mercados parcialmente regulados. Esto
significa que solamente ciertas categorias, como medicamentos, requieren de una inscripcion
sanitaria. Este tramite es gestionado como una notificacion ante las autoridades de salud, por lo
que la aplicacion de acciones preventivas o correctivas son de baja probabilidad. Tal escenario
proporciona mayor flexibilidad en la forma de enviar la informaciéon y es la razén por la cual
ninguna accion correctiva, ni preventiva fue relacionada a alguna de estas naciones.

En el contexto de caso-resolucion (accion correctiva), en la Figura 2 se muestra que el
requerimiento de la regulacion que estuvo ligado a mayor cantidad de casos por resolver era
el de las etiquetas de empaques primarios y secundarios. Centroamérica emplea el RTCA
11.01.02:04 [21] y el RTCA 71.03.36:21 [22], mientras Republica Dominicana posee el Decreto
No0.246.06 [23].

En el RTCA 11.01.02:04 se establece que las formulaciones de venta libre deben cumplir con
lo declarado en la informacion de los empaques primario y secundario, al igual que aquellos
bajo receta médica, de acuerdo con su forma farmacéutica. Ademas, se deben agregar
indicaciones, precauciones, contraindicaciones y dosis en el arte del inserto. Si no posee
inserto, debe aparecer en el empaque secundario, y si no cuenta con este, en el primario [21].

Por otro lado, el RTCA 71.03.36:21 brinda los elementos minimos de informacion requerida en
los empaques de cosméticos [22]. De igual manera lo hace el Decreto No.246.06 [23].

A pesar de ello, si se adentra en cada uno de estos ocho casos, ninguno incumplié 1o
dispuesto en estos documentos. Las observaciones se respondieron sefialandole al evaluador
correspondiente que su argumento no procedia, pues la reglamentacion no lo expresaba de
esa manera. La resolucion de estos casos conllevd la elaboracion de cartas detalladas por
parte del titular del producto en donde se refirid a cada aspecto de la regulaciéon, haciendo
constar que ninguno fue omitido.

En el caso de un cosmético, la autoridad reguladora indicé que todos los ingredientes de la
FCC debian estar declarados en el empaque primario y secundario. Esta es la descripcion
completa de la composicién y contenido de un medicamento o producto afin [24]. No obstante,
se respondid acorde al inciso 6.1.f del RTCA 71.03.36:21, el cual establece que: “La lista de
ingredientes debe declararse en el etiquetado del envase primario o secundario, o bien en el
etiquetado complementario, en nomenclatura INCI" [22].
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Si se analiza lo anterior, no es obligatorio indicar la lista en ambos empaques. Esto evidencia
la interpretacion de la persona evaluadora hacia la regulacion, o una redaccion inadecuada de
la misma, al no ser mas especifica sobre que solamente uno de los empaques debe contener
esta informacion.

lgualmente, se aprecié que algunos requerimientos solamente se relacionaron a un caso,
como documentos legales en general, CPP, contratos e insertos. Por ejemplo, una autoridad
reguladora solicitd que se presentara un contrato de fabricacion para una renovacion, tal y
como lo indica la regulacion. Sin embargo, esto no aplicaba, ya que el fabricante y el titular eran
filiales de la misma companfia y la elaboracion de este documento no era posible. Esta situacion
no fue analizada por el evaluador al remitir la observacion.

En adicion, el RTCA unicamente especifica en cuales tipos de tramites se pide un contrato
y la informacién que debe contener, pero no el formato en el que debe desarrollarse, ni sus
excepciones. Para el caso de la renovacion se menciona que se debe presentar el contrato de
fabricaciéon o un extracto cuando aplique [25], dejando a criterio de la persona evaluadora el
‘cuando aplique”.

En el contexto de las acciones preventivas necesarias para disminuir el riesgo de prevenciones
a futuro, la Figura 3 muestra que al igual que los casos con acciones correctivas, el requisito
de etiquetas de empaques primarios y secundarios fue el relacionado a mayor cantidad de
situaciones (18 casos). Las acciones preventivas se basaron en la manera de presentar estos
artes en los diversos territorios, de acuerdo con sus presentaciones comerciales. Cabe resaltar
que, en cuestion de forma y formato, la regulacion Unicamente indica que deben ser legibles
[21, 22].

Construccion de un disefo visual de la interfaz de usuario de la herramienta digital

En cuanto al disefio de la interfaz visual de la base de conocimiento usando Microsoft Lists®
de Microsoft SharePoint®, segun se muestra en la Figura 4, es posible indicar que muchos
usuarios pueden editarla en tiempo real y simultaneamente sin problema alguno, lo que conlleva
una mayor productividad. Ademas, existen permisos personalizados que limitan el acceso
de informacién a un departamento en cuestion, pudiendo agregar otro miembro cuando se
exija. Como complemento, como Microsoft SharePoint® esta integrado a otras aplicaciones
que emplea la compafiia farmacéutica donde se desarrolld la investigacion, unifica el flujo de
trabajo, la edicion y la comunicacion [14, 15].

Clasificacion de la informacion de la lista de casos no contemplados en la regulacién oficial
dentro de la herramienta digital disefiada

La creacion de un formulario que debe ser completado para ingresar la informacion y la
exigencia de datos obligatorios en determinadas casillas asegura que no haya ausencia de lo
solicitado y que se bloquee la opcion de ingresar nueva informacion si no se completé de forma
adecuada, como se muestra en la Figura 5. Adicionalmente, al poseer la opcion de ingresar
documentos adjuntos, puede utilizarse a modo de consulta, ahorrando tiempo de busqueda
en el archivo digital de la empresa, con la obtencion del documento digital referente al caso.
Cabe mencionar que si hay informacion muy detallada en las prevenciones (como un calculo),
se puede colocar el documento adjunto y en el comentario sefalar que debe referirse a este
(Figura 6). De la misma forma, con la vista de “galeria” (Figura 7) se aprecia que la herramienta
digital facilita otras opciones visuales a gusto del usuario, 10 que la hace muy verséatil.
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Siguiendo esta linea, la informacién ingresada puede ser exportada en un archivo de Microsoft
Excel®, ser integrada a una base de datos e incluso crear una aplicacion a partir de ella. Para
esta ultima posibilidad, es indispensable un ingeniero en sistemas o una persona experta en
analisis de datos.

Otro beneficio de Microsoft Lists® como opcidon de disefio y formato para crear la base de
conocimiento es que posee Power Bl. Este crea reportes en tiempo real del andlisis de los
datos e incluso anticipa tendencias y comportamientos [17]. Tal situacion es valiosa para el
Departamento de Asuntos Regulatorios, porque reduce la carga de generar reportes manuales
y establece gréficos de la forma en que se necesite. En el caso del presente trabajo, Power Bl
puede crear graficos relacionando todas las listas con todas las combinaciones posibles, es
decir, casos con requisito, casos con producto, casos con pals, entre otros.

Es importante hacer menciéon que con esta estrategia digital se pueden detallar los casos
resueltos y visualizar la persona que ingresoé la informacion para hacerle preguntas en caso
de dudas. No obstante, es apropiado que el Departamento de Asuntos Regulatorios de la
compafiia la actualice constantemente, puesto que las regulaciones cambian [26].

Implementacion en el uso de la herramienta digital disefiada en el Departamento de Asuntos
Regulatorios de la compania

Con respecto a la validacion de la herramienta, acorde a los cuadros 3y 4, los nueve miembros
seleccionados del Departamento de Asuntos Regulatorios indicaron estar de acuerdo o
totalmente de acuerdo con que el disefio y formato de la herramienta permitié comprender
la informacion, equivalente en promedio a un 4,8. Ademas, consideraron que los criterios de
busqueda son adecuados y que el disefio era la opcion visual mas adecuada.

Para el caso del ingreso de informacion, los miembros sefialaron que el formulario era una
herramienta adecuada (4,9 en promedio). Estas respuestas evidenciaron que la interfaz visual
creada haciendo uso de Microsoft Lists® fue apropiada y Util, a pesar de no ser una herramienta
usada anteriormente por el departamento.

Con respecto a su uso, seis personas indicaron estar totalmente de acuerdo con que la misma
permitird optimizar los procedimientos regulatorios, mientras que tres estuvieron de acuerdo.
Tales apreciaciones muestran lo positivo de su utilizacion.

En el caso del Departamento de Operaciones Regulatorias (cuadro 4), los miembros validaron
en un 100 % los criterios de busqueda y que la informacion contenida permitiria optimizar
los procesos regulatorios (Figura 1). Para el disefio y formato, un miembro mencioné estar
de acuerdo y otro estar totalmente de acuerdo con el mismo, equivalente a un 4,5. Para el
ingreso de la informacion y si la opcion visual era la adecuada, se obtuvo un valor de 4 en
ambos casos. De esta manera, la herramienta digital se encuentra validada por parte de ambos
departamentos, al obtener 80 % o0 mas en cada una de las preguntas realizadas.

Lo anterior se debe a que cada respuesta posee un valor que permite obtener una puntuacion
total empleando la medicion tipo ordinal [27]. Se considera realmente fiable y viable con un
valor igual o mayor a 0,8 (80 %) [28, 29].

Luego de toda la labor llevada a cabo, uno de los beneficios percibidos sobre la elaboracion
de una base de conocimiento que contenga este tipo de informacion mediante sistemas CAPAs
es resolver casos de forma similar a como se resolvieron en el pasado (método CBR) y prevenir
el riesgo de observaciones por parte de las autoridades reguladoras, estableciendo medidas
previas al sometimiento de un tramite. Asi, es posible saber a cuél requerimiento de la regulacion
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se le debe prestar mayor atencion y tomar las medidas necesarias. Asimismo, los sistemas
CAPAs brindan sostenibilidad a largo plazo en el departamento y registran detalladamente las
acciones tomadas para evidenciar la trazabilidad [30, 31].

Otro elemento es que la consulta de la herramienta permite conseguir conocimiento de todo
tipo de producto, tramite y pais, pues no esta limitada a cierta informaciéon. Lo Unico que debe
cumplirse es que sean datos no contemplados en alguna normativa.

Aun con las ventajas descritas anteriormente, esta estrategia posee dificultades de empleabilidad.
Al no haberse obtenido una evaluacion de tendencias de las prevenciones dentro de los
resultados, existe la posibilidad de que alguna accién preventiva agregada se haya basado en la
interpretacion de un uUnico evaluador. La tendencia es aquella inclinaciéon hacia cierta direccion
[32], por lo que en estos términos se refiere a que la mayoria de ellas no tendran similitud.
De esta forma, se debe tomar en cuenta que una medida preventiva no necesariamente va a
asegurar la aprobacion del tramite y podria verse como un trabajo adicional.

Para finalizar, un detalle fundamental es que los reglamentos y las regulaciones cambian
frecuentemente [33, 34], por lo gque mantener la herramienta actualizada puede ser un desafio
constante que requiere tiempo. Aunado a ello, puede enfrentar resistencia por parte de un
determinado equipo, debido a que puede suceder que estén acostumbrados a métodos mas
tradicionales de gestion de informacion. Otro detalle comprende la efectividad. Su evaluacion
podra darse hasta tiempo después de haberse implementado.

Conclusiones

A partir de la investigacion efectuada se determiné que el 51,22 % de las prevenciones analizadas
entre junio de 2022 y diciembre de 2023 no estaban relacionadas a algun incumplimiento de
la regulacion oficial, mientras el 48,78 % si lo estaban. La exigencia de la regulacion que se
relaciond a mayor cantidad de casos fue el de etiquetas de empaques.

Gracias al software SharePoint® se logré conocer sus aplicaciones, particularmente Microsoft
Lists®. A través de su estudio se disefid una interfaz del usuario innovadora y eficiente, sin
considerar herramientas mas tradicionales. La categorizacion de la informacion disponible
por parte de la empresa farmacéutica en las distintas listas facultd crear un formulario para
ingresar los datos, de forma tal que no fuera posible dejar espacios en blanco para la adicion
de informacion requerida.

Finalmente, su validacion demostrd que fue una estrategia digital adecuada en cuanto a
contenido, disefio y formato. Algunas oportunidades de mejora incluyeron la colocacion del
MFC de cada uno de los productos, la capacitacion de cémo mantener la herramienta a lo largo
del tiempo y la medicion de la efectividad de la respuesta.
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Resumen

Este trabajo aborda el disefio de un circuito para minimizar los efectos adversos en la
conmutacion de MOSFETs en un medio puente H. Los MOSFETs enfrentan problemas de
eficiencia y estabilidad debido a capacitancias e inductancias parasitas. Para solucionar esto,
se afladieron resistencias en gate-on y gate-off, asi como un capacitor entre la puerta y la
fuente. Estas modificaciones demostraron eficacia en simulaciones y pruebas experimentales,
reduciendo perturbaciones y picos de tension, y mejorando la estabilidad del sistema. La
solucion propuesta optimiza el rendimiento de los MOSFETs en aplicaciones de alta frecuencia
y potencia, mejorando la eficiencia energética y reduciendo el estrés en los componentes.

Keywords
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Abstract

This work addresses the design of a circuit to minimize the adverse effects of MOSFET
switching in a half-bridge configuration. MOSFETs suffer from efficiency and stability issues
due to parasitic capacitances and inductances. To mitigate these effects, gate-on and gate-off
resistors were added, along with a capacitor between the gate and source. These modifications
proved effective in simulations and experimental tests, reducing disturbances and voltage
spikes while improving system stability. The proposed solution enhances the performance of
MOSFETs in high-frequency and high-power applications, increasing energy efficiency and
reducing component stress.

Introduccién

Un convertidor modular multinivel (MMC por sus siglas en inglés) es una topologia de
convertidores de potencia tipicamente utilizado en aplicaciones de transmision de energia
en corriente continua de alta tension y que recientemente se ha extendié al accionamiento
de motores de media tension. [1, 2]. Su disefio se basa en la interconexién de multiples
submodulos compuestos de medios puntos o puentes completos (ver Figura 1) que permiten
la generacion de una onda de tension multinivel, lo que contribuye a mejorar la calidad de la
energia y la eficiencia del sistema [3, 4].
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Figura 1. Submodulos de MMC. (a) Medio puente H. (b) Puente completo.
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Un transistor de efecto de campo de semiconductores de 6xido metélico (MOSFET por sus
siglas en inglés) es un componente esencial en la implementacion de convertidores multinivel.
Son utilizados principalmente en aplicaciones de conmutacion y amplificacion debido a su
alta eficiencia y velocidad [5]. Uno de los problemas observados en la configuracion de
medio puente H fue la presencia de oscilaciones en la sefial de salida de ambos transistores,
principalmente durante la activacion del transistor. Este fendmeno se observa en la Figura 2,
mediante la visualizacion de la tension de puerta-fuente (Vgs) al activar y desactivar el dispositivo
tras un periodo de tiempo muerto, donde las lineas son la tension V. de los transistores superior
e inferior de la configuracion medio puente H mostrados en la Figura 1 respectivamente.
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Figura 2. Sefiales de la tension V, de un circuito medio puente H.

Dentro del funcionamiento de los MOSFETSs la eficiencia de conmutacion es un factor clave que
influye directamente en el rendimiento y la fiabilidad de los circuitos electrénicos. A diferencia
de los MOSFETs convencionales, los de potencia estan disefiados para soportar altas tensiones
y corrientes, 1o que implica un manejo significativo de las capacitancias parasitas. Estas
capacitancias incluyen: puerta a drenador (ng), puerta a fuente (Cgs) y drenador a fuente (C,,)
[6]. Sin embargo, estas capacitancias afectan negativamente la velocidad de conmutacion del
MOSFET, lo que resulta en tiempos de transicion mas largos y mayores pérdidas de energia
durante el proceso de conmutacion [7]. Una conmutacion eficiente es fundamental para
minimizar las pérdidas de energia y reducir el calentamiento, lo que resulta crucial en el disefio
de sistemas de alta densidad de potencia y bajo consumo energético [8].

Se deben tener en cuenta los efectos paréasitos que se presentan en los componentes, estos
efectos son el resultado de las inductancias y capacitancias inherentes a los componentes y
al diseno del circuito. La rapida conmutacion de los transistores genera variaciones bruscas
de corriente y tension en el circuito, ante las cuales las inductancias y capacitancias parasitas
presentes se oponen [9, 10].

Uno de los efectos parasitos mas relevantes es la capacitancia de Miller, la cual surge debido
al solapamiento entre la metalizacién de la puerta y la regién n-menos del MOSFET, ubicada
entre el drenador, la fuente y la puerta. La corriente a través de esta capacitancia se explica
por la densidad de corriente de desplazamiento en el dieléctrico [11]. Durante el proceso de
apagado, la region de deriva puede modelarse de manera unidimensional, y la intensidad del
campo eléctrico en la capa de 6xido es igual al pico del campo en la regién de carga espacial.
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Las posibles soluciones ante las pérdidas asociadas a la conmutacion pueden variar segun
la causa analizada. En [12] se estudian los efectos de las cargas no lineales asociadas a
corrientes parasitas en la conmutacién de un dispositivo MOSFET en configuracion medio
puente H. En dicho estudio se caracteriza dicha carga parésita como una carga de saturacion
que queda en el transistor durante el periodo de apague del interruptor, por lo que se aplica un
circuito de desaturacion de pulso activo, en el cual se aplica una tension muy pequena en la
fuente del transistor para eliminar el problema.

Para el estudio de los efectos adversos en la conmutacion, se implementd una seccion del
circuito del medio puente H (ver Figura 3) en el simulador LTspice. Este simulador permite
la evaluacion detallada de componentes, considerando tanto sus aspectos tedricos como
practicos, y simula de manera precisa su funcionamiento en condiciones reales. Para la
simulacion, se empled el modelo de MOSFET IRF300P227 el cual trabaja en un rango de 300 V
entre el drenador y la fuente (V).
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Figura 3. Simulacion del circuito medio puente H.

Diseno del circuito para la mitigacion de las oscilaciones
de tension entre la puerta del transistor

Para mitigar las oscilaciones de tension en la tension VgS de los transistores, se desarrolld un
circuito (ver Figura 4) capaz de minimizar las perturbaciones y picos de tension que pueden
ocurrir durante la conmutacion de los MOSFETs en un circuito. Este tipo de circuito puede
llegar a ser esencial para mejorar la estabilidad y eficiencia del sistema, especialmente en
aplicaciones de alta frecuencia y potencia.
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Figura 4. Circuito para la reduccion de los efectos adversos de la conmutacion de MOSFETs en medio puente H.

Durante el proceso de conmutacion, se debe considerar el efecto de las capacitancias internas

del transistor, donde las capacitancias Cga y Cgs no son valores constantes, sino que varfan de
acuerdo con la tensidon que atraviesa porque parte de la capacitancia es aportada por la capa
de agotamiento [13]. Cga conocida como capacitancia de realimentacién o de Miller y la cual
contribuye a las oscilaciones cuando el MOSFET cambia de estado. Luego esta Cgs la cual
controla la velocidad a la que se carga la puerta durante el encendido. La capacitancia total de
la puerta, que controla tanto los tiempos de encendido como de apagado, es la suma de estas
dos capacitancias [14, 15], como se muestra en la ecuacion 1:

Ciss = ng + Cgs (1)

El tiempo para la descarga o carga de un MOSFET durante la conmutacion va a depender
de la constante de tiempo t definida en la ecuacion 2. Esta constante se aplica tanto para los
tiempos de encendido como de apagado del transistor, la Unica diferencia radica en el valor de
la resistencia en la puerta (Rg), ya sea gate-on o gate-off. Para la resistencia de carga (gate-
on), un valor mas alto disminuye la velocidad de carga, lo que reduce la corriente que fluye a
través de la resistencia [16].

T= Rg * Ciss (2)

La ecuacion que describe el comportamiento de la tension en la puerta del transistor durante la
conmutacion se deriva del modelo de un circuito RC en carga [15]. En este caso, la capacitancia
se carga a través de la resistencia de la puerta Ry, tal como se expresa en la ecuacion 3. La
tension en la puerta sigue una curva exponencial conforme se carga la capacitancia, y este
tiempo esta directamente relacionado con la constante de tiempo T. Por lo tanto, al aumentar

Ry, incrementa el tiempo que tarda en cargarse la puerta.
La tension V,  esta relacionada con el comportamiento de la tension V,, y varia a medida

que se carga. Cuando esta tension alcanza el umbral (V) para que el transitor conduzca, V,
disminuye, permitiendo que la corriente fluya a través de las terminales del MOSFET.

av, —t
Vgs = RyCya d?S (1 — eRg(ngJngJ)
)
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Implementacion en la plataforma de simulacion

A partir del disefio mencionado anteriormente (Figura 4), se realizdé la implementacion de los
métodos por separado para una mejor visualizacion de sus efectos individuales. En la Figura
5 se muestran ambas tensiones de V. en un circuito de medio puente H, especificamente al
incorporar resistencias de gate-off y un diodo en la terminal de la puerta de los MOSFET. Durante
el encendido del MOSFET, la curva de tension Vgs muestra un rapido ascenso, indicando que
el dispositivo esta siendo llevado rapidamente hacia su region de saturacion. Al incorporar las
resistencias gate-off esta limita la velocidad a la que se carga la puerta, lo que contribuye a
reducir las sobre corrientes en el proceso de conmutacion. Sin embargo, un valor elevado de
dicha resistencia podria aumentar significativamente el tiempo de respuesta del MOSFET. Por
otro lado, durante el apagado, la curva mostraba una caida mas gradual, la resistencia ayudo
a mejorar el tiempo de descarga de la puerta.
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Figura 5. Gréfico del circuito incorporando las resistencias en gate-on y gate-off.

La adicion de un capacitor al circuito mejora notablemente la estabilidad y el control durante el
encendido y apagado de los MOSFET, ya que actua como un filtro que atenua las oscilaciones
de tension, proporcionando una conmutacion mas suave y controlada, como se observa en la
Figura 6. Al suavizar las variaciones de tension, el capacitor permite una transicion mas estable
entre los estados de encendido y apagado, lo que es crucial para aplicaciones que requieren
conmutaciones precisas y rapidas. Sin embargo, el capacitor introduce un ligero aumento en el
tiempo de transicion debido a su proceso de carga y descarga, lo que se refleja en un mayor
tiempo de subida y caida de la tension Vgs, aungue con una significativa reduccion de las
oscilaciones respecto a la curva sin capacitor.
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Figura 6. Grafico del efecto del capacitor en V.

La Figura 7 muestra los resultados de realizar la implementacion de ambos métodos de
mitigacion, se destaca la reduccion significativa de los picos de tensiéon y corriente, lo que
refleja transiciones mas suaves. Asimismo, se observa una mayor estabilidad en el circuito,
evidenciada por una caida mas controlada de la tension Vgs, evitando picos abruptos. Por lo
tanto, las modificaciones introducidas al circuito han demostrado ser efectivas para mejorar su
rendimiento.

30 T T T

Curvas Original
251 Curva de Desactivacion | |
Curva Activacion

Voltaje (V)

19.5 20 20.5 21 215 22 22.5 23
Tiempo (us)

Figura 7. Prueba simulada de la implementacion de ambas técnicas en un circuito de medio puente H.

Resultados y Analisis

Los resultados obtenidos a partir de las simulaciones y las pruebas experimentales realizadas
en el laboratorio de investigacion de la Universidad de Santiago de Chile evidencian una mejora
significativa en la estabilidad y eficiencia de los MOSFETs mediante la implementacion del
circuito modificado.

El primer resultado experimental corresponde al circuito original de medio puente H (ver Figura
3), en el que se observaron altos picos de tensién durante la conmutacion. Las oscilaciones
generadas afectaron tanto la estabilidad como la eficiencia del sistema. En la Figura 8, se
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observan las formas de onda medidas en el circuito fisico, donde la curva amarrilla representa
la tension V__ del MOSFET superior mientras que la curva verde representa al MOSFET inferior
de la configuracion medio puente H. A partir de estas, se detectaron variaciones bruscas en la
tension VgS durante los estados de encendido y apagado de los MOSFETSs, lo que increment6
las pérdidas por conmutacion. Este comportamiento sugiere que el disefio no considera
adecuadamente las caracteristicas dinamicas del MOSFET, lo que da lugar a un rendimiento
suboptimo.

500.0ns/ H E:
T

Figura 8. Prueba fisica de la operacion de un medio puente H con 100V. (10 V/div, 500ns/div)

Para el siguiente resultado, se agregd un capacitor de 10 nF entre las compuertas puerta-fuente
de los MOSFETs, lo que permitié reducir las oscilaciones tanto antes del encendido como
durante el estado de apagado del transistor. En la Figura 9 se muestra una transicion mas
suave con una reduccion de picos en la tension de las compuertas Vgs de ambos MOSFETS,
representados por las curvas amarilla y verde, lo que indica una mejora en la estabilidad del
sistema. Ademas, la curva azul que representa la corriente del circuito muestra una menor
distorsion, lo que sugiere una mitigacion efectiva de las oscilaciones. Sin embargo, se identifico
un ligero aumento en los tiempos de transicion, lo que indica que, si bien la estabilidad mejoro,
es necesario considerar un equilibrio entre la velocidad de conmutacion y la suavidad de las
transiciones para optimizar el rendimiento del sistema.

Figura 9. Prueba fisica de la operacion de un medio puente H con 100V y
un capacitor entre la puerta-fuente. (10 V/div, 500 ns/div)
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Finalmente, se incorpord al circuito una resistencia gate-off de 20 Q junto con un diodo de
recuperacion rapida, lo que resulté en una mejora significativa en estabilidad y eficiencia.
Como se muestra en la Figura 10, las oscilaciones de ambas tensiones Vgs, se mantuvieron
notablemente reducidas a pesar de la adicion de estos componentes. Ademas, la inclusion de
la resistencia y el diodo disminuyo considerablemente el tiempo de descarga de la tension Vgs
en comparacion con la Figura 9. Las resistencias anadidas permitieron un mayor control sobre
la velocidad de conmutacion, lo que mejord la eficiencia energética y redujo el estrés en los
componentes. Este resultado es clave, ya que demuestra que la combinaciéon adecuada de
elementos pasivos puede optimizar el rendimiento del circuito.

Figura 10. Prueba fisica de la operacion de un medio puente H con 100V, un capacitor entre la
puerta-fuente y una resistencia con diodo en el Gate-on y Gate-off. (10 V/div, 500ns/div)

Ademas, como se observa en las 3 graficas de las pruebas fisicas, la corriente I, se mantuvo en
aproximadamente 7,5 A. La invariabilidad de la corriente indica que el sistema puede manejar
las cargas sin riesgos de picos de corriente, algo que podria causar pérdidas significativas.
Para complementar el analisis cualitativo, se presenta una tabla que resume los resultados
cuantitativos obtenidos en las diferentes configuraciones del circuito.

Cuadro 1. Comparacion de los resultados experimentales.

Prueba Tension Pico (V) Tiempo de subida Tiempo de bajada
(ns) (ns)
Circuito original sin capacitor 23 1000 1000
Circuito con capacitor 12 1500 2000
Circuito con reS|SﬁenC|a, diodo y 16 1300 1000
capacitor

Conclusién y recomendaciones

Las modificaciones implementadas en el circuito, que incluyeron la incorporacion de resistencias
en el gate-on y gate-off, asi como un capacitor entre la puerta y la fuente, resultaron en una
mejora notable en la estabilidad del sistema, aunque con un ligero aumento en los tiempos de
conmutacion. Las pruebas demostraron una reduccion significativa en los picos de tension,
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que bajaron de 23 V en el circuito original a 16 V en la configuracion final con resistencias,
diodo y capacitor. Sin embargo, los tiempos de subida y bajada, que se mantuvieron en valores
comparables o ligeramente superiores, reflejan un compromiso aceptable en la optimizacion y
reduccion de las oscilaciones.

Este balance, aunque con un leve incremento en los tiempos de transicion, fue clave para
reducir las perturbaciones y las oscilaciones observadas en el circuito original, 1o que permitio
suavizar las transiciones de tension y mejorar la conmutacion de los MOSFETs. Se confirmd
que el aumento en los tiempos de conmutacion fue compensado por una mayor estabilidad y
eficiencia del sistema, lo que valida las modificaciones propuestas.

Para futuros estudios, se recomienda explorar el impacto de diferentes valores de capacitancia
entre la puertay la fuente, con el objetivo de encontrar una configuracion éptima que minimice aun
mas las oscilaciones sin afectar significativamente la velocidad de conmutacion. Ademas, seria
beneficioso realizar pruebas con distintos tipos de MOSFETs, considerando sus caracteristicas
dinamicas y tiempos de respuesta, para evaluar la aplicabilidad de las modificaciones en una
gama mas amplia de dispositivos. Asimismo, se sugiere analizar la implementacion de otros
elementos pasivos o técnicas de control que puedan mejorar aun mas la eficiencia y estabilidad
del sistema, garantizando una conmutacion mas precisa y confiable.
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Resumen

Se cuantificé la relacion entre caracteristicas morfoldgicas del fruto de cuayote (Gonolobus
edulis). Entre setiembre y noviembre de 2024, se colectaron frutos de cuatro accesiones
de cuayote, y se evaluaron las siguientes caracteristicas: peso (g), longitud (mm), ancho
(mm), grosor (mm), numero de alas ventrales (completas, incompletas y total), nimero de
alas dorsales (completas, incompletas y total), nimero total de alas completas, nimero total
de alas incompletas, numero total de alas longitudinales, relacion longitud:ancho, relacion
longitud:grosor, y relacion ancho:grosor. Se calculd la correlacion de Spearman para la relacion
entre todas las variables, y también para la relacion entre la altitud del sitio de recoleccion y
las demas variables. Se hallaron 20 correlaciones entre variables que fueron altas (r>0,63) y
significativas (p<0,05), de las cuales 13 fueron entre variables relacionadas con las alas del
fruto. Se obtuvo una correlacion positiva alta entre la altitud del sitio de recolecciéon y: peso
(r=0,72"*), ancho (r=0,66**), y grosor (r=0,71**) del fruto. Este trabajo constituye el primer
informe sobre el estudio de las relaciones entre caracteristicas morfolégicas de los frutos de
cuayote.

Keywords
Apocynaceae; accesions; fruit weight; Costa Rica; Central America; variability.

Abstract

The relationship between morphological characteristics of the cuayote (Gonolobus edulis)
fruit was quantified. Between September and November 2024, fruits were collected from four
cuayote accessions, and the following characteristics were evaluated: weight (g), length (mm),
width (mm), thickness (mm), number of ventral wings (complete, incomplete and total), number
of dorsal wings (complete, incomplete and total), total number of complete wings, total number
of incomplete wings, total number of longitudinal wings, length:width ratio, length:thickness ratio,
and width:thickness ratio. Spearman’s correlation was calculated for the relationship between
all variables, and also for the relationship between the altitude of the collection site and the
other variables. Twenty correlations were found between variables that were high (r>0.63) and
significant (p<0.05), of which 13 were between variables related to the wings of the fruit. A high
positive correlation was found between altitude of the collection site and: weight (r=0.72**), width
(r=0.66""), and thickness (r=0.71**) of the fruit. This work constitutes the first report on the study
of the relationships between morphological characteristics of cuayote fruits.

Introduccién

El cuayote (Gonolobus edulis Hemsl.), es una planta perteneciente a la familia Apocynaceae,
endémica de Costa Rica y Panama [1]; sus frutos son consumidos como hortaliza o postre;
los frutos tiernos se consumen asados, y con los frutos maduros (sazones) se hace un dulce
[2] [3] [4] [5], el cual es considerado de alta calidad (J.E. Monge-Pérez, datos sin publicar).
Esta especie también recibe los nombres de cuajote y coayote, y se le llama chinchayote en
Nicaragua [3]. Es una planta trepadora, y sus hojas son simples y opuestas [3] [6]. No existen
informes de que esta especie sea cultivada [3].
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El género Gonolobus es de origen americano, y comprende entre 140 a 150 especies,
distribuidas en la vegetacion tropical y subtropical desde el este de Estados Unidos hasta
el norte de Argentina, incluyendo las Antillas [7] [8] [9] [10] [11] [5] [12] [13], y de las cuales
en América Central crecen unas 45-50 especies [6]; los frutos de muchas de estas especies
son comestibles [14]. Este género es morfoldgicamente diverso, y cuenta con 45 especies en
México, tales como G. lozadae, G. erianthus, G. triflorus, G. barbatus, G. cthulhui, G. incerianus,
G. cteniophorus, G. villasenorii, G. grandiflorus, G. stenanthus, y G. gonzaleziarum [15] [16]
[14] [6] [12] [5]. En Costa Rica también se encuentran otras especies de este género, tales
como G. taylorianus W. D. Stevens & Montiel [3], y G. albomarginatus [17]; la distribucion de G.
taylorianus es desde Guatemala hasta Costa Rica, y en el sur del estado de la Florida, EEUU
[18]. Los caracteres diagnoésticos de Gonolobus son los apéndices estaminales en forma de
lamina, y frutos comunmente con 4 o 5 alas, con base recurvada que forma un angulo agudo
con el pedunculo [5]. G. edulis se distingue de otras especies de este género, por sus flores
con corola de color blanco [5], mientras que G. taylorianus presenta una corola de color verde
[18].

Se desconoce el valor nutricional de G. edulis. Sin embargo, en el caso de G. taylorianus se
ha estudiado el contenido de fenoles totales y su actividad antioxidante [19], y también se ha
identificado la presencia de triterpenos, glicosidos cardiotonicos, carbohidratos, esteroides, y
flavonoides; estos componentes podrian tener efectos benéficos para la salud humana, tales
como propiedades anticancerigenas, prevencion de enfermedades del corazdn, actividad
analgésica, fijacion de radicales libres, efecto hepatoprotector y antiinflamatorio, asi como
actividad antioxidante [20]; ademas, también se conoce su efecto medicinal mediante el uso del
latex de la planta para la eliminacion de verrugas, asi como el uso del extracto del fruto hervido
para la prevencion o tratamiento de problemas de proéstata [20].

El cuayote se encuentra en bosques estacionalmente secos, bosques muy hudmedos, en
elevaciones de 100 a 2200 msnm. Su distribucion geografica corresponde a Costa Rica y
Panama [1], y aparentemente también Nicaragua [3]. En Costa Rica se ha registrado en
Guanacaste, Monteverde, El Empalme, los cerros del Tablazo, el Valle Central, y el Pacifico
Sur [3]. Se ha descrito que su floracién va de mayo hasta septiembre, y la fructificacion entre
agosto y enero [3]. Las especies de Gonolobus suelen presentar tolerancia a la perturbacion
antropica, por lo que pueden crecer en sitios como cafetales, muros, milpas, orillas de
carreteras y afloramientos rocosos, e incluso pueden verse favorecidas por la perturbacion
humana, ocupando espacio dentro de zonas urbanas [5]; esta alta rusticidad de las plantas
se debe probablemente a la amplia presencia de fibras en todos los érganos de la planta (J.E.
Monge-Pérez, datos sin publicar).

Los frutos de cuayote son fusiformes, con una longitud entre 10 y 12 cm, con cuatro o cinco
alas longitudinales, y cuyo color al madurar es verde claro [5] [3]; cada fruto posee entre 600
y 650 semillas (J.E. Monge-Pérez, datos sin publicar); el fruto maduro se abre por una sutura
longitudinal dorsal y de esta forma libera las semillas (J.E. Monge-Pérez, datos sin publicar);
cada semilla posee un mechoén de pelos apicales (coma micropilar o vilano), que les facilitan ser
transportadas por el viento [5] [3]. Los frutos, asi como los otros érganos de la planta, poseen
abundante latex blanco [6], el que debe ser eliminado antes de consumir los frutos [4].

Otros investigadores han estudiado las relaciones entre varias caracteristicas morfolégicas de
los frutos de diversas especies, como meldn [21] [22], uchuva (Physalis peruviana) [23], ayote
(Cucurbita moschata) [24], pepino [25] [26] [27], manzana [28], pimiento [29] [30] [31], tomate
[32] [33] [34], okra [35], berenjena [36] [37] [38], fresa [39], asi como la especie Caesalpinia
ebano [40] y la cucurbitacea Benincasa hispida [41].
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En otras investigaciones se han estudiado las alas de los frutos de varias especies vegetales,
y su utilidad en la clasificacion taxonémica [42].

El andlisis de correlacion es una herramienta que ayuda a medir el grado de asociacion entre
diversos rasgos cuantitativos [27]. En aquellas situaciones en que los datos no se ajustan a
una distribucion normal, se debe utilizar la estadistica no paramétrica; en este caso, se utiliza la
correlacion de Spearman para el estudio de las relaciones entre variables [43] [44].

El objetivo del trabajo fue cuantificar la relaciéon entre caracteristicas morfolégicas del fruto de
cuatro accesiones de cuayote.

Materiales y métodos

Se colectaron frutos de cuatro accesiones de cuayote (Gonolobus edulis), procedentes de
diversos sitios de Costa Rica (cuadro 1); se recolectaron entre 10 y 26 frutos sazones por
accesion, segun la disponibilidad al momento de la colecta, para un total de 75 frutos evaluados.
Se registré la altitud y las coordenadas geograficas de cada sitio de colecta, mediante un
medidor modelo GPS-MAP 78S, marca Garmin. Las colectas se realizaron entre los meses de
septiembre y noviembre de 2024.

Cuadro 1. Sitios de recoleccion de las accesiones de cuayote.

1 Ochomogo, Cartago 9° 54’ 20,0732400” 83° 56' 2,4182160" | 1716
2 Cervantes, Alvarado, Cartago 9° 52’ 55,0917480" 83° 49' 4,6214040" 1531
° senrede M?Jggeés de Ooa.San | g0 56 22,9937280" 84°3'9,3102840" | 1188
4 Curridabat, San José 9° 55’ 20,0467200” 84° 2’ 23,7644520" | 1166

Se evaluaron las siguientes variables:

1. Peso del fruto (g): se evaludé en cada uno de los frutos colectados, y se calculd el
promedio.

2. Longitud del fruto (mm): se midié en cada uno de los frutos colectados, y se obtuvo el
promedio.

3. Ancho del fruto (mm): se evalu6é en cada uno de los frutos colectados, y se calcul6 el
promedio. Esta medicion se realizd entre las dos alas ventrales; se considerd como la
parte ventral del fruto aquella cara sobre la que se ubica el pedunculo, y que siempre es
mas oscura que el resto del fruto (J.E. Monge-Pérez, datos sin publicar).

4. Grosor del fruto (mm): se midié en cada uno de los frutos colectados, y se obtuvo el
promedio. Esta medicion se realizd entre la parte ventral y la parte dorsal del fruto.

5. Numero de alas ventrales completas: se registré en cada uno de los frutos colectados,
y se calculd el promedio; las alas completas son aquellas que se extienden en forma
continua a nivel longitudinal, entre ambos extremos del fruto.

6. Numero de alas ventrales incompletas: se registrd en cada uno de los frutos colectados, y
se calculo el promedio; las alas incompletas son aguellas que no mantienen la continuidad
longitudinal entre ambos extremos del fruto.
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7. Numero de alas dorsales completas: se registré en cada uno de los frutos colectados, y
se calculé el promedio.

8. Numero de alas dorsales incompletas: se registré en cada uno de los frutos colectados,
y se calculo el promedio.

9. Numero total de alas ventrales: se registré en cada uno de los frutos colectados, y se
calculo el promedio.

10. Numero total de alas dorsales: se registré en cada uno de los frutos colectados, y se
calcul6 el promedio.

11. Numero total de alas completas: se registrd en cada uno de los frutos colectados, y se
calcul6 el promedio.

12. Numero total de alas incompletas: se registrd en cada uno de los frutos colectados, y se
calculo el promedio.

13. Numero total de alas longitudinales del fruto: se registré en cada uno de los frutos
colectados, y se calculo el promedio.

14. Relacion longitud:ancho del fruto: se obtuvo al dividir la longitud entre el ancho para
cada uno de los frutos, y se calcul6 el promedio.

15. Relacion longitud:grosor del fruto: se obtuvo al dividir la longitud entre el grosor para
cada uno de los frutos, y se obtuvo el promedio.

16. Relacion ancho:grosor del fruto: se obtuvo al dividir el ancho entre el grosor para cada
uno de los frutos, y se calculd el promedio.

Para la evaluacion del peso del fruto se utilizé una balanza electrénica marca Salter Brecknell,
modelo PB500, con una capacidad de 500,0 + 0,1 g. Para la evaluacion de las dimensiones
del fruto, se us® un calibrador electronico marca Pittsburgh con una capacidad de 154,5 + 0,1
mm, asi como una regla con una capacidad de 300 + 1 mm.

Para todas las variables, se aplico la prueba de Shapiro-Wilks modificado, la cual confirmé que
los datos de la mayoria de las variables no se ajustaron a una distribucion normal. Por lo tanto,
para el analisis de la relacion entre las variables, se calculé el coeficiente de correlacion de
Spearman, y para aqguellas combinaciones de variables en que se encontré una alta correlacion
(r=0,63) y significancia estadistica (p<0,05), se obtuvo el diagrama de dispersion de los datos
(excepto para las variables relacionadas con las alas longitudinales del fruto, por ser variables
discretas). Para todos los andlisis de datos se utilizd el paquete estadistico InfoStat [43].
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Resultados y discusion

En el cuadro 2 se muestran los estimadores estadisticos de las variables evaluadas en este
ensayo. La mayor variabilidad de los datos se hallé en el numero de alas dorsales completas
y en el numero de alas ventrales incompletas del fruto, mientras que la menor variacion se
encontrd en el numero de alas ventrales completas y en la relacion ancho:grosor del fruto.

Cuadro 2. Estimadores estadisticos de caracteristicas morfoldgicas de frutos de cuayote.

PF 271,28 79,13 29,17 120,90 489,00 251,60
LF 145,94 17,61 12,06 108,10 190,00 146,90
AF 87,34 13,87 15,88 60,60 113,30 87,60
GF 80,89 9,75 12,05 59,50 104,60 80,50
AVC 2,00 0,16 8,22 1 3 2
AVI 0,48 0,55 115,44 0 2 0
ADC 0,33 0,66 199,32 0 2 0
ADI 1,76 0,73 41,61 0 3 2
TAV 2,48 0,53 21,34 2 4 2
TAD 2,09 0,37 17,86 1 3 2
TAC 2,33 0,66 28,47 2 4 2
TAI 2,24 0,80 35,83 1 4 2
TAL 4,57 0,68 14,90 3 6 S
L/A 1,70 0,24 13,90 1,32 2,26 1,65
L/G 1,82 0,23 12,54 1,28 2,32 1,82
AIG 1,08 0,11 10,03 0,84 1,32 1,10

Nota: PF: peso del fruto (g); LF: longitud del fruto (mm); AF: ancho del fruto (mm); GF: grosor del fruto (mm);
AVC: numero de alas ventrales completas del fruto; AVI: nimero de alas ventrales incompletas del fruto; ADC:
numero de alas dorsales completas del fruto; ADI: nimero de alas dorsales incompletas del fruto; TAV: numero
total de alas ventrales del fruto; TAD: numero total de alas dorsales del fruto; TAC: numero total de alas completas
del fruto; TAl: numero total de alas incompletas del fruto; TAL: numero total de alas longitudinales del fruto; L/A:
relacion longitud:ancho del fruto; L/G: relacién longitud:grosor del fruto; A/G: relacién ancho:grosor del fruto.

Con respecto a la correlacion entre la altitud del sitio de recoleccion y las diversas caracteristicas
morfolégicas del fruto de cuayote, se hallaron tres correlaciones altas y significativas, entre la
altitud y: el peso del fruto (r=0,72**); el ancho del fruto (r=0,66**); y el grosor del fruto (r=0,71**)
(cuadro 3).
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Cuadro 3. Coeficientes de correlacion de Spearman (r) entre la altitud del sitio
de recoleccion y caracteristicas morfoldgicas de frutos de cuayote.

Variable Altitud (msnm)
PF 0,72**
LF 0,50**
AF 0,66
GF 0,71*

AVC 0,50**
AVI 0,14ns
ADC 0,16ns
ADI 0,37**
TAV 0,15ns
TAD 0,44**
TAC 0,16ns
TAl 0,29**
TAL 0,20ns
L/A -0,23*
L/G -0,13ns
AlG 0,18ns

Nota: PF: peso del fruto (g); LF: longitud del fruto (mm); AF: ancho del fruto (mm); GF: grosor del fruto (mm);
AVC: numero de alas ventrales completas del fruto; AVI: numero de alas ventrales incompletas del fruto; ADC:
numero de alas dorsales completas del fruto; ADI: numero de alas dorsales incompletas del fruto; TAV: numero
total de alas ventrales del fruto; TAD: numero total de alas dorsales del fruto; TAC: numero total de alas completas
del fruto; TAl: numero total de alas incompletas del fruto; TAL: numero total de alas longitudinales del fruto;

L/A: relacion longitud:ancho del fruto; L/G: relacidn longitud:grosor del fruto; A/G: relacion ancho:grosor del

fruto; altitud: altitud sobre el nivel del mar (msnm); ns: no significativa; *: significativa (p<0,05); **: altamente
significativa (p<0,01). Se resaltan en letra negrita las correlaciones significativas (p<0,05) y consideradas altas
(r=0,63).

Las altas correlaciones positivas halladas para el peso, ancho y grosor del fruto, sugieren que
los valores de dichas variables tienden a aumentar conforme aumenta la altitud del sitio de
recoleccion, al menos para las cuatro accesiones de cuayote evaluadas. Esto podria deberse a
las diferentes condiciones ambientales en cada sitio de recoleccion, en especial la temperatura,
que es menor conforme aumenta la altitud; sin embargo, no hay datos en la literatura sobre el
efecto de las variables ambientales en las caracteristicas morfolégicas del fruto de cuayote. Por
otra parte, en el cultivo de chayote (Sechium edule), de la familia Cucurbitaceae, se encontré
un resultado contrario al hallado en la presente investigacion, pues se hallé una correlacion
negativa entre la altitud y las caracteristicas de peso, ancho y grosor del fruto; es decir, a mayor
altitud, menores valores para dichas variables [45].

En el cuadro 4 se muestran los coeficientes de correlacion de Spearman entre las variables
relacionadas con las alas longitudinales del fruto. Se hallaron 13 correlaciones entre variables
que fueron altas (r>0,63) y significativas (p<0,05); las correlaciones mas altas se obtuvieron
entre ADC y TAC (r=0,99"*), entre AVl y TAV (r=0,98*), y entre TAV y TAL (r=0,90"*). No se
encontraron referencias en la literatura sobre correlaciones relacionadas con el nimero de alas
en frutos en ninguna especie vegetal.
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Cuadro 4. Coeficientes de correlacion de Spearman (r) entre variables
relacionadas con las alas longitudinales de frutos de cuayote.

M‘167

AVI ADC ADI TAV TAD TAC TAI TAL
AVC 0,53** 0,68 0,63* 0,58 0,73** 0,70** 0,47 0,53**
AVI 0,55 0,15ns 0,98** 0,51** 0,54** 0,57** 0,89**
ADC -0,07ns 0,57** 0,59** 0,99** -0,06ns 0,54**
ADI 0,13ns 0,73** -0,07ns 0,79** 0,29**
TAV 0,50** 0,57** 0,54** 0,90
TAD 0,59 0,66 0,71**
TAC -0,07ns 0,54**
TAI 0,65**

Nota: AVC: numero de alas ventrales completas del fruto; AVI: ndmero de alas ventrales incompletas del fruto;
ADC: numero de alas dorsales completas del fruto; ADI: numero de alas dorsales incompletas del fruto; TAV:
numero total de alas ventrales del fruto; TAD: numero total de alas dorsales del fruto; TAC: numero total de alas
completas del fruto; TAl: numero total de alas incompletas del fruto; TAL: numero total de alas longitudinales del
fruto; ns: no significativa; *: significativa (p<0,05); **: altamente significativa (p<0,01). Se resaltan en letra negrita
las correlaciones significativas (p<0,05) y consideradas altas (r>0,63).

A continuacion, se detallan los coeficientes de correlacion y el diagrama de dispersion de los
datos, para las otras siete correlaciones entre variables morfolégicas en frutos de cuayote, que
fueron altas (r>0,63) y significativas (p<0,05).

Con respecto a la relacion entre longitud y peso del fruto (figura 1), la correlacion fue alta,
positiva, y altamente significativa (r=0,70"); lo cual sigue la l6gica de que un fruto mas largo
por lo general tiene mayor peso. De la misma forma, en otros cultivos también se ha encontrado
una correlacion alta y significativa entre estas variables, como en el caso de Caesalpinia
ebano (r=0,98*) [40], tomate (r=0,64-0,69**) [32] [33], meldn (r=0,76"*) [21], ayote (Cucurbita
moschata) (r=0,91%) [24], pepino (r=0,68-0,99**) [25] [26] [27], Benincasa hispida (r=0,86*%)
[41], y berenjena (r=0,98**) [37]; por otra parte, en otros estudios se hallé que esta correlacion
fue moderada en berenjena (r=0,60") [36], pimiento (r=0,62*) [29] y manzana (r=0,59%) [28].
En forma contraria, en otro ensayo en pimiento la correlacion hallada entre estas variables fue
negativa y moderada (r=-0,50**) [31]; y dicha correlaciéon no fue significativa en los cultivos de
berenjena [38], pimiento [30], fresa [39] y uchuva [23].
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Figura 1. Diagrama de dispersion de la relacion entre longitud y peso del fruto de cuatro accesiones de cuayote.
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En cuanto a la relacion entre ancho y peso del fruto (figura 2), la correlacion fue alta, positiva y
altamente significativa (r=0,72**). Esta relacion es l6gica, dado que generalmente un fruto mas
ancho tiene mayor peso. De la misma forma que en el presente estudio, otros investigadores
también hallaron una correlacion alta y positiva entre estas caracteristicas en tomate (r=0,75**)
[32], Benincasa hispida (r=0,91**) [41], berenjena (r=0,76-0,92**) [36] [37], pepino (r=0,66-
0,67**) [25] [26], Caesalpinia ebano (r=0,80**) [40], ayote (Cucurbita moschata) (r=0,95**) [24],
meloén (r=0,84-0,88*%) [21] [46], y pimiento (r=0,89**) [31]. Por otra parte, en otros estudios se
obtuvo una correlaciéon moderada entre estas variables, en manzana (r=0,59%) [28], uchuva
(r=0,43%) [23], pepino (r=0,39**) [27], berenjena (r=0,47**) [38], fresa (r=0,59**) [39], y pimiento
(r=0,57-0,61**) [29] [30]. Ademas, esta correlacién no fue significativa en otro estudio en
tomate [33].
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Figura 2. Diagrama de dispersion de la relacion entre ancho y peso del fruto de cuatro accesiones de cuayote.

Para la relacion entre grosor y peso del fruto (figura 3), la correlacion fue alta, positiva y
altamente significativa (r=0,82**). Esta es una relacion que también tiene légica, dado que
generalmente un fruto mas grueso tiene mayor peso. De la misma forma que en el presente
ensayo en cuayote, se obtuvo una correlacion alta y positiva entre estas variables en Benincasa
hispida (r=0,78*) [41]; sin embargo, en forma contraria, dicha correlacién no fue significativa
en Caesalpinia ebano [40].
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Figura 3. Diagrama de dispersion de la relacion entre grosor y peso del fruto de cuatro accesiones de cuayote.

Con respecto a la relacion entre ancho y grosor del fruto (figura 4), la correlacion fue alta,
positiva y altamente significativa (r=0,78**). Esta es una relacion que no es necesariamente
l6gica; a pesar de esto, es importante considerarla en programas de fitomejoramiento, dado
que permitiria utilizar como criterio de seleccion solamente una de estas variables, por ejemplo,
el ancho del fruto. Al igual que en el presente ensayo, otros investigadores también hallaron
una correlacion positiva y alta entre estas variables en Benincasa hispida (r=0,81**) [41]; por
otra parte, esta correlacion no fue significativa en Caesalpinia ebano [40].
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Figura 4. Diagrama de dispersion de la relacion entre ancho y grosor del fruto de cuatro accesiones de cuayote.

En cuanto a la relaciéon entre ancho y relacion longitud:ancho del fruto (figura 5), la correlacion
fue alta, negativa y altamente significativa (r=-0,67**). Esta es una relacion l6gica, debido a que
la variable AF corresponde al denominador de la relacion L/A. En el cultivo de fresa, al igual que
en el presente ensayo, también se obtuvo una correlacion negativa y significativa entre estas
variables (r=-0,80**) [39]. Por otra parte, en el cultivo de meldn se encontré una correlacion
también negativa, pero moderada, entre ambas variables (r=-0,42**) [46]; mientras que en el
cultivo de manzana esta correlacion no fue significativa [28].
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Figura 5. Diagrama de dispersion de la relacion entre ancho y relacion
longitud:ancho del fruto de cuatro accesiones de cuayote.

Para la relacién entre ancho y relacion ancho:grosor del fruto (figura 6), la correlacion fue alta,
positiva y altamente significativa (r=0,66**). Nuevamente, esta es una relacion légica, ya que
la variable AF corresponde al numerador de la relacién A/G. Para esta relacion no se hallaron
informes en la literatura.
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Figura 6. Diagrama de dispersion de la relacion entre ancho y relacion
ancho:grosor del fruto de cuatro accesiones de cuayote.

Para la correlacion entre relacion longitud:ancho y relacion longitud:grosor del fruto (figura 7),
la correlacion fue alta, positiva y altamente significativa (r=0,73"*). Esta es una relacion logica,
pues ambas variables comparten a LF en el numerador. Para esta relacion no se hallaron
informes en la literatura.
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Figura 7. Diagrama de dispersion de la relacion entre relacion longitud:ancho y
relacion longitud:grosor del fruto de cuatro accesiones de cuayote.

Conclusiones

Se hallaron 20 correlaciones entre caracteristicas morfolégicas de los frutos de cuayote,
que fueron altas (r=0,63) y significativas (p<0,05), de las cuales 13 fueron entre variables
relacionadas con las alas del fruto.

Se obtuvo una correlacion positiva alta entre la altitud del sitio de recoleccion y: peso (r=0,72*),
ancho (r=0,66"*), y grosor (r=0,71**) del fruto.

Este trabajo constituye el primer informe sobre el estudio de las relaciones entre caracteristicas
morfoldgicas de los frutos de cuayote.
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