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a investigacion, la innovacion y la transferencia tecnoldgica son ejes fundamentales del desarrollo sostenible de

un pais o region, y le corresponde a las universidades, como entes formadores y generadores del conocimiento, la

gran responsabilidad de liderizar esta condicion imprescindible en la nueva era del conocimiento. La Universidad
Tecnoldgica de Panama, consciente de esta responsabilidad, crea espacios de comunicacion entre investigadores para que
la comunidad cientifica a nivel nacional, regional e internacional, cuente con mecanismos de intercambio de informacion
los cuales contribuyen al desarrollo y transformacion de nuestras naciones. Es importante, ademas, asegurar que los
resultados de las investigaciones se proyecten hacia la solucion de problemas, por lo que también la sociedad debe
conocer del quehacer cientifico de sus universidades.

La Universidad Tecnologica de Panama se complace en presentar a la comunidad cientifica en general la segunda edicion
del afio 2015 de la Revista de [+D Tecnolodgico, correspondiente al volumen 11 nimero 2. Desde su lanzamiento en el
afo 2002, la RIDTEC se ha constituido en una plataforma importante para que docentes e investigadores de la UTP, del
pais y de la region, puedan divulgar sus trabajos cientificos. La Revista [+D Tecnologico ha crecido y se ha fortalecido
en estos 13 afios de existencia, logrando la indexacidon en Latindex en el afio 2013.

Queremos extender una cordial invitacion a los investigadores de la region, para compartir por este medio sus trabajos, en
beneficio del fortalecimiento de la gestion y desarrollo de proyectos de [+D con alto contenido cientifico y tecnologico.

Dr. Oscar M. Ramirez R.
Rector

Universidad Tecnologica de Panamd



aUniversidad Tecnologica de Panama se complace

en presentar a la comunidad cientifica en general

la segunda edicion del afio 2015 de la Revista [+D
Tecnoldgico, correspondiente al volumen 11, namero 2.
En esta edicion se han incluido trabajos en las areas
de Ingenieria de Proyectos, Ingenieria de Alimentos,
Biomecanica, Sintesis Bioldgica e Ingenieria del Medio
Ambiente.

En el primer articulo, Pablo Ortiz de la Universidad
Tecnoldgica de Uruguay nos presenta una nueva
técnica denominada Método por Tres Valores Mejorado
(MTVM) para la estimacion de la duracion de proyectos,
la cual incorpora una estimacion de los factores de riesgo
de retraso en las etapas tempranas de los proyectos. Para
ello, aplica la Distribucion Beta-Rectangular que usa los
valores heuristicos del Cono de Incertidumbre de Boehm
y el juicio de expertos.

La Dra. Kathia Broce nos presenta una evaluacion de
la calidad de un nuevo producto alimenticio, a saber,
salchichas tipo holandesas preparadas con aceites
encapsulados de linaza, alga, y pescado, como sustitutos
de la grasa dorsal del cerdo, y para aumentar los niveles de
acidos grasos poliinsaturados (especialmente los omega
3 o n-3). Las carnes de res y avestruz fueron utilizadas
como ingrediente carnico. La oxidacion lipidica fue
estudiada hasta los 60 dias de almacenamiento y se
utilizaron las mediciones de perdxido (PV), de las
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) y
el hexanal como marcadores de oxidacidon y deterioro
del producto. Ademas, se usé evaluacion sensorial.

El trabajo que nos presenta el Dr. Domingo Vega se
enfoca en el disefio de los componentes de una rodilla
policéntrica, por lo que incorpora la simulacién de su
comportamiento cuando es sometida a cargas estaticas y
dindmicas. El proceso se realiza en tres fases, mediante

software de simulacion numérica: una de sintesis y
dimensionamiento; otra de disefio y simulacién del
comportamiento estatico y finalmente una de simulacion
del comportamiento de resistencia a fatiga. En el disefio
se emplearon e integraron dos materiales, acero A36 y
Aluminio 6061-T6, lo cual permite obtener el desempefio
deseado a un menor costo.

En el area de Biologia Sintética, los autores liderados por
Kesia Barrows nos presentan los resultados de un trabajo
de investigacion que tuvo como objetivo la obtencion
de alcanos de origen biologico a partir de la melaza,
como sustrato principal en el cultivo bacteriano M9.
Las bacterias utilizadas fueron Escherichia coli K12, las
cuales se modificaron genéticamente para que expresaran
la enzima Acyl-ACP Reductasa (AAR) y la Aldehido
Descarbonilasa (ADC) de Synechococus elongatus
PCC7942. Estamodificacidn se realizo mediante métodos
desarrollados en el campo de la biologia sintética.

En el ultimo articulo de esta edicion, Alma Chen presenta
un estudio sobre el uso de “Artificial Mussels (AM)”
para el monitoreo de metales pesados en ambientes
acuaticos tropicales. Los AM consisten en un polimero
ligando capaz de acumular y liberar metales en respuesta
a la concentracion de éstos disueltos en el agua marina,
permitiendo asi su evaluacion y comparacion directa.
El estudio contempla construccion y validacion de la
eficiencia de captura de los metales cadmio, cobre y
cromo por parte del AM, bajo condiciones controladas
de pH, salinidad y temperatura en el laboratorio.

DR. HUMBERTO RODRIGUEZ DEL ROSARIO
Director del Comité Editorial
Julio - Diciembre de 2015



Método por Tres Valores Mejorado un método estocastico para la
estimacion temprana de la duracion de los proyectos

Enhanced Three Point Estimation Method a stochastic method for
the early estimation of the duration of projects

) Pablo Andrés Ortiz
Area de Mecatronica, Universidad Tecnoldgica del Uruguay
pablo.ortiz@utec.edu.uy

Resumen— La tasa de proyectos no exitosos (esto es, cancelados o modificados) se mantiene en valores significativamente altos,
para el Standish Group [1] este valor es del 61 % y para IBM [2] del 59 %. La estimacion de la duracion de los proyectos se
cita como una de las causas principales de este fenomeno. En la prdctica se aplican métodos sencillos, como es el caso de PERT/
Meétodo por Tres Valores (MTV), que en general subestiman la duracion del proyecto; por otra parte métodos mads precisos, aunque
mds complejos, como el método Monte Carlo (MMC), son raramente usados por los estimadores. Adicionalmente, en las etapas
tempranas de estimacion, donde nos enfocaremos, la gran mayoria de los métodos no consideran el factor de riesgo o se usan
técnicas simples que no evaluan el riesgo en detalle. Este articulo propone una técnica de estimacion temprana que considere los
factores de riesgo inherentes de esta etapa y logre una buena precision. Se propone entonces una técnica denominada Método por
Tres Valores Mejorado (MTVM). La cuantificacion de los riesgos se establece aplicando la Distribucion Beta-Rectangular que usa
los valores heuristicos del Cono de Incertidumbre de Boehm y el juicio de expertos. Se usard evidencia empirica y teorica para
validar este método, comparando los resultados del mismo con los valores de cuatro proyectos reales de tecnologia y teoricamente
con los valores estimados por el método Monte Carlo.

Palabras claves— Cono de incertidumbre de Boehm, Estimacion temprana, Distribucion Beta-Rectangular, Método Monte
Carlo, Método por Tres Valores.

Abstract— The rate of failed (i.e. failed or challenged) projects remains at significantly high values, for the Standish group
this rate is 61 % and for IBM 59 %. The estimation of project duration is one of the principal causes cited for this observation. In
practice, simple methods such as PERT/ Three point estimation values are used, which in general underestimate project duration,
on the other hand, when more precise, but also more complex methods are proposed, such as Monte-Carlo simulation, these are
rarely used by estimators. Additionally, in the early phases of estimation, which we focus here, the great majority of methods do not
consider the factor of risk or simple techniques are used that do not evaluate the risk in detail. This article develops a technique
for early estimation that is based on the risk factors inherent to this phase and get a good precision. We propose a technique called
Enhanced Three Point Estimation (ETPE). The risk quantification is established by applying a Beta-Rectangular Distribution using
the heuristic values of the Boehm's Cone of Uncertainty and through expert judgment. We use empirical and theoretical evidence to
validate the method, comparing its results with real-life values of four technology projects and for the theoretical comparison with
the estimated values of the Monte-Carlo method.

Keywords— Boehm cone of uncertainty, Early estimation, Beta-Rectangular Distribution, Monte Carlo method , Three point estimation.

Tipo de articulo: Original
Fecha de recepcion: 13 de febrero de 2015
Fecha de aceptacion: 30 de octubre de 2015

1. Introduccion
0 existe una Unica causa que determine el
éxito, o fracaso de un proyecto, ya que éste
por definicion es “Gnico” en su esencia [3]. No
obstante, diversas fuentes ratifican que la estimacion de
la duracion de los proyectos es una de las causas que
los Gerentes de Proyecto (GP) manifiestan como uno de
los errores en los que incurren mas frecuentemente, y

también aducen que es uno de los factores mas complejos
de calcular.

El problema se acentia si la estimacion se realiza en
etapas tempranas'. En este punto la estimacion tiene un
alto grado de incertidumbre debido a que la informacion
del proyecto es muy acotada e incompleta [3], por
ejemplo, de acuerdo al PMI [3] varia en el rango [-25
%,+75 %]. En etapas mas tardias, cuando el proyecto ya
estd en implementacion, es cuando las estimaciones se
vuelven mas confiables. Este es un problema cotidiano

1 Definiremos como tal el momento en que se tienen definidos, completados y
firmados los requisitos del cliente, el llamado Documento de Requisitos [3].
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para el GP, proveer estimaciones confiables en etapas
tempranas del proyecto (o muy tempranas). Esta
estimacidn, primaria e imprecisa, es tomada por el cliente
(y a veces por la propia empresa proveedora) como un
compromiso inamovible del proyecto, quedando el GP
rehén de la misma.

Una de las razones de la inexactitud de la estimacion es
que la probabilidad de que ocurran eventos imprevistos es
muy alta en las etapas tempranas del proyecto. Esto pone
de manifiesto que uno de los factores que tiene un peso
superlativo en ese momento es el analisis del Riesgo y en
consecuencia este factor deberia incidir si se quiere mejorar
la precision de la estimacion. No obstante, muchas técnicas
no consideran la incertidumbre en las estimaciones de las
duraciones y/o costos o se usa un método muy simple en
lugar de realizar una evaluacion detallada del riesgo [5], [6].
Proponemos, en consecuencia, un enfoque mas completo,
que integre el riesgo en el modelo propuesto el cual se ha
denominado Método por Tres Valores Mejorado (MTVM).

Adicionalmente se asumird que no se dispone de
informacion histdrica, es decir, de una base de datos con
informacién de proyectos anteriores que puedan servir
de base para una mejor estimacion, situacion que es
sumamente frecuente, identificandose hasta un 60 % de
proyectos en esta situacion.

En resumen, el objetivo principal del trabajo fue
desarrollar una técnica de estimacion estocastica que
permitiera calcular la duracion de proyectos en un marco
de incertidumbre en etapas tempranas, cuantificando ésta y
formulando un modelo con una buena precision.

2. Revision bibliografica

Existen diversas clasificaciones usadas en las técnicas
de estimacion, no obstante, una categorizacion frecuente
es dividirlas en dos grupos: algoritmicas y no-algoritmicas
[7], [8]. Los modelos algoritmicos estan basados en
algoritmos especiales, por ejemplo modelos de regresion
multiple. Estos se basan en relaciones matematicas y
parametros con los que realizan las estimaciones. Por
otra parte los modelos no algoritmicos estan basados en
comparaciones analiticas e inferencias [8].

En el grupo de las técnicas algoritmicas se ubican los
métodos de estimacion paramétricos y otra diversidad de
métodos, especialmente fértiles en el campo de la Ingenieria
de Sofiware (citemos, a modo de ejemplo, los métodos

8 TECNOLOGICO

COCOMO, Puntos de Funcion, SLIM, entre otros). A este
grupo también pertenecen las estimaciones paramétricas:
estimacion WBS (Work Breakdown Structure), el Método
por Tres Valores (MTV) y el Método Monte Carlo (MMC).
En las técnicas no algoritmicas se encuentran el juicio de
expertos y la estimacion por analogia, entre otros.

Nos centraremos principalmente en el MTV (Método
por Tres Valores o Estimacidn por Tres Puntos), base del
MTVM vy en el MMC.

2.1 Técnica del Método por Tres Valores
Esta técnica basada en la técnica PERT (Program

Evaluation and Review Technique) [9], se basa en las

siguientes hipdtesis [10]:

a. las actividades siguen una distribucion Beta, y no existe
correlacion en la duracion de las actividades;

b. la estimacion por tres puntos (esto es, MTV), puede ser
usada para modelar la distribucion de probabilidad de
las actividades;

c. solamente existe un camino critico y ningin otro
camino es candidato a ser critico;

d. las actividades del calendario son ignoradas.

En particular, a partir del punto b. se ha propuesto una
estimacion para la duracion y desvio de un proyecto que
emplea las siguientes ecuaciones:

E(x)=w (1)
6
2
Var(x) :—(P_O) )
36

donde:
0. Valor optimista de duracion de la tarea.
M. El valor mas probable (moda) de la tarea;
el valor mas frecuente.
P.  Valor pesimista de duracion de la tarea.

El procedimiento se inicia descomponiendo
progresivamente el proyecto en un conjunto de modulos
estimables, de lo cual resulta un arbol que se denomina
Estructura de Desglose de Trabajo (EDS) o en inglés
WBS término que adoptaremos dada su amplia difusion.

Los mddulos del nivel inferior, es decir, aquellos
con mayores nivel de detalle, indivisibles y estimables,
se denominan Paquetes de Trabajo (PT) [3], su duracion
y desvio se estiman usando las ecuaciones (1) y (2).

RIDTEC | Vol. I I, n.° 2, julio - diciembre 2015.
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Luego la duracidn total del sistema se obtiene sumando

la duracion de todos los PT del proyecto.

No obstante, teniendo en cuenta la etapa temprana en
la cual nos ubicamos, se advierte que en muchos casos
para cuantificar el riesgo del proyecto es mas factible
considerar médulos mas genéricos que el PT, ya que en
ese momento no se dispone de la informacion necesaria
para realizar un analisis de riesgo con ese nivel de
granularidad. Por ello definiremos un elemento al cual
denominamos genéricamente como Componente (CO),
el cual debe cumplir dos propiedades importantes:

a. todos los hijos de un componente tienen el
mismo grado de riesgo, caso contrario, se debera
descomponer el CO hasta tanto se cumpla esta
premisa (eventualmente podra no tener hijos, es
decir, sera un PT);

b. el CO se ubicard indistintamente en el primer,
segundo o tercer nivel del WBS, en tanto el analisis
del riesgo se pueda realizar de forma tan rigurosa y
cuantitativa como sea posible.

2.2 Método Monte Carlo

Cuando las actividades de un proyecto se conocen
con certeza, calcular la duracién de un proyecto es
una cuestion relativamente directa, pero en la mayoria
de los proyectos ocurre lo contrario, la duracién de
las actividades solo se conoce con un alto grado de
incertidumbre [11], en estos casos se recurre a otras
técnicas, la mas difundida es el Método Monte Carlo
(MMO).

Esta técnica fue creada por Ulam y Von Neuman en
1949, pero recién en 1963 Van Slyke la aplico por primera
vez en el célculo de la duracién de los proyectos [11].

El MMC, es un método de simulaciéon que implica
la toma de muestras al azar de cada distribucion de
probabilidad del modelo para producir cientos o miles
de iteraciones, los resultados forman una distribucion
general para el modelo que refleja la distribucion de la
duracion total del proyecto.

Una de las ventajas mas importantes del MMC es la
capacidad para definir la distribucion mas adecuada para
la duracion de cada actividad en lugar de fijar una tnica
distribucion para todo el proyecto (como lo asume la técnica
MTYV, en su acepcion mas aplicada). La clave es identificar
cudles son las distribuciones de probabilidad adecuadas que
deben utilizarse para simular cada una de las variables

RIDTEC | Vol. I I, n.° 2, julio - diciembre 2015.

aleatorias de un modelo [11]. Esto normalmente requiere
analizar informacion empirica o histdrica y ajustarla a alguna
distribucion. Como contraparte, es un método de muy baja
aceptacion por parte de estimadores y GP [12], [13].

Para la simulacidn usaremos una de las técnicas
del MMC denominada Método de Replicaciones
Independientes (MRI). La misma se basa en un concepto
resumido en [14] (p. 360): “...1a simulacién Monte Carlo
esta basada en un conjunto de varias replicaciones del
mismo sistema, estatico, estocastico del mismo parametro
de interés”.

Consecuentemente en el MRI se realizan r replicaciones
(simulaciones) independientes e idénticamente distribuidas
del sistema en lugar de una gran replicacidon de tamafio m,
donde cada replicacion consiste de & valores y k = m/r: Es
importante que la cantidad de replicaciones se mantenga
reducida, tipicamente [0< r <30, para que k sea
suficientemente grande ya que interesa el comportamiento
del sistema en el largo plazo [15].

Se ejecutaran r replicaciones cada una con Kk
observaciones para la variable Y (siendo Y la variable
observada), por ejemplo, para la replicacion 1 se tendran
los valores Y, ,, Y, ,,......, ¥,,, la media de la de la fila 1
la denominaremos X',, por tanto para las replicaciones de
j=1,.., r tendremos:

M =

X'j= Yji 3)

1
ki=1

El estimador final para el valor esperado de la media
(llamado a veces gran media) y la varianza es:

r
X(r)=L X' 4)
r

s'=— 5 (x;-X0) 9

3. El Método por Tres Valores Mejorado

El MTVM se basa en el MTV y ajusta su precision
incorporando el concepto de riesgo.

Los pasos son los siguientes:
1-2. Se descompone progresivamente el proyecto, usando
la técnica WBS, hasta un nivel donde cada componente
(y sus subcomponentes) tengan un nivel uniforme de
riesgo (ver reglas en la seccion 2.1). En efecto, como

IGDTECNOLOGICO 9
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sugiere Cooper et al., un analisis sistematico del riesgo
debe ser hecho subdividiendo un proyecto en sus modulos
principales (los componentes) para luego analizar el riesgo
y la incertidumbre en detalle [16].

Dada la criticidad de este paso, una incorrecta
priorizacién (ordenamiento) de los riesgos puede
alterar significativamente el resultado, debido a ello
se compararon varios métodos de priorizacién: AHP
(Analytic Hierarchy Process) [17], Binary Search Tree
[18], Bubble Sort [19] y Cost-value ranking [20] entre
otros. El método AHP se basa en que cada componente
se compara con todos los restantes (comparacion por
pares; i.e., “todos contra todos”). Este método ha
recibido diversas criticas, por ejemplo, se menciona
que es un método costoso tanto en la coleccion de los
datos como en el analisis. Efectivamente, la cantidad de
calculos que deben realizarse es de O(n?), por lo que su
uso se recomienda con no mas de 20 items (en nuestro
caso 20 componentes es una cantidad razonable para los
proyectos de tamafio medio o medio-grande analizados),
lo que implica una limitante en el escalamiento. No
obstante, como menciona Karlsson, “la comparacion
por pares implica mucha redundancia y por tanto es
menos sensible a los errores de juicio que las técnicas
que usan asignaciones absolutas” [20], ademas garantiza
la consistencia de comparacion de alternativas durante
el proceso, por lo que a nuestro juicio, resulta la mejor
eleccion entre las técnicas analizadas.

3. Los componentes se clasifican segun su riesgo en
Riesgo Bajo (RB), Riesgo Medio (RM) o Riesgo Alto
(RA), aplicando juicio de expertos por parte del estimador
y/o equipo de trabajo.

4. A continuacion, se suman las duraciones de cada
componente segun la categoria de riesgo en la que haya
sido clasificado el componente. Es decir, la duracion de
todos los componentes de RB mas la duracion de los de
RM mas la duracién de los de RA.

Para ello se usan los valores de media y desvio
estandar de la funcion de distribucion Beta-Rectangular
f(BR) con los parametros pertinentes segun el tipo de
riesgo del componente:

Ei(t)=Media(f BR;(O,M,P)) (6)
{i =RB,RM,RA}
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5. Finalmente, se suma la duracion esperada y la varianza
de todos los componentes para determinar la duracion,
varianza y desvio del proyecto.

3.1 Procedimiento para el calculo de la duracion,
varianza y desvio estandar

El método, como se infiere de (6) y (7), requiere
determinar los parametros O, M y P que usa la funcidn de
distribucidn, lo que explicaremos en esta seccion.

Los valores de O, M y P se obtendran de la valoracion
del riesgo del proyecto, para lo cual se propone el uso de
los parametros del llamado “cono e incertidumbre” [21],
[22] como se ilustra en la figura 1.

4.00x 4

2,00

1.50% -
1.25x
1.00x -
0.80x -
0.67x -

0.50x%

Variance of Project Scope Estimates
(Effort, Schedule, Functionality)

0.25% -

Initial Product Requirements  Initial Design  Detailed Design Accepted
Congept Definition Specification  Specification  Specification Saftware

Feasibility Plans & initial Detailed  Development &
Analysis Requirements Product Design Product Design  Testing

Figura 1. Cono de Incertidumbre.

El concepto de “cono de incertidumbre” representa
la evolucion de la incertidumbre de un proyecto durante
su ciclo de vida. Propuesto inicialmente por Boehm [21]
y posteriormente refrendado por McConnell [22] y otros
autores, en la actualidad es usado y aceptado ampliamente
en la industria de TIC (Tecnologias de la Informacién
y la Comunicacion). No obstante algunos autores han
presentado fundados reparos al mismo [23], [24]. En
consecuencia, estos parametros deben valorarse como
heuristicas propuestas por los autores aunque refrendados
ampliamente por la industria. Los intervalos de variacion,
minimos y maximos segun la fase de avance del proyecto
(figura 1), con un 80 % de confiabilidad [21] son:

1. Concepto Inicial. Min.: 0,25; Max.:4.0.

2. Definicion del Producto. Min.:0,5; Max.: 2.

3. Requerimientos Completos. Min.: 0,67; Max.: 1,5.

4. Diseio de la Interface del Usuario completa. Min.:0,8;
Max.:1,25.

5. Disefio detallado completo. Min: 0,9; Max.:1,10.
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El valor de la incertidumbre en la fase que nos interesa,
esto es, “Requerimientos Completos™ (correspondiente a la
Estimacion Temprana), establece una variacion de [0,67 (67
%); 1,5 (150 %)]. Esta referencia si bien establece un rango
minimo y méaximo en la variacion (eje de las ordenadas)
y representan “el mejor caso” (otros factores pueden
conducir a valores superiores [22]), no contempla que el
que la incertidumbre también puede variar en funcion del
momento en el que comience la etapa de Especificacion de
Requerimientos y la duracion de la misma (variacion en el
eje de las abscisas), por ejemplo, un relevamiento realizado
en un corto tiempo conlleva mayores riesgos que uno que
se realiza en un tiempo mayor. Esto define una region R de
incertidumbre (recuadro en la figura 1).

Asumamos que al tiempo de comienzo de la etapa
se le asigna un valor concreto; de acuerdo a diversos
estudios las dos primeras fases tienen una duracion de
22 % aproximadamente, tal como lo ratifican los valores
de la tabla 1 extraidos del estudio de Eveleens y Verhoef
[25] (p-969).

Tabla 1. Valores de duracidn del Cono de Incertidumbre

McConnell phase Organization phase(s) % of completion

Initial product concept Feasibility study 0%-14.4%

Approved product concept Business study 14.4%-21.8%
Requirements specification Functional model iteration 21.8%-30.8%
Product design specification 1/2 of Design & Build iteration 30.8%-407%
Detailed design specification  1/2 of Design & Build iteration, 40.7%-100%

System testing
Functional acceptance
Product acceptance and implementation

Luego, si bien un proyecto depende de multiples factores,
tales como dominio de proyecto (sector de la industria),
requerimientos funcionales, tamafo y experiencia del equipo
de trabajo, etc.; para proyectos que aplican metodologias
tradicionales en TIC, los valores considerados por la industria
para la fase de requerimientos varian en un entorno minimo
de 5 % y maximo de 20 %, este rango permite establecer
cotas segun el tipo de riesgo, tal como se detalla en la tabla 2.

Tabla 2. Cotas Inferiores y Superiores

Tipo Riesgo | Min | Max | CotaInf| Cota Sup
RA 5% | 10% | 27% 32%
RM 10% | 15% | 32% 37 %

B v || x| ax
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Efectivamente, para los RA se puede considerar con
duraciéon minima del 5 % y una maxima del 10 %, si estos
valores se suman al 22 % de duracion de las etapas anteriores
(el valor 21,8 % de la tabla 1), se obtienen valores de cota
inferior y superior de 27 % (22 %+5 %) y 32 % (22 %+10 %)
en el tiempo, ver figura 2. Similar razonamiento se aplica a los
restantes tipos de riesgo.

Var

Figura 2. Region de Incertidumbre.

Basandonos entonces en que la Especificacion de
Requerimientos comienza un 22 % luego de iniciado el
proyecto y en los valores de la tabla 2, es factible aplicar
interpolacion de segmentos lineales (splines) para los valores
de tiempo ¢ ={27 %, 32 %, 37 %, 42 %} y obtener los valores
de ordenada de las curvas I(t) con los valores inferiores
(optimistas) y los valores u(t) con los valores superiores
(pesimistas). Luego, considerando el valor inferior de
ordenada de cada tipo de riesgo se obtiene:

1(1)=168 %, 75 %, 80 %} vy
u(t)=1{148 %, 135 %, 125 %}

Quedando, en consecuencia, definida la region R de
incertidumbre, tal como se aprecia en la figura 2.

Esto permite interpolar las curvas en cualquier punto
deseado y obtener valores estimados para los parametros
0O, M y P segun sea el tipo de riesgo, tal como lo indica
la tabla siguiente.

Tabla 3. Valores de los parametros O, M y P

Cotas de Riesgo

Tipo de Riesgo > | RB RM RA

Cota Superior (P) | 125 % 135 % 148 %
Cota Media (M) | 103 % 105 % 108 %
Cota Inferior (O) | 80% 75 % 68 %

IGDTECNOLOGICO | |



METODO POR TRES VALORES ME]ORADO UN METODO ESTOCASTICO PARA LA ESTIMACION TEMPRANA DE LA DURACION DE LOS PROYECTOS
ENHANCED THREE POINT ESTIMATION METHOD A STOCHASTIC METHOD FOR THE EARLY ESTIMATION OF THE DURATION OF PROJECTS

Adviértase que el rango para los RB es bastante similar
a los valores de Boehm indicados anteriormente (67 %;
150 %), lo cual corrobora una estimacion razonable.

3.2 La Funcion Beta-Rectangular

El método MTVM busca asociar el tipo de riesgo
con la distribucion mas adecuada para estimar su
duracion, a diferencia del MTV tradicional donde se usa
(por lo general) una unica distribucidon para todos sus
componentes, usualmente la distribucién Beta-PERT.

Para la eleccion de la distribucion observaremos
el comportamiento de la media y desvio estandar. Un
componente de alto riesgo sera deseable que se corresponda
con una funcion de distribucion con mayor media y desvio
que otro de menor riesgo. Goodpasture sefiala que la media
y desvio estandar es mayor en la Distribucion Normal que
en la Distribucion Uniforme [26] y esta a su vez mayor que
la distribucion Beta. Por su parte otros autores proponen
que el orden de las distribuciones, segin su desvio creciente,
es: beta, normal, triangular y uniforme. No obstante, en la
practica la distribucion Beta-PERT resulta superlativa en su
aplicacion [27], [28].

Hahn propone una nueva funcion que denomina Beta-
Rectangular la cual se basa en la funcion Beta-PERT pero
subsana las restricciones en los parametros que limitan los
diferentes niveles de incertidumbre en la duracion de las
actividades, es decir, no proveen la ductilidad necesaria
para el tratamiento especifico de la incertidumbre del
proyecto [29].

La funcidn Beta-Rectangular incorpora un parametro
0:0 <0 <1 expresando la ecuacion de la siguiente
forma ([27], p.453):

a -1 £ -1
p(x/a,ﬂ,@)zer(a+ﬁ)(x a) (b x) .\

Na)I1p)(b-a)" 1

1-6 ®)
+—.
b—a

Esta ecuacion es valida en el intervalo a < x < by
tiene valor 0 fuera del mismo.

Cuando #=0 se obtiene la distribucion uniforme, que
representa la maxima incertidumbre, inversamente cuando
0=1 se obtiene la distribucion Beta-PERT, la de menor
incertidumbre, cuando =0, 86 se obtienen valores similares

a la triangular. Esto seran los valores que adoptaremos. No
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obstante, adviértase que dada la ductilidad de la funcion se
pueden establecer los valores mas adecuados al proyecto
bajo estudio a criterio del estimador.

La expresion de las ecuaciones de tres valores para el
valor esperado y la varianza para esta funcion es:

_0(0+4M+P)+3(1-0)(0+P)

E(x) . )
Va,@ﬁw (10)

Estas serdn las ecuaciones que usaremos para
determinar la media y desvio de los componentes.

3.3 Precision del Método

Para la validacion tedrica comparativa entre el método
MMC, MTVM y MTV el resultado esperado debera
cumplir:

Dur. MTV< dur. MTVM< dur. MMC

Para la validacion empirica se usaran los estimadores
de precision mas cominmente usados en la industria: MRE
(magnitude of relative error; magnitud del error relativo)
y MMRE (mean magnitude of relative error; magnitud
promedio del error relativo). Se acepta, siguiendo a Conte et
al., que la precision es buena si el valor de estos indicadores
es menor o igual a 25 % [30].

4. Validacion tedrica

Se propone en primer lugar un método tedrico que
funcionara en caracter de piloto para validar el modelo
inicialmente y luego proceder a su validacion empirica.

4.1 Método Monte Carlo

Se generaron 100 CO con una duracion aleatoria entre
8 y 320 horas.
1. Para estos CO se generaron tres de conjuntos
escenarios:

a. Riesgos Bajos. Se crearon 5 escenarios posibles con
distintas cantidades de componentes y prevalencia
de los RBYy,

b. Sescenariosparalos RMy 5 paralos RArespectivamente,
totalizando 15 escenarios.

2. Se agruparon y totalizaron los componentes de
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riesgo similar, llegandose a un total en horas por tipo
de riesgo; por ¢j., para los RB:

cant RB

total _hrs,= 2 dur(Co,)
i=1

De forma similar se procedio a totalizar la duracion de
los RM y RA.

3. Finalmente se calcularon las distintas duraciones
aplicando los métodos MTV, MTVM y MMC
considerando aceptable el resultado si éste satisface (9).

4.2 Método por Tres Valores
Las ecuaciones de las medias y varianzas son:

E(x)= %)Zr@a) (11)
Var(x)=(%) g:t(coi) (12)

donde los valores (O, M, P) corresponden a los
valores de la columna RB del Tabla 3 (P=125 %;
M=103 %; O=80 %).

4.3 Método por Tres Valores Mejorado

Basandose en (9) y (10) y con =1 para los RB, =0,86
para los RM y 6=0 para los RA, las ecuaciones quedaran
expresadas de la siguiente forma:

_[0(0+4M+P)+3(1-0)(0+P) |

E(x) 5

cant R j

XZ t(ca.). (13)

(P-0) (3-2¢") )

Varj(x)= 36

XZ g (co)- (14)

Donde j=1,2,3 corresponde con los tres tipos de riesgo y
representa la cantidad de riesgos de tipo j.

4.4 Método Monte Carlo
Se aplicé el método MRI asumiendo k=m/r con los
siguientes valores:
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r=25; cantidad de replicaciones
k=3000; cantidad de observaciones p/replicacion
m=75.000; total de observaciones

Es decir, que para cada simulacién (escenario) se
usaron 75.000 datos para simular el modelo tedrico,
los resultados representan los valores ideales teoricos y
es deseable que el método MTVM se aproxime lo mas
posible a ellos, tal cual se expresa en (11).

Para simular los valores del MMC se opta por la
Distribucion Normal, ya que se consideran 100 valores
independientes, por lo que el Teorema Central del Limite
habilita el uso de esta distribucidn. Por tanto se usara la media:

E(x)=0+(P—0)/2 (15)

Var (x)=(P-0)/6 (16)

consecuente con Goodpasture [24] (p.53).

4.5 Resultados Obtenidos

El comportamiento del método y los resultados
derivados fueron muy consistentes para todos los tipos
de riesgo.

A modo de ejemplo veamos el grupo de CO
aleatorios en los que el tipo de riesgo preponderante se
considerd Bajo. Se generaron 5 escenarios (En), con 100
componentes en total pero con preeminencia siempre de
RB (i.e., un proyecto de “bajo riesgo”™), a partir de lo cual
se obtuvieron los siguientes resultados para la media ()
y desvio estandar (o):

Tabla 4. Resultados de la Simulacion con RB

Método pWEl | oFl | wE2 | oE2 | wE3 | oF3 | pE4 | oF4 | pES oE5
MTV 18411 9| 18411 9| 18411 9| 18411 9| 18411 9
MTVM 18810 25 18681 23| 18648 22| 18519 20| 18411 18
Monte Carlo | 18801 25| 18689 26| 18654 30/ 18.515 34| 18407, 46

En cuanto a la precision de las estimaciones se
obtuvieron resultados muy aceptables:

Tabla 5. Ajuste del modelo

| EL | E2 | E3 | E4 | E5 |MMRE|

MRE MTVM 0,05%| 0,04%  0,03%| 0,02%| 0,02%| 0,03%
MRE MTVM+1o 0,18%| 0,08%  0,09%| 0,13%| 0,12%| 0,12%
MRE MTVM+20 0,32%| 0,20% 0,21%| 0,23%| 0,21%| 0,23%
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Para los 3 tipos de riesgos y los 15 escenarios distintos
las medias resultaron en valores muy satisfactorios, con
una alta correspondencia con los valores de la simulacion
del MMC y superiores a los valores de MTV. En todos
los casos se validé (11). En cuanto a los desvios estandar,
se advierte que el MTVM presenta valores levemente
superiores, pero totalmente aceptables para los tiempos
de duracién de los CO que se manejan.

5. Validacion Empirica

El método propuesto se contrastd con los resultados
de cuatro proyectos reales de TIC realizados durante
el periodo 2008-2012, en las areas de retail, red de
distribucidn de combustible, salud y telecomunicaciones
en Uruguay y otros 2 paises de Latinoamérica.

5.1 Procedimiento
Paso 1. Descomposicion del proyecto y creaciéon

del WBS. Se desglosa el proyecto hasta el nivel de

componentes con un riesgo uniforme. Por ejemplo, un

WBS de TIC tipico puede ser desglosado en los siguientes

componentes:

* (COl. Relevamiento,

* (CO2. Analisis y Disefio,

*  CO0O3..COn. Construccion. Aqui es donde en proyectos
de TIC usualmente se dedica la mayor cantidad de
tiempo, por lo que resulta conveniente subdividirlo
en varios componentes ya que el riesgo suele ser
distinto para cada uno de ellos.

*  COn+l. Testing, Liberacion y Capacitacion,

*  COn+2. Gestion del proyecto.

Paso 2. Priorizacion. A continuacion se aplico el
método AHP, realizando la comparacion de los riesgos
relativos de cada componente en relacion a los restantes,
el resultado son los componentes ordenados en orden
creciente de importancia.

Paso 3. Clasificacion. Para la clasificacion se aplicd
juicio de expertos (expertos del negocio en conjunto con
lideres técnicos senior), dividendo los componentes en
tres conjuntos: RB, RM y RA.

Paso 4. Estimacion. Luego se pas6 a considerar la
aplicacion del método propiamente, teniendo en cuenta
las cotas de riesgo de la tabla 3 y (13) y (14).

5.2 Proyecto 1 (P1)
El proyecto supuso el cambio del frente de cajas de
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atencion al piblico por un nuevo sistema para una empresa
de telecomunicaciones de un pais de Latinoamérica. El
mismo tuvo una duracion de 1,5 afios y el equipo de
trabajo fueron 6 personas.

Presentaremos los resultados de este primer proyecto
con algo de mayor detalle a efectos de ilustrar el método,
para los restantes solo se presentaran los resultados mas
relevantes. Los CO del proyecto fueron los siguientes:

* Relevamiento: 152 horas.

* Analisis y Disefio: 1.520 horas.

» Construccion: 3.207 horas.

» Testing: 950 horas.

* Liberacion y Capacitacion: 114 horas.

* Gestion: 553 horas.

Total del Proyecto: 5.943 horas.

Luego se aplico el método AHP (priorizacion) y juicio
de expertos (clasificacion) y se obtuvo lo siguiente:

* App. Configuracion (Const.) Pr. 3%: RB
* Liberacion y Capacitacion. Pr. 5%; RB
*  App. Cuadre (Constr.) Pr. 5%; RB
* App. Punto de Vta. (Const.) Pr. 7%; RM
*  Gestion del Proyecto. Pr. 9%; RM
» Testing. Pr. 15 %; RM
* App. Switch. (Constr.) Pr. 17 %;

* Analisis y Disefio. Pr. 20 %;

* Relevamiento. Pr. 20 %;

Luego se procedid a sumar las horas de cada
componente agrupados segin el tipo de riesgo y se
obtuvo el total de horas de cada uno.

Para determinar la duracion y el desvio se emplean los
valores de la tabla 3, y se procedio a aplicar (13) y (14).
Ilustremos el método detallando el célculo para los RB,
considerando =1

0(0+4M+P)+3(1-0)(O+P) 9

Er(X)= 5
xcu%thBt (COl)
P-0) (3-2¢
VarRB('x): ( )32 9) X
Xca:tZ;RBt(COi).
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La suma de los componentes de RB (en color verde)
totalizd 1.470 horas.

Sustituyendo por los valores obtenidos:

(0,8+4.1,03+1,25)+3(1-1)(0,8+1,25)
Ew(X)= X

6
x 1470 = 1.507

(1.25-08) (3-217)

(x)- x
Varss 36

x 1470 = 1.507

El resumen, para el proyecto completo los valores
calculados segtin el método MTVM fueron:
* Media: 6.471 horas.

* Varianza: 137 horas.
* Desvio estandar: 12 horas.

Como contraparte el valor de duracion real recabado
del proyecto fue de 6.716 horas.

Analizando la precision obtenida que resulta de la
comparacion del método MTVM vy los valores reales
resulta un valor de MRE=4 %, lo cual es una precision
muy buena y muy inferior al 25 % requerido para una
precision aceptable.

5.3 Restantes Proyectos (P2, P3 y P4)
Se resumen a continuacion los resultados de los
restantes proyectos.
Proyecto 2
Los valores resultantes de la aplicacion del método
MTVM fueron:
*  Media: 4.312 horas.
* Varianza: 21 horas.
* Desvio estandar: 5 horas.
Las horas reales del proyecto fueron 4.814.
La precision en este caso fue de MRE= 10 %, lo
cual también representa una muy buena precision.
Proyecto 3
Las horas estimadas por componente/tipo de riesgo
para este proyecto fueron:
*  Media: 363 dias.
* Varianza: 15 dias.
* Desvio estandar: 4 dias.
La duracion real del proyecto fue de 532 dias.
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En este caso el MRE= 32 %, no logrando cumplir con
la cota aceptable. Esto se atribuye a que la estimacidn
inicial, base, fue altamente imprecisa (el grupo de
estimadores era basicamente poco experiente), por lo
cual es razonable que el método (y ciertamente cualquier
otro) no arroje resultados de una precision aceptable.
Proyecto 4

Los valores estimados por el método MTVM fueron:
* Media: 14.074 horas.

* Varianza: 535 horas.
* Desvio estandar: 23 horas.

Las horas reales que insumio el proyecto fueron
17.871.

La precision en este caso fue de MRE=21 %, el cual
es menor al umbral del 25 %.

6. Conclusiones
Se resumen a continuacion los principales hallazgos y
posibles topicos de investigacion futura.

6.1 Hallazgos

Se expuso un nuevo método denominado Método
por Tres Valores Mejorado, el cual se basa en el
Método por Tres Valores y propone un refinamiento
del mismo incorporando el factor de incertidumbre,
cuantificado mediante la distribuciéon de probabilidad
Beta-Rectangular, que usa como parametros los valores
heuristicos del cono de incertidumbre. Se busco
desarrollar un procedimiento que fuera tuviera precision
mejor a ladel MTV.

La validacion teorica contra el método Monte Carlo
arrojo excelentes resultados, con valores de media muy
cercanos y desvios estandar razonables como lo indica la
tabla 5.

En cuanto a la validacion empirica, aunque se contaba
con una cantidad acotada de proyectos, tres arrojaron
resultados que verificaron que MRE<25 %, por lo cual
su precision fue buena, no obstante el tercer proyecto
presentd valores que superaron esta cota, producto de una
mala estimacion inicial. Este proyecto evidencia que si la
estimacion basica inicial es imprecisa y no se siguen técnicas
de gestion de requerimientos y planificacidn rigurosos
la estimacion resultante es esperable que no sea buena,
independientemente de la técnica de estimacion usada.

Asimismo se entiende que el método es apropiado
para proyectos medio, medio-grandes, en funcidon que el
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método de priorizacion emplea la técnica AHP y ésta es
recomendada cuando la cantidad de items a comparar no
supera a los 20. Considerando que es un método que se
aplica en etapas tempranas es razonable que la cantidad
de componentes no supere este valor para los proyectos
del porte mencionados.

Por otra parte, si bien el trabajo se enfoca en proyectos
de TIC, se entiende que el método es lo bastante genérico
para aplicarlo en otros campos del conocimiento, tales
como construccion, seguridad de la informacion, etc.

6.2 Trabajos futuros

En primer lugar se debe ampliar la base de proyectos
reales para validar el método con una muestra mas
grande.

Por otra parte, se advierte que el método es altamente
sensible al proceso de priorizacion (por eso se optd por
usar un modelo riguroso como es AHP) y a la clasificacion
de los riesgos. Este tltimo punto debe realizarse de forma
meticulosa y exhaustiva, con un dominio importante
del tema, dado que la ubicacion de un componente
en una categoria de riesgos incorrecta puede alterar la
estimacion. Una estimacion cualitativa, basada en el
juicio de expertos, tales como el GP, equipo de trabajo
y/o estimadores, admite desvios cognitivos que pueden
afectar el resultado, especialmente si la priorizacion
resulta en valores muy concentrados. Queda entonces
por delante investigar técnicas cuantitativas que permitan
una clasificacidn mas objetiva y rigurosa.
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Lipid oxidation of Dutch style semi-dry fermented sausages prepared with
beef and ostrich meat enriched with encapsulated linseed, algal and fish oils

Oxidacion lipidica de embutidos fermentados semisecos estilo holandés
preparados con carnes de res y avestruz enriquecidos con aceites
encapsulados de linaza, algas y pescado

Kathia Broce !, Jozef Linssen 2
ICIHH, Universidad Tecnoldgica de Panamd, > Department of Product Design and Quality Management, Wageningen University
! kathia.broce@uitp.ac.pa, * Jozef-Linssen@wur.nl

Resumen— Las salchichas fermentadas semi secas tipo holandesas fueron preparadas con aceites encapsulados de linaza, alga, y
pescado, como sustitutos de la grasa dorsal del cerdo, y para aumentar los niveles de dcidos grasos poliinsaturados (especialmente
los omega 3 o n-3). Las carnes de res y avestruz fueron utilizadas como ingrediente cdrnico. La oxidacion lipidica fue estudiada
hasta los 60 dias de almacenamiento del producto a 7 °C en una atmosfera modificada con un contenido de 63 % de oxigeno. El
valor de peroxido (PV), las sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) y el hexanal fueron medidos como marcadores
de oxidacion y deterioro del producto. La evaluacion sensorial fue llevada a cabo al final de los 60 dias de almacenamiento por
un panel entrenado de 11 miembros. El valor de peroxido disminuyo a los 60 dias de almacenamiento bajo estas condiciones,
debido a la inestabilidad de los peroxidos, generando productos secundarios de la oxidacion, lo cual resulto en el incremento de
las sustancias reactivas al dacido tiobarbiturico y hexanal. La evaluacion sensorial estuvo acorde con los valores obtenidos en los
andlisis de oxidacion, encontrandose puntuaciones bajas en la aceptacion de la mayoria de los productos después de los 60 dias
de almacenamiento, como resultado de la aparicion de olor a pescado originado por la oxidacion de los dcidos grasos n-3. La
incorporacion de carne de avestruz contribuyo a disminuir el contenido de grasa total y la adicion de aceites con dcidos grasos
n-3 incremento el contenido de acidos grasos poliinsaturados en el producto, haciendo disminuir a la vez, el contenido de dcidos
grasos saturados. Sin embargo, este incremento en los dcidos grasos poliinsturados y el tipo de carne empleada en la elaboracion
de salchichas fermentadas tipo holandesas afecto negativamente la preservacion del producto durante el almacenamiento debido a
la susceptibilidad de estos a las reacciones de oxidacion causando deterioro y pérdida de calidad del producto.

Palabras claves— Aceites encapsulados, dcidos grasos n-3, andlisis sensorial, hexanal, oxidacion lipidica, TBARS, valor de peroxido.

Abstract— Dutch style fermented semi-dry sausages were prepared using encapsulated linseed, algal and fish oil, as pork backfat
replacers to increase the levels of Polyunsatured Fatty Acids (especially n-3). Beef and ostrich meat were used as the meat ingredients.
Lipid oxidation was studied until 60 days of storage at 7 °C in a modified atmosphere containing 63 % of oxygen. Peroxide Value,
Thiobarbituric Acid Reactive Substances and Hexanal were measured as markers of oxidation and deterioration of the product.
Sensory evaluation was carried out at the end of 60 days of storage. PV decreased after 60 days of storage under these conditions,
due to the instability of peroxides, generating secondary lipid oxidation products, which resulted in an increase of Thiobarbituric
Acid Reactive Substances and Hexanal. Sensory evaluation was performed by a trained panel of 11 members, in accordance with
values obtained in the lipid oxidation analyses, being low scores of acceptance in most of the products after 60 days of storage due
to the presence of fishy smell originated from the oxidation of n-3 fatty acids. The incorporation of ostrich meat decreased to the
total fat content and the addition of oils with n-3 fatty acids to these products increased PUFAs and decreased saturated fatty acid.
However, this increase in PUFAs and the type of meat using in the elaboration of Dutch style semi-dry fermented sausages adversely
affected the preservation of the product during storage due to the susceptibility of PUFAs to the lipid oxidation reactions causing
deterioration and quality loss.

Keywords— Encapsulated oils, hexanal, n-3 fatty acids, lipid oxidation, peroxide value, TBARS, sensory analyses.
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1. Introduction
he development of food that supports beneficial
Thealth effects including reduction of risks on
diseases like cancer, cardiovascular diseases and
obesity, is rapidly growing. A significant diet related

meat and meat products contributes substantially to the
daily fat intake; however, sometimes it is not nutritionally
optimal. Because of the composition of much animal fat,
increased consumption of them has been associated with
an increase in dietary ratio of n-6/n-3 polyunsaturated
fatty acids and increased chronic disease [1].
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As meat products are some of the most important
sources of dietary fat, modification of the lipid profile of
such products, by enhancing n-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFAs), by addition of oils such as linseed oil, fish
oil, and other oils alter product fatty acid profiles producing
“healthier” meat products, for example semi-dry fermented
sausages [2], can help to improve the nutritional quality of
the occidental diet [3]. To improve the health status of the
population is recommended to regulate the consumption
of food rich in n-3 PUFAs, in such a way that a n-6/n-3
PUFA ratio of less than 4 can be achieved and that the ratio
of polyunsaturated and saturated fatty acids (P/S ratio) is
higher than 0.4 [4].

The importance of PUFAs, especially the long chain
n-3 PUFAs, such as eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA), is due to their biological
function in human health and protective effect against
some common cancers such as breast and colon cancer,
rheumatoid arthritis and inflammatory bowel diseases
[5], they are also implied in inflammatory processes
and regulation of immune system [6]. Natural sources
of long chain n- 3 PUFAs are fish oils, marine protists,
dinoflagellates and microalgae [7].

Modification of the ingredients used for the elaboration
of'semi-dry fermented sausages has been tested previously
[8]. However, total or partial replacement of animal fat
in meat product by vegetable oils, or different sources,
as encapsulated linseed oil, algal and fish oils, having
increased PUFA contents, may contribute to a higher
susceptibility to lipid oxidation, the primary process by
which sensory quality declines in muscle foods [9]. The
changes in lipids during processing and storage, such as
lipolysis and lipid oxidation, have a major impact, both
desirable and deleterious for the final product quality of
meat products [10].

In semi-dry fermented sausages, being relatively high
fat foodstuffs, lipid oxidation can negative influence
their sensorial properties, by generation of degradation
compounds such as n-alkenals and dienals, which are
associated to rancid taste and odour. Oxidation can also
affect the nutritional value of food by decomposition of
vitamins, unsaturated essential fatty acids or can even
give rise to toxic compounds [3].

The research as described in this paper is aimed to
develop meat products based on a lower fat content and
a better fatty acid profile by adding oils (encapsulated

RIDTEC | Vol. I I, n.° 2, julio - diciembre 2015.

linseed, algal and fish oils) rich in essential fatty acid,
especially n-3 fatty acids, and to study the effects of
altered fat composition on lipid oxidation and sensory
quality of the products.

2. Materials and methods
2.1 Sausage Preparation

Dutch style fermented sausages were manufactured
at Wageningen University (The Netherlands). Lean beef,
ostrich meat, pork backfat, encapsulated linseed, algal and
fish oils were used as raw materials. The lean beef was
from Ireland (Kepak Chuck Group, Ireland), the ostrich
meat was from Namibia (Ostrich Production Namibia,
LTD), and the encapsulated flaxseed oil (VANA-SANA
ALA 30 ES), encapsulated algal oil (DHA KSF35)
and encapsulated fish oil (VANA-SANA EPA/DHA
10/8 ES) were kindly provided by Kievit (Meppel, The
Netherlands).

Table 1 shows the fatty acid profiles of the meats,
pork back fat, and encapsulated oils, used in the different
formulations.

Ten (10) formulations of fermented sausages of about
1.5 kg each were prepared. Four controls, traditional and
low fat versions (two prepared with beef meat, sample
codes C1 and C2 and two prepared with ostrich meat,
sample codes S7 and S8, were produced using 30 % and
10 % pork backfat, respectively). C1 and S8 contain
30 % pork backfat and C2 and S7 contain 10 % pork
backfat. Six formulations were produced with 10 % of
added fat, in which pork backfat was replaced by 300 g
encapsulated flaxseed, algal and fish oil, all containing
50 % of oil. Three samples were prepared with ostrich
meat (S1, S2, and S3) and three samples were prepared
with beef meat (S4, S5, and S6). The amount of the other
ingredients in all formulations, expressed per 1.5 kg of
meat mixture were: nitrite curing salt, 37.50 g; starter
sausage (Lactobacillus curvatis), 15 g; glucose, 10.50
g; glutamate, 3 g; white pepper, 1.80 g; paprika powder,
1.50 g; crushed pepper, 1.50 g; ascorbic acid, 0.75 g;
mace, 0.38 g; clove, 0.24 g; and garlic powder, 0.23 g.

The frozen meat (beef or ostrich) and pork backfat were
cut, and the meat was chopped for 30 s in a FA-20 cutter
(Stephan Nederland B.V., Almelo, The Netherlands) at
low speed and 30 s at high speed and mixed with all other
ingredients, except nitrite curing salt. The pork backfat was
added and the meat mixture was chopped for 1 min at high
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Table 1. Fatty acid profile of different meats and
encapsulated oils (%)

Meats Encapsulated oils
};acltit(i, Beef'  Ostrich? Fk)azrc]l: ASIZ)A DHA EPA/DHA
fat? ESt KSF35*  10/8 ES*
Cl14:0 2.90 3.6 e e 10.1 5.2
C16:0 23.90 22.2 22.1 5.0 232 12.4
Clé6:1 233 6.4 .75 e 2.1 4.7
C18:0 19.54 9.9 10.8 3.8 0.8 35
Cl18:1 35.30 343 39.1 18.9 2.8 6.0
C18:2 1.78 16.2 19.3 17.1 0.7 35
C18:3 0.63 2.4 1.34 541 - 0.9
C20:1 - e 0.88  ——m e 1.6
C20:4n6  0.08  <eoee e e 0.6 1.4
C20:5n3 035 - e e 1.5 23.8
C22:5n3  0.25 45 e e 136 -
C22:6n3  0.03  eeeee e e 35.6 18.4
Others 1125 - 1.1 9.0 18.6
X SFA 5321 36.8 34.9 8.8 34.1 21.1
MI?FA 41.99 40.7 42.8 18.9 49 12.3
Y PUFA 4381 23.1 22.3 71.2 52.0 48.0
P/S 0.09 0.6 0.63 8.1 1.5 2.3
n-6/n-3 1.55 2.3 12.63 0.3 0.4 0.1

Source: ' Realini et al., 2005. 2 Broce, 2003. 3 Prieto et al.,
2014. 4 Kievit (Meppel, The Netherlands).

speed. The obtained meat dough, encapsulated oils and
nitrite curing salt were mixed in an N-506 Hobart mixer
(Hobart MFG. Co., Troy, USA) at low speed for 1 min.
After mixing, the meat dough was transferred into a plastic
vacuum bag and air was removed with an Alvac-1-90
vacuum apparatus (Stephan Nederland B.V., Almelo, The
Netherlands) and stuffed into 52 mm diameter cellulose
based casings using a Dick, model TWF-12, stuffer
(Friedr. DICK GmbH & Co. KG, Deizisau, Germany).
The sausages were fermented for three days at 25 °C and
dried at 15 °C and 65-80 % relative humidity for 12 days
at Meester-Stegeman B.V. in Deventer (The Netherlands).
To accelerate the rate of oxidation the sausages were cut
in slices with a thickness of 6 mm and stored in the dark
at 7 °C in modified atmosphere containing 63 % O,, 22 %
CO,and 15 % N,. The packaging of the slices was carried
out at PROMESSA in Deventer (The Netherlands), in
polypropylene packages.

20 TECNOLOGICO

2.2 Chemical Analyses
2.2.1 Moisture

The moisture was determined in duplicate according to
the official method for meat products [11].

2.2.2 Fat content
The total fat was quantified in duplicate according to the
International Standard Meat and Meat Products [12].

2.2.3 Protein content

Protein was analyzed in duplicate with a NA 2100
Protein analyzer (CE Instruments, Milan, Italy) according
to the Dumas Method described by Pelser et al. [8].

2.2.4 Fatty acid profiles

Fatty acids profiles were determined by gas
chromatography. The fatty acid composition of the lipid
fractions was determined in duplicate by preparing fatty
acids methyl esters, as described by the International
Organization for Standardization International Standards
(1978).

Chromatographic conditions: GC-FID, HRGC 5300
(CE Instruments, Milan, Italy), equipped with a cold on-
column injector and fitted with a capillary column 30 m x
0.53 mm ZB-wax; film thickness 0.50 pm (Phenomenex,
Torrance, USA). The temperature of the detector was 270
°C, the oven temperature was programmed to increase
from 80 to 160 °C with a rate of 15 °C min -1 followed
by a rate of 7.5 °C min -1 from 160 to 240 °C and a final
hold for 14 min. The carrier gas was helium at 60 kPa and
the injection volume was 1 ul [8].

Standard used for identification was Supelco 47085-
U, PUFA No. 3 (from Menhaden Oil), Sigma-Aldrich,
Germany.

Fatty acid methyl esters were identified comparing
retention time with standards and expressed as area %
with respect to the total fatty acids.

2.2.5 Lipid Oxidation Analyses

2.2.5.1 Micro determination of Peroxide Values (PV)
Micro determination of Peroxide values was determined

in duplicate as described by Asakawa and Matsushita [14]

using a CARY 50 BIO UV-Visible spectrophotometer

(Varian Analytical Instruments, Middelburg, The

Netherlands) and reading at 560 nm.
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2.2.6 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

Thiobarbituric acid reactive substances were
determined in duplicate, as described by Alasnier
et al. [15]. Analyses were carried out reading the
samples at 535 nm in a CARY 50 BIO UV-Visible
spectrophotometer (Varian Analytical Instruments,
Middelburg, The Netherlands). TBARS were expressed
as pg equivalent of malonaldehyde per kg of sample,
using tetraethoxypropane as standard. A calibration curve
was prepared.

2.2.7 Hexanal

The hexanal content was determined by a GC static
headspace method according to Shahidi and Pegg [16]. 1.0
g of sample was transferred into 10 ml glass headspace vial.
For the GC separation, an 8000 top GC (CE Instruments,
Milan, Italy) with a capillary column Supelcowax (30 m x
0.54 mm; film thickness 1.0 um, Supelco, Bellefonte, USA)
and flame ionization detection (250 °C) was used. The oven
temperature was raised linearly (7.5 °C min-1) from 60 to
80 °C and the final hold was 150 °C. Helium was used
as a carrier gas with a pressure of 30 kPa and the injection
volume was 1500 pl [8]. Analyses were done in duplicate.

2.3 Physical analyses
2.3.1 pH

pH measurements were carried out with a PHMS82
Standard pH meter (Radiometer, Copenhagen, Denmark)
on 10 g of sample homogenized with an Ultraturrax T
25 basic) (IKA-Werke, Staufen, Germany) with 10 ml of
distilled water for 45 s.

2.3.2 Firmness

Firmness of the samples was measured using a
texture analyzer (TA-XT2i/25, Stable Micro Systems,
Etten-Leur, The Netherlands). Slices of sausages (6 mm
thickness) were compressed in the central part to 50 %
of their original height with a compression plate 30 mm
in diameter at a speed of 5 mm/s. Compression force
was taken as the maximum recorded force on the output
expressed as Newton (N). The measurements were
performed at room temperature [8]. For each formulation
4 determinations were carried out.

2.3.3 Color

Color measurements of the surface were obtained
using a DRLANGE Tricolor LFM3 instrument (Dr Bruno

RIDTEC | Vol. I I, n.° 2, julio - diciembre 2015.

Lange GmbH, Berlin, Germany). Results were expressed
as L* (brightness), a* (redness) and b* (yellowness). For
each formulation 4 determinations were carried out.

2.4 Sensory analyses

The sausages were sensory evaluated by an eleventh
member trained sensory panel 60 days after production.
Assessors were served with half a slice of sausage from
each treatment with a thickness of 6 mm. The following
attributes were tested: color intensity (redness), firmness
(compression between thumb and index finger), and
quality of texture (approximate texture in comparison
to commercial sausages), smell intensity, quality of
smell (approximate smell in comparison to commercial
sausages), fishy smell, spicy smell and oiliness. A 5 point
structured scale (1: minimum value, 5: maximum value)
was used. The assessors also hedonically tested the
sausages (11 sausages in total, including the commercial
brand) and each one was ranged in the order of preferences
(1: preferred, 11: not preferred).

3. Statistical analyses

A One-Way anova and Post Hoc test (Tukey) were
performed to determine significant differences (p< 0.05)
among the different types of sausages. The software used was
SPPS version 15.0 (© 2006, SPPS inc., Chicago, Illinois).

4. Results and discussion

Table 2 shows the gross composition of the products
(moisture, fat and protein content, and pH).

Control sausages C1 and S8 prepared with 30 % of pork
backfat show the highest fat content in comparison to other
formulations and these are consistent with the reported
values from other authors for similar products [8, 17, 18].
The sausages in the present study prepared with 10 % fat
can be considered as reduced fat according to the regulation
(EC) N.° 1924 (2006) on nutrition and health claims made
on foods (the reduced fat claim may only be made where
the fat content reduction is at least 30 %) [19]. In the case
of reduced fat fermented sausages, statistical differences
(p<0.05) were found in moisture and fat content between
sausages prepared with beef (S4, S5, S6) and ostrich meat
(S1, S2, S3). However, sausages prepared with beef meat
showed higher differences in total fat content in comparison
to the sausages with ostrich meat. Differences were found in
protein content between sausages and the pH values for these
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products ranged 4.8 and 4.9. Mora-Gallego, Serra, Guardia
and Arnau [19] found that the pH is significantly affected by
the fat type level in reduced fat fuets, nonetheless, for Dutch
style fermented sausages apparently this was not the case.

Table 2. Moisture, fat and protein contents (%) and pH values
of different sausages

Physicochemical analyses

Samples Moisture Fat Protein
(%) (%) (%) prt
C1 33.52 41.38 19.22 4.752
C2 42.2¢ 22.7¢ 24.82bc 478>
S1 43.0%4 15.4° 25.6°¢ 4904
S2 38.3" 10.44¢ 23.5%P 4.95¢
S3 42.7¢4 14.6° 25.0b¢ 4.914de
S4 38.7° 24.9¢ 21.28b 4.85¢4
S5 43.74 19.72 25.1b¢ 4,924
S6 38.0° 23.9¢ 22.0%0 4874
S7 47.4¢ 13.9° 29.6¢ 4.82b¢
S8 37.8° 33.6f 21.6%° 4.84¢d

See sausage preparation. *¢ Means in the same column
with different superscripts differ significantly (p<0.05).

The fatty acid profiles of the semi-dry fermented
sausages are presented in table 3.

Table 3. Fatty acid profile of different dry fermented sausages

Dry fermented sausages
Fatty

acid

C1 c2 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
C14:0 2.3 220 e 5.9¢ 6.62 1.4° 5.9¢ 4.3¢ 1.3° 1.5°
C16:0 22.3¢ 22.2¢ 8.1 27.5' 17.8° 15.4¢ 27.5¢ 20.6° 23.4¢ 23.1¢
C16:1 2.6¢ 23 e 3.2¢ 7.5 1.7 3.2¢ 4.6° 2.8 2.5¢
C18:0 12.42 12.22 5.2° 12.32 6.0¢ 11.4¢ 12.0° 19.2¢ 124 12.1°
C18:1 38.5¢ 38.3¢ 22.0° 27.5¢ 16.0° 29.9' 27.4¢ 43¢ 42.1° 42.5°
C18:2 11.1¢ 116 17.6* 26.4° 4.7¢ 10.9¢ 2.7¢ 25.6° 16.0° 15.6"
C18:3 13" 170 46.3° 25 e 28.6¢ 14" 2.9¢ 1.4 13"
C20:4n6 - e e 1.3 220 e e 2.1° 110 0.6°
€20:5n3 e e e 1735 e e 160 e
€22:5n3 e e e e 250 e 5.8° 160 e e

€22:6n3 e e e 055 125 e 14.2¢ 1066 e e
Others 9.52 95 08 6.9¢ [ C— 260 e 08

% SFA 37.0° 36.6° 133 45.7° 304 28.2¢ 454 44.1° 37.1¢ 36.7¢
3 MUFA 4110 40.6" 22.0° 30.7¢ 23.5¢ 31.6° 30.6¢ 8.9 44.9" 45.0°
T PUFA 12.4 13.3° 63.9° 23.6 39.2¢ 39.5¢ 24.1¢ 44.4' 18.5¢ 17.5¢

P/S 0.3 0.40¢ 4.82 0.5¢ 13¢ 1.4¢ 0.5¢ 1.0¢ 0.5¢ 0.5
n-6/n-3 8.5¢ 6.8 0.4 1.2¢ 0.2° 0.4 0.1 1.7¢ 1220 12.5°

*¢ Means in the same row with different superscripts
differ significantly (p<0.05).
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Differences were found in the control samples
prepared with beef and ostrich meat (C1, C2, S7 and S8).
All these sausages presented the highest content of C18:1
due to the presence of pork backfat in their formulations,
since pork fat is rich in this specific fatty acid. Sausages
prepared with ostrich meat presented higher values in
C18:2 than those prepared with beef. Sausages S1 and
S4 prepared with encapsulated linseed oil showed the
highest content of linolenic acid. A main contribution
of long chain fatty acids to the products is given by
using fish oil and algal oil in the formulation. Sausages
S2, S3, S5 and S6 present high amounts of DHA in
comparison with the controls and linseed oil sausages.
EPA was only found in the sausages S3 and S6 prepared
with fish oil. Concerning to saturated fatty acids (SFA),
highest contents were found in S2, S5 and S6 probably
to the contribution of fat in meat and encapsulated oils
used in the formulation of these sausages (see table
1). Enrichment of model products with encapsulated
linseed, algal and fish oil increased considerably the
amount of polyunsaturated fatty acids (PUFA) in all of
the low fat fermented sausages. According to Valencia et
al. [20], the partial or total replacement of pork backfat
resulted in improved nutritional properties with regard
to conventional sausages by an increased PUFA/MUFA
ratio. Differences in ratio P/S were found in the samples,
but all the sausages, including the controls, are within
the recommended range [4]. The modified products
showed better n-6/n-3 ratios than the control products
from a nutritional point of view, satisfying the current
recommendation for this ratio (< 4).

Table 4 shows the results in firmness and color (CIE
L* a* b* system) of sausages at the beginning and after
60 days of storage. The modified sausages showed
highest values in comparison to both controls with 30 %
of pork back fat. This fact could be due to the increase
in the amount of protein used during the preparation
as a strategy to decrease the total fat content of the
final product to 10 %. During the period of storage,
no significantly differences (p>0.05) in firmness were
observed in the formulations.

The controls, prepared with 30 % pork backfat,
presented the lowest values of instrumental firmness.

Most of the sausages showed slightly lower values
for Lightness (L*) than the controls prepared with beef
and pork backfat at the beginning of measurements, with
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exception of S3, which contained encapsulated fish oil,
but these differences were not statistically significant.
Valencia et al. [20] also found slightly lower values
for lightness in fermented sausages. No significant
differences were found in the sausages in the L* value
during storage. C1 results in the highest L* value in
comparison to the other formulations, probably due the
content of pork backfat that contributes to a white color
to the final product. In most of the cases redness (a*)
decreased with storage time. This result can be a signal
of color deterioration and lipid oxidation of the products.
Values found for yellowness (b*) were consistent with
Valencia et al. [20]. The higher values of b* results in a
lower perceived color intensity, and higher values in fish
oil containing sausages led to a more saturated red color
(higher Chroma). No significant differences were found
in the sausages during storage.

Table 4. Firmness and color (CIE L* a* b* system) of
sausages during storage

Firmness (N*) Color
Samples Lightness (L*) Redness (a*) Yellowness (b*)
Initial Final Initial Final Initial Final Initial Final
Cl 72.8 92.8 44.6 534 4.7 1.5 10.7 13.5
C2 111.3 56.0 44.1 433 32 0.6 6.7 6.7
S1 137.8 653 39.5 46.0 6.3 5.6 9.8 20.0
S2 153.6 86.9 40.5 42.9 10.2 4.1 11.1 11.5
S3 117.6 103.6 47.2 43.7 49 10.1 16.7 20.1
S4 119.2 149.2 43.5 51.1 6.8 2.8 9.3 15.2
S5 123.8 134.8 379 40.5 5.1 3.9 10.4 12.2
S6 122.5 106.7 39.3 433 9.1 9.7 8.5 20.5
S7 129.8 843 39.3 38.8 33 1.4 7.6 7.5
S8 48.2 49.6 40.7 45.7 2.8 2.9 10.6 16.6

Figure 1 shows the peroxide values measured (meq
active O, kgv ' sausage) of the different semi-dry fermented
sausages at the start and after 60 days of storage at 7 °C
in the dark and in 63 % O, atmosphere. Differences were
found in all of the sausages at the beginning of the period
of storage, highest values of peroxides (8.3 and 8.2 meq
active O, kg "' sausage) were found in the controls C1, C2
(30 % and 10 % pork back fat respectively), followed by
control S8 (30 % pork back fat), showing a value of 5.1
meq active O, kg ' sausage and S4 (10 % linseed oil),
showing a value 3.7 meq active O, kg "' sausage. These
sausages presented a higher degree of primary oxidation
in comparison to the other samples. This fact could be

RIDTEC | Vol. I I, n.° 2, julio - diciembre 2015.

due to autooxidation reactions occurring in the raw
materials and the presences of prooxidant substances
in the food system, which cause or accelerate lipid
oxidation [21]. Beef meat is rich in myoglobin that as
well is a photosensitizer and can absorb energy from
light to form an excited singlet state of oxygen. Singlet
oxygen is considered as a prooxidant that promotes the
formation of lipid hydroperoxides by matching the spin
direction of the electron in the double bond, reacting
with an unsaturated fatty acid directly to form lipid
hydroperoxides. The samples containing mainly pork
backfat in their formulation (C1, C2, and S8) showed
the highest values, in comparison to the modified ones
(possibly the encapsulated oil forms were protected by
the presence of antioxidants, but this fact was not reported
in the information data supplied by the company). After
storage of 60 days the PV’s decreased in most of the
cases except in S2 and S5 (in this cases a slight increase in
PV was shown).
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Figure 1. Peroxide value (meq active O,/kg’ sausage) of
different dry fermented sausages during storage at 7 °C in the dark.

TBARS values (ug of malonaldehyde per kg of
sausage), determining secondary lipid oxidation products,
are presented in figure 2.

Figure 2 (section a) shows the results of TBARS
obtained from sausages prepared with beef meat, pork
back fat (control sausages C1 and C2, 30 and 10 % pork
back fat respectively), and encapsulated oils (S4, S5, S6).
An increase in TBARS numbers can be observed in all
the sausages after storage of 60 days. At the beginning of
storage period most of the sausages have lower TBARS
values except C1 (control 30 % pork back fat) that
showed the highest value in comparison to the modified
ones and control S8 containing 30 % of pork back fat.
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Nevertheless, these values are lower than 1 ppm (1000
pg kg '), which is considered to be the limit to detect
rancidity [22]. At the end of the storage period sausages
S4 and S6 showed the highest values. This fact could be to
cause by the presence of polyunsaturated fatty acids in the
formulation. Especially S6 (prepared with encapsulated
fish oil) showed the highest TBARS due to its contents
of C18:2, C18:3, C20:4n6, C20:5n3, C22:5n3, C22:6n3.
The fact that the processes of mixing and stuffing are not
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Figure 2a. TBARS values of different fermented sausages
elaborated with beef meat during storage at 7 °C in the dark.
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Figure 2b. TBARS values of different fermented sausages
elaborated with ostrich meat during storage at 7 °C in the dark.

carried out under vacuum conditions, are decisive factors
for the presence of oxygen in high concentration inside the
sausage, which favors the development of autooxidation
reactions generating a wide range of secondary oxidation
products, as unsaturated aldehydes or malonaldehyde
[22, 23]. An increase of TBARS during storage was also
observed in the group of sausages prepared with ostrich

2 4 TECNOLOGICO

meat and different fats. At the beginning sausage S3
showed the highest value of TBARS in comparison to
the other formulations. This behavior could be due to
contribution of ostrich meat and encapsulated fish oil,
rich in n-3 fatty acids and susceptible to lipid oxidation,
especially C20:5n3 and C22:6n3. Sausages S1 and S3
show the highest TBARS value at 30 days of storage and
a decrease at 60 days. Lee et al. [25] reported for ground
turkey patties and fresh pork sausages enriched with n-3,
that TBARS values increase significantly with storage
when no antioxidants are present in the formulations.
One of the reasons could be the presence of salts in these
products, which plays a role as prooxidant accelerating
oxidation in sausages. Samples S7 and S8 showed the
lowest TBARS values. In general it could be observed
that the sausages manufactured with ostrich meat showed
higher TBARS values than those prepared with beef.
This fact could be due to the more unsaturated fatty acid
profile of ostrich meat.

Hexanal values of the semi-dry fermented sausages
are shown in figure 3.
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Figure 3a. Hexanal values of different fermented sausages
elaborated with ostrich meat during storage at 7 °C in the dark.
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Figure 3b. Hexanal values of different fermented sausages
elaborated with beef meat during storage at 7 °C in the dark.
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Hexanal is often used as a marker for lipid oxidation
in meats as a result of C18:2 n-6 oxidation [26]. At the
beginning of the storage period most of the sausages
prepared with ostrich meat, low hexanal values were
found, with exception of S3 which showed the highest
value at the starting point and decreased during storage.
Sausages S8 and S1 underwent a similar behavior
during storage, increasing their hexanal values reaching
a maximum. According to Valencia et al. [23], hexanal
increased during storage when emulsions with linseed
oil were used to produce dry-cured meat sausages. The
increase was dependent on the efficiency in excluding air
during the process of manufacture and later in storage.
Sausage S7 showed an increase of hexanal during storage
reaching its maximum value at 45 days after, and then
slightly decreasing at 60 days. In S2 hexanal was only
found after 60 days of storage at the lowest value of
the entire group, in spite of its fatty acid profile which
contained more C18:2 (n-6), than the rest of the sausages.

According to the fatty acid profile S6 showed a high
value in linoleic acid, which explains the presence of
hexanal, due it is the principal precursor. If both groups
are compared (ostrich meat and beef meat), sausages
prepared with ostrich meat showed higher hexanal values
than those prepared with beef meat. This could be due to
the contribution of linoleic acid from ostrich meat and
also due to the fact that poultry species appeared as the
second most important factor, influencing the oxidative
stability of the sausages due to their the fatty acid profile
rich in polyunsaturated fatty acids in comparison to other
animal species [28].

The results of the sensory evaluation after 60 days of storage
are shown in the spider web diagrams of figure 4.

No differences were found by the panelists in relation
to firmness in comparison to a commercial brand sample
(CB) used as a control. On the other hand, controls
CI1 and C2 prepared with 30 % and 10 % pork backfat
maintained relation with instrumental results for firmness.
Both controls presented the lowest values in the end of the
storage period at 60 days. In case of the texture quality, only
S4 was evaluated by the panelist as moderately comparable
as the commercial brand used as a reference sausage, the
rest of the modified sausages were scored with lowest
values in comparison to the reference. As reported by other
authors, an increase in the content of PUFA may lead to
“soft” meat and meat products of inferior quality [29]. The
storage of meat and meat products reduced shelf life when
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Figure 4a. Sensory evaluation of Dutch style fermented
sausages manufactured with beef (scales from 1 to 5).
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Figure 4b. Sensory evaluation of Dutch style fermented
sausages manufactured with ostrich meat (1: minimum value,
5: maximum value).

unsaturated fatty acids are present in large amounts due to
their high susceptibility to oxidation [30, 31, 32]. In case
of smell intensity, assessors scored the samples S5 and S6
higher in comparison to the other samples after 60 days of
storage. This observation is in agreement with the TBARS
and Hexanal values. At this point the sensory panel could
detect certain deterioration of the products, especially
in those products with high n-3 PUFA concentrations,
which produced higher concentrations of lipid degradation
products.
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Smell quality of all of the modified sausages obtained
low scores in this parameter. As Murgueza et al. [17]
have been reported; one of the limiting factors for
introducing fish oil or derivatives into foodstuffs is the
fishy smell that negatively affects sensory characteristics.
Park et al. [33] detected undesirable flavor from fish oil
when chicken frankfurters were prepared with 5 % fish
oil. Murgueza et al. [34] concluded that sausages with a
concentrated fish oil extract rich in n-3 fatty acids were
not acceptable from the sensory point of view due to off
odors. According to the panel, sausages S4, S5 and S6
obtained highest values in this parameter in comparison
to controls C1 and C2 and the commercial brand. This fact
could be due mainly to the oxidation of n-3 fatty acids.
Oxidation of vegetables oils that have predominantly n-6
fatty acids will produce “grassy” and “beany” odors while
oxidation of the long chain n-3 fatty acids in marine oils
will produce ‘fishy” odors.

As reported by Pelser et al. [8], no major differences
were found in spicy intensity between the different
samples, C1, S4 and S6, and C2 and S5, respectively.
This was expected because the additions of salt and spices
were equal for all the formulations; C1 showed the highest
value of oily smell of all including the commercial brand.
In general, the assessors did not find differences in texture
between ostrich sausages and the commercial brand used
as a standard. Comparing the sausages prepared with beef
meat and ostrich meat, no matter the type of oil or fat used
in the formulation, sausages prepared with ostrich meat
can be resembled better in texture to the brands in the
actual market than those prepared with beef meat. Only
S7 differed in smell intensity. Nevertheless, the smell
quality of all of the sausages was scored lower than the
commercial standard. This confirms that all of the samples
were in certain stage of oxidation.

After 60 days of storage, all the sausages had a lower
score in their hedonic nature than the commercial brand.
In comparison to the commercial brand, sausage C1 was
ranged with the highest score in texture and color (9
points), that means that was no preferred for the sensory
panel. These results can be compared with the instrumental
measurement of color, which shows a loss of the color
during storage, especially, in redness. The highest scores in
odor were found in sausages S2 and S3 (10 and 9 points),
panelists punctuated these sausages as none preferred
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due to the odor produced by lipid oxidation products.
According to Ferndndez-Lopez et al. [36], pigment and
lipid oxidation are the major deteriorative reactions in
meat and meat products during storage. The development
of lipid oxidation products is responsible for a significant
loss in quality characteristics such as color, flavor, texture
and nutritive value [37].

5. Conclusions

Sausages prepared with ostrich meat instead of beef
meat reduced the total fat content. Substitution of pork
backfat by encapsulated oils as linseed, algal and fish
oil, rich in n-3, reached important nutritional benefits.
Sample S1 prepared with ostrich meat and encapsulated
linseed oil, showed a fatty acid profile in which the P/S
ratio was increased and at the same time the n-6/n-3 ratio
was decreased. According to the results obtained the
incorporation of ostrich meat and encapsulated linseed
oil to this kind of product presents great advantages due
to the increase in PUFAs and decrease the saturated
fatty acid. However, this increase in PUFAs and the
type of meat using in the preparation of Dutch style
semi-dry fermented sausages adversely affected the
preservation of the product during storage period due
to the susceptibility of PUFAs to the lipid oxidation
reactions, causing deterioration and a loss of quality.
Despite, the new strategies needs to be developed in
order to preserve the healthy advantages of these types
of sausages, while at the same time avoiding reduced
quality during storage and prolonging the shelf life.
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Disenio de rodilla policéntrica, simulacion y evaluacion de la
resistencia a la fatiga

A polycentric knee design, simulation and evaluation of fatigue
resistance
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Resumen— En este trabajo se diseiian los componentes de una rodilla policéntrica y se simula su comportamiento, sometiendo la
estructura a cargas estdticas y dinamicas. Este proceso se realiza en tres fases, mediante sofiware: una de sintesis y dimensionamiento,
conel “SAM6”; otra de diserio y simulacion del comportamiento estdtico, mediante el “Autodesk Inventor” y finalmente de simulacion
del comportamiento de resistencia a fatiga, con el “Autodesk Inventor SimulationMechanics”.

En el diseiio se emplearon e integraron dos materiales, el acero A36 y el Aluminio 6061-T6, que ofrecen propiedades fisicas y
mecanicas que se consideran adecuadas para el desempeiio y/o funcionabilidad de la articulacion.

Uno de los mayores aportes de este trabajo consistio en el andlisis a fatiga de la estructura, para lo cual se emplearon los criterios
de Goodman modificado y Gerber. Los resultados reflejaron una reduccion en el peso de la rodilla policéntrica a valores inferiores
a los pesos convencionales y una vida util superior a los nueve afios, esto abre las posibilidades de la fabricacion de este tipo de
rodillas en paises en vias de desarrollo.

Palabras claves— Articulaciones, biomecdnica, diseiio, elementos finitos, protesis transfemoral, rodilla policéntrica, simulacion.

Abstract— In this paper the components of a polycentric knee are designed, and their behavior is simulated by subjecting the
structure to static and dynamic loads. This process is done by using software in three phases: a synthesis and sizing test using the
"SAMG6", a test aimed to the design and simulation of the static behavior using "Autodesk Inventor" and a simulation of fatigue
resistance test with the "Autodesk Inventor Simulation Mechanics". Two materials were used and integrated in the design, Steel A36
and Aluminum 6061-T6, both displaying appropriate properties for the physical and mechanical performance and / or functionality
of the joint.

One of the main contributions of this work was to analyze fatigue of structure, for which the modified Goodman and Gerber criteria
were used. The results show a reduction in the weight of the polycentric knee below conventional weight levels and over nine years
of increased lifespan, this opens the possibility of producing this kind of knees in developing countries.

Keywords— Joints, biomechanics, design, finite element, polycentric knee, transfemoral prosthesis, simulation.
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1. Introduccion
1 disefio y/o simulacion de articulaciones
policéntricas lleva afios de desarrollo y
existen varios modelos que en la actualidad se
comercializan.

Tradicionalmente, para su confeccion se utilizan
aleaciones de acero inoxidable, titanio o duraluminio,
salvo contadas excepciones, se utilizan otros materiales
diferentes a los tradicionales.

Por otra parte, existen algunos documentos donde
se sugieren procedimientos para el dimensionamiento

y sintesis de las rodillas policéntricas (R.P.), los cuales
permiten definir una zona de estabilidad durante la
marcha, asi como otros requerimientos biomecanicos
[1, 2, 3]; la complejidad de la rodilla humana plantea un
problema de final abierto; por tanto los resultados son
aproximados.

En el mercado podemos encontrar R.P. que van
desde las mas sencillas con eje de friccion e impulsion
mediante resorte, hasta las operadas por fluidos y
microcontroladores, su estructura puede estar conformada
por 4 o 6 barras y a pesar de que las de 6 barras ofrecen
mayores variables de disefio, éstas son de mayor costo y
mantenimiento.

Existen algunas caracteristicas de las personas
amputadas (P.A) que sirven de referente para el disefio
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de las R.P.,, entre estos, el peso, grado de movilidad,
ergonomia, altura, aspectos muy importantes en las
caracteristicas del disefio de la R.P. para garantizar la
seguridad y estabilidad durante la marcha.

Para el disefio y simulacidn desarrollada se ha
considerado adecuado trabajar con un promedio de 1.8 m
de altura, un maximo de 100 kg y un grado de movilidad
2, segun el sistema mobis de Otto Bock.

En este trabajo se propone disefiar una R. P. compuesta
por acero y aluminio y simular el comportamiento de
éstos a cargas estaticas y dinamicas para valorar su
respuesta a esfuerzo de fatiga, con la intencion de aportar
nuevas alternativas de disefio y fabricacidn para este tipo
de componentes protésicos, cubriendo las necesidades
basicas en la marcha y la seguridad de la P.A.

La simulaciéon desarrollada, busca emular el
comportamiento de los componentes de la R.P., sometidos
a diferentes consideraciones para evaluar los resultados y
brindar parametros que delimiten la vida util de la misma.

Un valor afiadido al disefio del mecanismo ha sido la
incorporacion de componentes de adquisicion local y facil
reemplazo, potenciando de esta forma las posibilidades
de la fabricacion de R.P. en regiones en vias de desarrollo.

El articulo se ha realizado en cuatro fases, inicialmente
se hace una revision bibliografica del estado del arte
referente a la biomecanica de la rodilla humana [4, 5,
6, 7], a fin de comprender las restricciones y alcance
en los disefios de los articulaciones desarrolladas y
de las simulaciones realizadas hasta la fecha en R.P.
Posteriormente, se desarrolla la sintesis y el analisis de
los eslabones de la articulacidon, intentando mantener
caracteristicas sugeridas a partir de las referencias
bibliograficas.

Se presenta el proceso de disefio de los componentes
de larodillay la simulacion de su comportamiento estatico
y dinamico, siendo de especial interés evaluar el fallo a
fatiga de los componentes disefiados en aluminio, a fin
de garantizar una limitada cantidad de ciclos operativos
del mecanismo; de esa forma, dar una aproximacion del
tiempo de vida util de la rodilla.

Finalmente se presentan las conclusiones del trabajo
realizado.

2. Materiales y métodos
Paralarealizacion de estainvestigacion se recolectaron
y analizaron documentos que van desde datos estadisticos
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y encuestas que abordan la biomecanica de la rodilla y
de la marcha humana, hasta las diversas configuraciones
de mecanismos utilizados en protesis transfemorales
(figura 1) para las P.A., sus limitaciones biomecanicas y
su alcance funcional.

Se empezd por la aproximacion a la sintesis y
dimensionamiento de la rodilla, mediante el SAM 6, se
ubicé el centro instantaneo de rotacion (C.1.R.) a partir de
una zona de estabilidad, en funcion de la linea de carga
durante la marcha y otros requerimientos biomecanicos
angulares para una flexion adecuada, a partir de las
sugerencias bibliograficas [1, 2, 3, 8, 9, 10, 11].

Posteriormente, se disefiaron con el Autodesk Inventor
14 -version estudiantil-, los eslabones en Al 6063T6 y
los conectores o piramides invertidas en acero A36. Se
incluyeron en el conjunto disefiado, pernos A2-70 y bujes
en aleacion de bronce.

Durante esta etapa prestd interés la masa de los
componentes, en especial el espesor de los eslabones 2
y 4, asi como el de las piramides invertidas, ya que el
peso total de la articulacion es un factor determinante
en el disefio; sin embargo, no se queria comprometer la
seguridad de la P.A.

Encaje

Adapatador de encaje

Rodilla policéntrica

Adaptador de tubo

Tubo

1~ Pie protésico
Figura 1. Partes basicas de una protesis transfemoral.

Otro aspecto relevante fue la mantenibilidad y
funcionalidad de la articulacion, para ello se pensé en un
mecanismo robusto y de facil ensamblaje. Asi se planteo
el desarrollo de las piramides invertidas, atornilladas a
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los eslabones fémur y tibia, a fin de que estas pudieran
ser reemplazadas con facilidad cuando fuese necesario
por desgaste natural. Posteriormente se realizaron
las simulaciones estaticas y dinamicas mediante el
SimulationMechanics de Autodesk.

Para la simulacidon se supone que existe una carga
maxima de 100 kg, restringiendo el movimiento de la
parte correspondiente a la tibia y delimitando el analisis
al plano sagital.

Dado que el aluminio posee una resistencia muy baja
a la traccidon y dureza escasa, se hizo la simulacién del
esfuerzo a fatiga de la articulacion y la determinacion del
periodo de vida util de la misma mediante el método de
esfuerzo vida (S-N). Se utilizaron los criterios de falla
por fatiga de Gerber y Goodman modificado mediante el
paquete de elementos finitos del SimulationMechanics.
Como se aprecia en la figura 2, se definio el perfil
multiplicador de carga de las fuerzas externas que
perciben las rodillas, debido al contacto del pie con el
suelo cuya magnitud se ve reflejada en el pico FZ1 y tiene
una magnitud proxima al 110 % del peso corporal [12].

Faftgua iv;md - Load -:ase I I;i:t.myinput
= &

Manusl Data Input/Edit

Use the nght mouse button to
add/delete 1ows

Load case 1 - time history

Graph Options
1% Log [ Log [¥] Title

Figura 2. Perfil multiplicador de carga.

3. Resultados

A partir de las tres configuraciones desarrolladas, se
realizd la simulacion de la articulacion en el SAM 6 y el
resultado fue un arreglo favorecedor, dado que la tercera
configuracidon generada ofrecié un C.I.R. situado en una
posicion proxima y posterior a la articulacion, esto genera
mayor estabilidad y crea un momento de extension,
ademas de ventaja mecanica al requerir menos fuerza para
mantenerla en extension y para iniciar la flexion. En otras
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palabras, con esta configuracion se consigue que la fase
de apoyo sea asegurada y la fase de impulsion controlada.

Al pisar con el talon, la rodilla no debe doblarse, pero
el paciente tiene que ser capaz de flexionarla al finalizar
la fase de apoyo. Si se observa en la figura 3, los primeros
5° de la trayectoria del C.I.R. se mantiene alto, evitando
tropiezos y manteniendo la estabilidad de la rodilla [1].

Por otra parte esta configuracion ofrecid un angulo de
flexion maximo de 120° entre el eslabon 1 (tibia) y el
eslabon 3 (fémur), permitiendo que una persona pueda
ponerse de cuclillas.

P

Ep

27mm

47mm

PoRa, 5, By iie]

LN
\ N
- 77&7\7

Figura 3. Cambio del C.I.R. durante el ciclo de la marcha.

Posteriormente, se tomaron los valores obtenidos en el
SAM 6 y se continuo con el proceso de disefio. Para ello,
se aplicaron las restricciones de movimiento, se colocaron
las cargas, se establecieron los materiales, lo que generd el
mallado para realizar las simulaciones estdticas y dindmicas
mediante el Autodesk Inventor14, tal como se observa en la

figura 4.
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Los resultados fueron los estados de esfuerzos de Von
Mises, desplazamientos, y factores de seguridad.

Los mayores valores de estados de esfuerzos se reflejaron
en el casquillo separador superior con 67.28 MPa (figura
5) y también el minimo valor del factor de seguridad con
3.08 (figura 6). Ademas, los mayores desplazamientos se
dieron en la piramide invertida superior, tal como se observa
en la figura 7. En ninguno de los casos se compromete la
funcionalidad de la articulacion y la seguridad de la P A [1].

Toria ds testiceish

Figura 4. Mallado resultante, zona de aplicacion de cargas y
Figura 7. Desplazamiento de la pirdmide invertida superior

0.0221mm.

restricciones.

¢ HGEa

S

-
A

Il

v

Figura 8. Menores ciclos de vida en el cojinete de friccion
Figura 5. Estados de esfuerzos del casquillo separador superior. largo superior.
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En el analisis a fatiga, la investigacion reflejo que los
menores ciclos de vida soportados (figura 8) se dieron
en el cojinete de friccion largo superior y en el casquillo
separador superior, ambos con 1.68002e¢+007 mediante
el criterio de Gerber y el de Goodman modificado.

Para los calculos posteriores se considerd que una
persona promedio realiza de 8000 a 10000 pasos diarios
[10], esto conlleva de 4000 a 5000 ciclos de marcha
completos por dia. Dividiendo los 1.68002e+007 ciclos
de vida obtenidos en el analisis, entre los 5e+3 del
promedio de pasos diarios, es posible estimar los ciclos
de marcha en afios y obtener una aproximacion de la vida
util de la rodilla. De esta forma se obtiene que la rodilla
tiene una periodo de vida util de 9.2 afos.

Los célculos de masas permitieron definir un peso de
0.68Kg para la rodilla, lo cual es significativamente mas
liviano que varias de las rodillas comerciales ofrecidas en
el mercado internacional, ver tabla 1.

Tabla 1. Comparativa de pesos de rodillas

Protesis de Rodilla Peso
Rodilla disefiada 0.68 Kg (1.50 bs)
Total Knee 2000 0.90 Kg (1.98 1bs)

C-Leg 1.20 Kg (2.64 1bs)
Orion 1.36 Kg (3.00 Ibs)

4. Conclusiones

Se ha logrado disefiar y simular el comportamiento
de una R.P. con materiales no integrados hasta la fecha,
con buenos resultados en el analisis estatico y dinamico,
manteniendo la condicién de funcionalidad dentro de
pardmetros aceptables de seguridad para la P.A. En
ese sentido, la incorporacion del A36 en las piramides
invertidas ofrece una alternativa de fabricacion mas
econdmica y de facil reposicion

Algunas publicaciones [2, 4, 13, 14] plantean
metodologias para el andlisis estructural de sus
componentes, sin embargo no responden al total de las
consideraciones tomadas en cuenta en este trabajo, en
especial, al analisis a fatiga desarrollado.

Los resultados a fatiga, segun el criterio de Goodman
modificado y Gerber (en ambos casos) sugieren que
el periodo de vida util de la rodilla corresponde a un
dispositivo robusto, ya que la mayoria de las ofertadas
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en el mercado alcanzan su maxima utilidad al llegar a
los 5 afios.

Si a esto le incorporamos que la configuracion
desarrollada es de facil mantenimiento y de componentes
asequibles en comercios de la localidad, entonces se
considera que puede existir la posibilidad de fabricar
una R.P. a menor costo de sus similares del mercado
internacional.

Se obtuvo una configuracion adecuada del C.ILR,
lo que favorece la seguridad en la marcha de la P.A.,
dado que la estabilidad es un factor determinante para
un adecuado desempeiio de la R.P. Ademas, se logro
obtener 120° de flexion maxima, lo cual no pone limites
funcionales a la P.A. en el desempefio de sus actividades
diarias.

Resultaria interesante plantear la fabricacion del
disefio de rodilla propuesta a fin de evaluar el desempefio
de la misma en una P.A. y asi contrastar los resultados
obtenidos en la simulacion.

Evidentemente los datos de la simulacién deberan
ser revisados en la practica, sin embargo nos sentimos
optimistas con los resultados obtenidos.
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Resumen— La melaza es el residuo agroindustrial que no cristaliza resultante del procesamiento de la caiia en la obtencion
de azicar refinada. Tiene una amplia gama de usos destacdndose, en el pais, el dado en la alimentacion bovina. Sin embargo,
actualmente con el problema de la sostenibilidad energética, el hombre debe encontrar alternativas de filentes que sean renovables,
principalmente el area de combustibles liquidos para el sector transporte y se podria encontrar una alternativa en la melaza como
fuente primaria para la obtencion de biocombustibles. La Biologia Sintética consiste en la sintesis de sistemas complejos de base
biologica que realizan funciones que no existen normalmente en la naturaleza. Actualmente es uno de los campos de investigacion mas
vanguardistas en el que se combinan la biologia y la ingenieria. El objetivo de esta investigacion consistio en utilizar la melaza como
sustrato principal en el cultivo bacteriano M9 para obtener alcanos de origen biologico. Las bacterias utilizadas fueron Escherichia
coli K12 que se modificaron genéticamente para que expresaran la enzima Acyl-ACP Reductasa (AAR) y la Aldehido Descarbonilasa
(ADC) de Synechococus elongatus PCC7942, modificacion realizada con métodos desarrolladas por la biologia sintética.

Palabras claves— Alcanos, biobricks, biologia sintética, melaza, residuo agroindustrial.

Abstract— Molasses is the agro-industrial waste that does not crystallize resulting from the processing of sugarcane in the
production of refined sugar. It has a wide range of applications standing in the country, as in cattle food. However, today with the
problem of energy sustainability, men must find alternative sources that are renewable, mainly in the area of liquid fuels for the
transportation sector and we could find an alternative molasses as a primary source for obtaining biofuel. Synthetic biology is the
synthesis of complex biologically based systems that perform functions that don't exist in nature normally. Today is one of the most
advanced research fields in which biology and engineering are combined. The objective of this research was to use molasses as the
main substrate in M9 medium for alkanes of biological origin. The bacteria used were Escherichia coli K12 that are genetically
modified to express the Acyl-ACP reductase (AAR) and the Aldehyde Decarbonilasa (ADC) Synechococus elongatus PCC7942,
modification made with methods developed by synthetic biology.

Keywords— Alkanes, BioBricks, synthetic biology, molasses, agroindustrial residue.

dedicados a la produccién de azicar, y dos que elaboran
exclusivamente licores.

La biologia sintética es el diseflo y construccion de
dispositivos, asi como de sistemas bioldgicos con fines
dtiles [3]. Esta combina la biologia y la ingenieria para
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1. Introduccion

os residuos agroindustriales se han convertido
desde hace unos afios en foco de investigacion,
debido a los muchos nutrientes que se encuentran
en los mismos y los cuales pueden ser aprovechados,
desde el punto de vista nutricional o como fuente de
energia [1]. En Panama la produccion media anual es de
13 millones de galones de melaza, residuo resultante del
proceso de refinacion de azdcar de cafia en los centrales
azucareros [2]. En el pais son cuatro los centrales

disefiar sistemas bioldgicos con funciones nuevas que no
se encuentran en la naturaleza [4]. Engloba gran variedad
de enfoques, metodologias y disciplinas orientadas a la
ingenieria genética y la biotecnologia. Busca la creacion
de nuevos organismos programables, microorganismos
que se comporten como pequefios ordenadores que el ser
humano sea capaz de programar.

Al utilizar la biologia sintética se podria lograr que una
cepa particular de una bacteria como E. coli (Escherichia
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coli) K12 competente produzca hidrocarburos de cadena
larga partiendo de residuos agroindustriales con alto
contenido de sacaridos, como por ejemplo la melaza,
siguiendo una ruta metabolica que se ha observado en
plantas y cianobacterias. Estos hidrocarburos pueden ser
utilizados como combustibles liquidos. El experimento
de Cheesbrough y Koattukudy (1984) utilizando Pisum
sativum, siguiendo los resultados de los trabajos de
Kolattukudy en 1967 y 1980, fue uno de los primeros en
demostrar que la descarbonilacidn de aldehidos grasos
para la produccion de alcanos era la ruta para la formacion
de los mismos en los sistemas bioldgicos. El alcano mas
abundante reportado en esta bacteria fotoautdtrofa es el
heptadecano. Estas cadenas de alcanos son consistentes
con la regla de contener “n-1” atomos de carbono que
el aldehido graso descarbonilado del cual procede
(generalmente de cadena par n) [5].

El objetivo de esta investigacion consiste en utilizar
la melaza como unica fuente de carbono en el medio de
cultivo M9 para obtener alcanos de origen bioldgico.
Se inocularon bacterias de la cepa FE.coli K12 que
fueron previamente modificadas genéticamente para
que expresaran la enzima Acyl-ACP Reductasa (AAR)
y la Aldehido Descarbonilasa (ADC) de Synechococus
elongatus PCC7942.

2. Materiales y Métodos

En la realizacion de esta investigacion se utilizd
el plasmido BBa K590025, secuencia de ADN con
promotor constitutivo para la expresion de proteinas,
backbone pSB1C3 que posee resistencia al cloranfenicol
(Kit de iGEM Spring 2012 DNA Distribution. Ver figura
1y figura 2.

2.1 Medios de cultivo

* LB (Lysogeny Broth). Se prepard 11 de medio LB con
10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de
Cloruro de Sodio (NaCl).

* SOC (Super Optimal Broth). Se prepardo 500 mL
de medio SOC utilizando 10 g de triptona, 2.5 g de
extracto de levadura, 0.25 g de Cloruro de Sodio
(NaCl), 0.1 g de Cloruro de Potasio (KCl). Se almacend
a temperatura de refrigeracion y al momento de usar el
medio SOC se le agrego por cada 100 mL de medio, 2 mL
de glucosa 1M (18 %) y 1 mL de dicloruro de magnesio
(MgCl)) 1M, previamente filtrados con filtros de 0.2
um para que estuvieran estériles.
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PetroBrick (BBa_K590025):

| BBa_K590031 BBa_K590032
m M_

BBa_K314100 B0034 B0034

Figura 1. Contenido genético del BioBrick K590025, del
Kit iGEM Spring 2012 DNA Distribution. Codifica para la
expresion de las enzimas Aldehido Descarbonilasa (ADC)
y Acyl-ACP Reductasa (AAR). Imagen adaptada de iGEM
2011, grupo Washington [6].

BBa B0OO34
ADC — =,
P -
= 1
r
F - “ AAR
\
/ \
/ \
flor £ \
| pSBIC3 - BBa K590025 |
! 1
I8 .
BioBrick Prefix ' BioBrick Suffix
4462 bp
BOO62 | s / Terminator
vF2 ' \ 4 J wR
P CamR \ F 4
N /
N, . Y
CamR — N 4 7 pmBl
~— = o

Figura 2. Estructura de un plasmido. “Biobrick” BBa_K590025
en el “backbone” pSB1C3 (resistencia cloranfenicol). Fuente:
Part registry, part:Bba_K590025 [7].

*  MO9-Modificado. Se prepard de la siguiente manera: a 75
mL de agua desionizada, 3 g de melaza se le adicionan
0.6 g de hidrdgeno fosfato de sodio (Na,HPO,), 0.3 g de
hidrdgeno fosfato de potasio (KHPO,), 0.05 g de cloruro
de sodio (NaCl), 0.2 g de cloruro de amonio (NH,CI),
10 mL de bis-tris 1 M (pH 7.25), 1 mL de triptona 10 %,
100 pL de tiamina 1mg / mL, 100 pl de tricloruro de
hierro hexa-hidratado (FeCl,*6H,0) y 100 uL de sulfato
de magnesio (MgSO,).

*  Medio sélido con y sin antibidtico. Se mezclé 100 mL
de medio con 1.5 g de agar. Las placas con antibiodtico
tenian una concentracion final de 25 pg / mL de
antibiotico.

2.2 Caracterizacion de la melaza utilizada

Todas las determinaciones analiticas se realizaron en
triplicado. Los valores de los distintos parametros fueron
expresados como la media = desviacion estandar.
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La melaza de cafia de azicar fue donada por una
industria dedicada al procesamiento del azucar. Se
mantuvo bajo refrigeracion (<10 °C). Su contenido de
humedad, cenizas y proteina fue determinado de acuerdo
a la metodologia establecida por la Association of
Analytical Communities (AOAC) [8]. La determinacion
de humedad se realizd en una balanza de humedad
Mettler Toledo HB43 Halogen, colocando 0.75 g de
muestra en el equipo. La medicidon de las cenizas se
realizd mediante el secado previo de las muestras a 75 °C,
luego se incineraron a 550 °C durante 2 horas. El valor
del nitrégeno total fue obtenido utilizando el protocolo
“ASN 3438 Kjeldahl nitrogen in molasses” (AOAC
969.37). Como titulante se utilizd acido clorhidrico
estandarizado (HCI) 0.01 N. Para la determinacion de los
grados Brix, se utilizo el indice de refraccion utilizando
un refractometro digital Atago con un rango de 45-93 %.

2.3 Transformacion bacteriana

Se transformaron 220 pL de la bacteria E. coli K12
competentes (cortesia de INDICASAT) afadiéndole
2 uL del plasmido que contiene la secuencia de ADN
del biobrick BBa K590025 en el backbone pSB1C3
con resistencia al cloranfenicol (Kit de iGEM Spring
2012 DNA Distribution) utilizando el protocolo de
transformacion facilitado por el iIGEM HQ en su pagina
de soporte: Registry of Standard Biological Parts,
Transformation Protocols [9].

2.4 Seleccioén celular.

Se realizd en 2 placas Petri con agar LB al que se
le agregd cloranfenicol con una concentracion final de
25 pg/mL. De esta forma solo las células exitosamente
transformadas tenian la capacidad de crecer en la placa.
Enuna de las placas se sembré 20 pL de cultivo obtenido
de la transformacion para calcular el rendimiento de la
misma.

2.5 Produccion y extraccion de alcanos biologicos
Medio de produccion de alcanos. Se hizo una siembra
de las bacterias transformadas con el plasmido de interés en
medio LB con antibidtico de un dia para otro (overnight),
al dia siguiente, por centrifugacion y decantado se obtuvo
un pellet de bacterias que se resuspendio en el medio de
cultivo M9 modificado (con la melaza como unica fuente
de carbono), se dejaron crecer las bacterias en este medio

RIDTEC | Vol. I I, n.° 2, julio - diciembre 2015.

durante 48 horas y luego se hizo la extraccion de los
alcanos con Acetato de Etilo, se centrifugd, se tomd la
capa superior de la centrifugacion (que es el Acetato de
Etilo con los alcanos disueltos en el) y se hizo el analisis
de este extracto en el cromatografo de gases.

2.6 Determinacion de alcanos por GC-MS

Los alcanos extraidos se analizaron mediante GC-MS
para determinar su produccion efectiva y consecuente
identificacion. Se utilizd6 un cromatografo de gases —
espectrometria de masas (GC-MS) Agilent 6890N,
equipado con un detector selectivo de masa (MSD) 5975C
inerte con detector de triple eje (Agilent Technologie,
Palo Alto, CA, USA). La separacion se llevd a cabo en
una columna capilar DB5-MS (30 m longitud, 0,25 mm
d.i., 0,25 espesor de la pelicula, Agilent Technologie, Palo
Alto, CA, USA). El horno de cromatografia de gases tenia
una temperatura inicial de 50 °C durante 2 min, luego se
incremento a 240 °C a una tasa de 6 °C / min mantenida
por 5 min. La temperatura del inyector se mantuvo a 250
°C, usando modo splitless injection. El gas transportador
utilizado fue el Helio, con un flujo de 1 mL / min. El
espectrometro de masa estuvo funcionando en el modo
scan desde 30-550 m / z, la temperatura de fuente de ion
se establecid a 250 °C, la ionizacion se llevo a cabo en el
modo impact ionization (EI) con el voltaje de ionizacidén
establecido en 70 e V.

3. Resultados y discusion
Luego de haber realizado los ensayos pertinentes se
obtuvieron los siguientes resultados:

3.1 Melaza caracterizada

Los resultados obtenidos de los analisis fisicoquimicos
realizados para la caracterizacidon de la melaza utilizada
se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de humedad, ceniza, proteina y grados
Brix en melaza

Humedad
16.9 £0.6

Proteina °Brix
249+0.14 | 82.3+0.3

Cenizas
13.6+0.9

Muestra

Melaza

*Los valores corresponden al promedio = DE

En Vega-Baudrit et al. (2007) respecto a la
caracterizacion de melazas usadas en la sintesis de
espumas de poliuretano (ver tabla 2), se reportan valores
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similares a los que fueron obtenidos en este trabajo.
Los componentes principales de la melaza son los
carbohidratos y el contenido acuoso.

Tabla 2. Composicion de melaza [10]

Componente Composicion (%)
Agua 20
Sacarosa 35
Glucosa 7
Cenizas 12
Compuesto nitrogenados 4.5

Fuente: Vega-Baudrit et al. (2007)

Lamedicidn del contenido de azucares por grados Brix
representa la cantidad de sdlidos disueltos expresados
como sacarosa. En el trabajo de Vega—Braduit et al. [10],
obtuvieron un valor de 79.3°Bx.

3.2 Rendimiento de la transformacion bacteriana

El rendimiento de la transformacion fue de 7,6
x 10° ufc / ug valor que se calculd, primero, buscando
el valor de las unidades formadoras de colonias (UFC)
transformadas, valor que se obtuvo de la siguiente
manera:

(14)(50)(1000) W
20

UFC transf =

En donde 14 corresponde al numero de colonias
obtenidas luego de 24 hr, 50 es el volumen de células
competentes que se uso6 para la transformacion (esta en
pL), 1000 es el factor de dilucidon obtenido al agregar
200 pL de medio LB; y 20 es el volumen de medio que
se utilizo en la placa (también en pl). Luego de esto se
determina la eficiencia de transformacion como sigue:

3,5 x 10*ufc

Ef. de transf. = 0,046 1g

=7,6x 103ufc/ug (2)

Elvalorde 3,5 x 10*ufc son las ufc's transformadas que se
obtuvieron, y 0,046 ng fue la cantidad de plasmido empleado
para la transformacion (1pL con una concentracion de 4,6
x 102 ug /uL de plasmido Bba K490025). Como plasmido
de control se utilizd el Bba_J04450 (plasmido que le otorga
una fluorescencia roja a las colonias trasformadas), cuya
eficiencia fue de 2,57 x 10° ufc / ug.

3 8 TECNOLOGICO

3.3 Alcanos determinados por GC-MS

Como se observa en la tabla 3, los principales alcanos
identificados fueron undecano, tetradecano, pentadecano y
hexadecano, pero ademas también se pudieron identificar
otros hidrocarburos de cadena corta como el octano. En los
trabajos realizados como parte del proyecto de la Universidad
de Washington para el International Genetically Engineered
Machines del 2011 [11], obtuvieron alcanos de cadenas
C13, C15 y C17 utilizando el medio M9 con glucosa como
fuente de carbono; mientras que en el trabajo de Schirmer
et al. (2010) [5] fue demostrada la produccion de tridecano
(C13), pentadecano (C15) y heptadecano (C17) en E.coli a
través de la expresion de los genes aar'y adc.

Tabla 3. Tiempos de retencion observados en el
cromatograma para los picos identificados

{lﬁ?ﬂi‘;&e Deconvolucion Por(c;;n)taje
Octano 4.036 4.65 0.06
Undecano 17.662 18.51 0.03
Tetradecano 41.268 20.43 0.06
Pentadecano 45.525 22.84 0.07
Hexadecano 49.366 25.27 0.03

En la figura 3 se muestra el cromatograma obtenido de
hidrocarburos extraidos con acetato de etilo de una muestra
del medio M9 con melaza luego de 48 h de incubacion con
las bacterias modificadas.

Abundance

400000
Lndecano
Pentadecano
300000 Hexadacano
200000
Tetradeca L
100000
] [ e = — T T
Time—> 20.00 25.00 30.00 3500 40.00 45.00 50.00 55.00

Figura 3. Picos sefialados en el cromatograma obtenido del
analisis de la extraccion con acetato de etilo de una muestra de
medio M9 con melaza.

4. Conclusiones

En esta investigacion se pudo corroborar que la
E.coli transformada puede utilizar la melaza como
fuente de carbono y producir hidrocarburos entre 11y 15
carbonos. Queda por determinar el grado o la eficiencia
de produccidn. Se esperaba que fueran alcanos de cadena
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larga, que pudieran ser utilizados como biocombustibles,
y como se observo, si fue posible.

Utilizando la biologia sintética, se puede no solo
obtener biocombustibles, sino también nuevas moléculas,
las bacterias podran inclusive sustituir procesos de
la industria quimica que son agresivos para el medio
ambiente. Esto es una solucidn factible al problema de
contaminacién ambiental.
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Resumen— Tradicionalmente, se han empleado organismos bivalvos para el monitoreo de la contaminacion marino-costera debido a su notable
capacidad para bioacumular metales pesados. Sin embargo, la concentracion de éstos puede ser afectada significativamente por factores biologicos
y fisicos. Debido a las limitantes antes descritas, los investigadores Wu 'y Lau de la Universidad de Hong Kong, desarrollaron un dispositivo al que
denominaron: “Artificial Mussel (AM) ”. Este consiste en un polimero ligando capaz de acumular y liberar metales en respuesta a la concentracion
de éstos disueltos en el agua marina, permitiendo asi su evaluacion y comparacion directa en diversos ecosistemas acudticos.

Este dispositivo ha sido probado en el monitoreo de zonas costeras de Australia, Escocia, Sur Africa, Islandia y China, con bastante éxito, sin
embargo, no ha sido utilizado aun en costas de zonas tropicales.

El presente estudio contempla la construccion y validacion de la eficiencia de captura de los metales cadmio, cobre y cromo por parte del AM, bajo
condiciones controladas de pH, salinidad y temperatura en el laboratorio, con la finalidad de obtener un dispositivo que pueda ser utilizado para
el monitoreo de metales pesados en ambientes acudticos tropicales, que genere datos confiables. Los resultados obtenidos muestran que a mayor
tiempo de exposicion y a mayor salinidad, la afinidad por los metales varia, encontrandose que el AM presenta una mayor afinidad por el Cu que
por el Cd, con un maximo de captacion a los 35 dias de exposicion y 20 dias en estudios de corto plazo.

Palabras claves— Artificial mussel, bioindicadores, condiciones controladas, contaminacion marina, metales pesados, selectividad, zonas costeras.

Abstract— Traditionally, bivalves’ organisms have been employed to monitor marine-coastal contamination due to their remarkable ability to
bioaccumulate heavy metals. However, the concentration of metals in the bivalves can be affected significantly by biological and physical factors. Due
to this limitation, researchers Wu and Lau from the University of Hong Kong developed a device called: “Artificial mussel”. This device consists in
a ligand polymer capable of accumulating and releasing metals in response to their concentration dissolved in marine water, allowing the evaluation
and direct comparison in diverse ecosystems.

This device has been proved successfully in the monitoring of coastal zones in Australia, Scotland, South Africa, Iceland China, nevertheless, it has
not been proved in tropical coastal zones.

This study includes the construction and validation of the capture efficiency of the metals cadmium, copper and chromium from the AM, under controlled
conditions of pH, salinity and temperature in the laboratory, in order to obtain a device that can be used for the monitoring of heavy metals in tropical
aquatic environments, generating reliable data. The results show that the greater the exposure time and higher salinity, affinity for metals varies, finding
that the AM has a greater affinity for Cu than Cd uptake with a maximum of 35 days of exposure and 20 day in short-term studies.

Keywords— Artificial mussel, bioindicators, controlled conditions, marine contamination, heavy metals, selectivity, coastal zones.

Tipo de articulo: Original medida la calidad del medio marino. La contaminacion,
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1. Introduccion
os metales pesados constituyen uno de los grupos
de xenobioticos que afectan mas negativamente a
las zonas costeras, habitat de la mitad de recursos
pesqueros del planeta.
La creciente densidad de poblacion y la rapida
industrializacion de las zonas costeras estan afectando en gran

la sobreexplotacion y la baja proteccidon amenazan
con dafiar aun mas los ecosistemas marinos, lo que
lleva a grandes problemas de salud publica y pérdidas
econdmicas (Tayeb et al., 2015).

En el campo de la contaminacion ambiental del
ecosistema marino y estuarino se emplean distintas
especies de organismos vivos como bioindicadores,
los moluscos y otros organismos filtradores, han sido
empleados por los ecologistas debido a su capacidad de
absorber y liberar metales a lo largo del tiempo, dando
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de esta forma una idea acerca de los efectos cualitativos
y cuantitativos provocados por los diversos agentes
quimicos que provocan cambios en la calidad del agua.
Sin embargo, estos organismos son afectados por factores
ambientales como la salinidad, la temperatura y biolégicos
como el tamafio, la edad reproductiva, y el sexo, asi como
por la disponibilidad de sitios de anclaje, limitandose de
este modo su uso como biomonitor de contaminacion (Wu
& Lau, 1996).

Por lo tanto, los estudios de contaminacion marina se
benefician con la adopcidn y aplicacion de tecnologias
que proporcionen uniformidad en los resultados de
bioacumulacién de metal (Degger et al., 2011).

El Artificial Mussel (AM, por sus siglas en inglés) es
un dispositivo de muestreo desarrollado por Wu & Lau
(1996) con el objeto de proporcionar una metodologia
que superara las limitaciones presentadas por los
indicadores bioldgicos, como lo son las estrategias de
acumulacion de contaminantes segin la especie y la
distribucidon biogeografica de cada una de ellas. El AM
es una herramienta alternativa para el monitoreo de la
contaminacién por metales o elementos traza en zonas
costeras, debido a su capacidad de captacion de metales
en agua y liberacion en soluciones acidas, para posterior
determinacion.

Estudios han demostrado que los Artificial Mussels
(AM) o moluscos artificiales no solo dan el tiempo
aproximado de la concentracion de metales, sino que
también permiten la comparacion de los niveles de metales
en diferentes areas geograficas mas alla de los limites de
distribucion de los biomonitores (Wu y Lau, 1996).

En el presente trabajo, se ha desarrollado en el
Laboratorio de Quimica del Centro Regional de Veraguas en
colaboracién con el Centro de Investigaciones Hidraulicas
e Hidrotécnicas (CIHH), ambos de la Universidad
Tecnoldgica de Panama, un prototipo de dispositivo para el
monitoreo de elementos traza, basado en el disefio original
de Wu y Lau (1996), para dar seguimiento al estudio en
ambientes marino costeros y de agua dulce del Humedal
de Importancia Internacional Golfo de Montijo.

Este dispositivo consiste en una resina de intercambio
ionico (en este caso fue empleada la Chelex 100®),
suspendida en agua marina artificial dentro de un tubo
semipermeable. La membrana semipermeable, permite
el paso de iones de los metales trazas (Cr, Cd, Cu), antes
de ser quelados por la resina. Esta resina de intercambio
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cationico tiene alta preferencia para el cobre y otros
metales pesados.

Para poder determinar los niveles de contaminacion
por metales o elementos traza, empleando estos
dispositivos, en sitios como el Golfo de Montijo; se
hizo necesario primeramente evaluar bajo condiciones
controladas de salinidad, temperatura y pH, la capacidad
de captacion de metales y realizar un estudio de validacion
en el laboratorio. Los resultados de las pruebas analiticas
realizadas son presentados en este trabajo.

2. Materiales y métodos
2.1 Pruebas de captacion de metales por parte de los
Artificial mussels bajo condiciones de laboratorio

Las metodologias empleadas en este estudio, fueron
las empleadas por Wu y Lau (1996) con algunas pequeiias
variantes.

2.1.1 Preparacion de los Artificial mussels

Cien (100) Artificial Mussels (AM) fueron construidos
a partir de tubos plasticos de aproximadamente 2.5 cm de
diametro, 6 cm de alto y abierto en ambos extremos; uno
de los extremos fue cubierto con una pelicula pléstica, de
aproximadamente 5 cm x 5 cm en tamaflo, y fijada con
una liga (banda de caucho).

Cien (100) ml de una solucion que contenia 15 g de
acrilamida y 0.5 g de N, N’-metilen-bis-acrilamida fue
preparada utilizando un matraz volumétrico de 100 ml.
Esta solucion constituye el gel polimerizado que forma
parte de la estructura de soporte del AM. A cada tubo
pléstico se le adicionaron 4 ml de la solucion preparada
de poliacrilamida, 160 pl de una solucion al 10 % de
peroxidisulfato de amonio (Esta solucion actia como
iniciadora del proceso de polimerizacion) y 40 ul de
TMEDA (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina), la cual
actia como catalizador de la polimerizacion.

Anadidos estos dos ultimos reactivos la
polimerizacion se completaba dando una textura de gel
en aproximadamente 5 minutos.

Después de terminada la polimerizacion, los tubos
fueron colados en un contenedor con agua tridestilada
(3-D) durante toda la noche. El propdsito de colocar el
tubo en agua 3-D es para permitir que el gel se hinche y
se fije en el mismo.

Una vez fijado el gel en el tubo, se colocd un anillo
pléstico, de aproximadamente 2 cm de didmetro y 1 cm
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de alto, dentro del mismo y fueron adicionados 0.2 T 0.05
g de la resina Chelex® 100.

Se adiciond suficiente agua 3-D hasta que el anillo
quedo totalmente inmerso.

Cada tubo fue sellado empleando una capa de gel
de otro tubo, por el extremo descubierto. Ambos geles
contenidos dentro del tubo fueron empujados desde los
extremos hacia el centro del anillo plastico, asegurandose
de que tocasen a este ultimo.

Finalizado el paso anterior, la fabricaciéon del AM ha
sido completada encontrandose la resina Chelex® 100
encerrada dentro el tubo plastico con ambos extremos
sellados por el gel permeable.

2.1.2 Experimento I

Estudio para investigar la captacion de metales por
parte del AM bajo diferentes concentraciones.

La determinacion del potencial de captacion de los
metales cadmio, cobre y cromo por parte del AM (molusco
artificial), fue realizada bajo condiciones controladas de
pH, temperatura y salinidad, y a distintas concentraciones,
dentro del laboratorio.

Los AM fueron distribuidos en diversos cubos que
contenian diferentes concentraciones de los metales en
estudio (Ver tabla 1). Cada cubo contenia 10 litros de
agua con la siguiente concentracion de metales:

Tabla 1. Concentracion de elementos traza (metales) en
mg/L, para ensayo de captacion

o Elementos traza (mg/L)
Recipientes
Cd Cr Cu
Cubo 1 0.10 0.05 0.05
Cubo 2 1.00 2.00 2.00
Cubo 3 5.00 10.00 10.00

Diez (10) AM fueron colocados sobre una rejilla
plastica la cual fue sumergida dentro del cubo que contenia
agua y distintas concentraciones de sales. Fue necesario
airear cada cubo mediante una bomba para aumentar
la circulacién del aire dentro de los mismos. Todos los
cubos fueron cubiertos para evitar la contaminacion.

La afinidad de la resina Chelex® 100 hacia ciertos
metales, estd sujeta a la estructura de la misma, la
cual podria verse afectada por variaciones en el pH,
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en particular si el pH estda por debajo de 4, la tasa
de intercambio de la resina podria ser muy baja. Por
consiguiente, el pH del agua en cada uno de los cubos
fue monitoreado semanalmente durante el curso del
experimento.

La concentracion de metales fue monitoreada
semanalmente también, adicionandose una cantidad
apropiada de sales metalicas para mantener la
concentracion de estos.

Para fines de control de calidad, otros 10 AM fueron
colocados en un cubo como los anteriormente descritos
(Cubo control). El propédsito de este control fue evaluar
cualquier contaminacion durante el experimento, manejo,
preparacion, almacenamiento y analisis quimico de los
AM.

Los AM de cada cubo fueron muestreados
aleatoriamente y por duplicado (cubos 1-3 y control), en
un intervalo de siete dias.

2.2 Experimento IT

Estudio para evaluar el efecto a corto plazo de
la variacion en la concentracion de metales sobre la
acumulacion de metales por los Artificial mussels (AM).

Para esta fase de laboratorio, los AM fueron
distribuidos en diversos cubos que contenian diferentes
concentraciones de los metales en estudio (Ver tabla 2).
Cada cubo contenia 10 litros de agua con la siguiente
concentracion de metales:

Tabla 2. Concentraciones de elementos traza (metales) en
mg/L, para prueba de validacién

Recipientes Elementos traza (mg/L)
Cd Cr Cu
Cubo 4a 0.50 1.00 1.00
Cubo 4b 5.00 10.00 10.00
Cubo 5a 0.50 1.00 1.00
Cubo 5b 5.00 10.00 10.00

Diez (10) AM fueron colocados sobre una rejilla
plésticala cual fue sumergida dentro del cubo que contenia
agua y distintas concentraciones de sales. Fue necesario
airear cada cubo mediante una bomba para aumentar
la circulacion del aire dentro de los mismos. Todos los
cubos fueron cubiertos para evitar la contaminacion.

Los AM fueron colocados en los cubos 4a y 4b
alternativamente. Los AM fueron colocados en el cubo
4a la mayor parte del tiempo y transferidos al cubo 4b
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por un periodo de 1 dia en el dia 2, dia 9, dia 16 y dia 20.

De igual forma, 10 AM fueron colocados en los cubos
Sa y 5b alternativamente. Los AM se mantuvieron en el
cubo 5a la mayor parte del tiempo y transferidos al cubo
5b por un periodo de 1 dia en el dia 6, dia 9, dia 20 y dia
23.

La concentracion de los metales en los cubos 4a, 4b,
5a y 5b fue monitoreada semanalmente y se afiadio una
cantidad adecuada de sales para mantener la concentracion
a lo largo del periodo de experimento. El pH del agua fue
monitoreado semanalmente para verificar la variacion del
mismo durante el curso del estudio.

Los AM fueron muestreados aleatoriamente por
triplicado desde el cubo 4a/4b y 5a/5b en intervalos de
7 dias hasta que el equilibrio fue alcanzado. Los metales
fueron analizados por AAs.

2.3 Preparacién de muestras para analisis espectrométricos
Una vez tomadas las muestras de forma aleatoria, el
contenido del AM fue vaciado y eluido para el andlisis de
elementos traza (metales pesados) mediante la técnica de
Espectrometria de Absorcion Atdmica (AAs).

Cada muestra de AM fue lavada con agua destilada para
posteriormente proceder a expulsar el gel de poliacrilamida
por uno de los extremos del tubo plastico. El contenido del
tubo fue vaciado sobre un tamiz de plastico y enjuagado con
suficiente agua destilada para garantizar que toda la resina
saliera del mismo.

La resina fue filtrada y colectada sobre un vaso plastico
de 100 ml de capacidad; una vez hecho esto, la resina fue
trasvasada hacia un tubo plastico de 50 ml procurando que
tuviera la menor cantidad de agua posible.

A cada tubo que contenia la resina, se le anadieron
30 ml de HNO,, 6M y se almacen6 por espacio de 24
horas para que se completara el proceso de digestion de
la muestra. Una vez completado el periodo de digestion,
se procedio a diluir las muestras y se guardaron en
refrigeracion (4 °C) hasta posterior analisis.

2.4 Analisis de muestras por Espectrometria de Absorcion

Atomica (AAs)

Cada muestra de la etapa de captacion fue analizada
utilizando un espectrometro de absorcion atomica,
modelo Shimatzu A 7000.

El equipo cuenta con una fuente de luz que emite la
linea espectral de un elemento (lampara de catodo hueco
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o lampara de descarga sin electrodos), un dispositivo para
vaporizar la muestra (usualmente una llama), un medio
para aislar una linea de absorcidon (monocromador o filtro
y una abertura ajustable), y un detector fotoeléctrico el
cual esta asociado a un amplificador electronico y un
equipo de medida.

Un rayo de luz es dirigido a través de la llama a un
monocromador y sobre un detector, que mide la cantidad
de luz absorbida por el elemento atomizado en la llama.

3. Resultados
3.1 Experimento I

Estudio para investigar la captacion de metales
por parte del “molusco artificial” bajo diferentes
concentraciones

En este estudio pudo observarse que a mayor
concentracion de sales y a mayor tiempo de exposicion,
la captacion de metales por parte del AM es mayor.

También se observa que la afinidad del AM por los
metales varia.

Los resultados de esta etapa son presentados a
continuacion.
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Figura 1. Captacion de cobre, cadmio y cromo por parte de
los AM en funcién del tiempo. Cubo 1 (T=25.3 °C, pH=6.04,
salinidad=30 psu).

La figura 1 muestra la concentracion de Cu,
Cd, Cr, acumulada en el AM, expuesto a distintas
concentraciones del metal durante un periodo de 42 dias
en el cubo 1. Puede observarse que la captacion de cobre
se va incrementando a medida que aumenta el tiempo de
exposicion, alcanzando su maxima captacion en el dia
42; en cuanto al cadmio, se mantienen muy proximas y
en cuanto al cromo no hay medicion.
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Figura 2. Captacion de cobre, cadmio y cromo por parte de
los AM en funcién del tiempo. Cubo 2 (T=25.4 °C, pH=6.55,
salinidad=30 psu).

La figura 2 muestra la concentracién de Cu, Cd, Cr,
acumulada en el AM, expuesto a distintas concentraciones
del metal durante un periodo de 42 dias en el cubo 2.
Puede observarse que la concentracion de Cu acumulada
en el AM durante el monitoreo alcanzd su maximo en
el dia 35 y luego disminuye. El Cd acumulado alcanza
su maximo el dia 35 y luego disminuye en el dia 42. La
captacion de Cr no hay valores.
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Figura 3. Captacion de cobre, cadmio y cromo por parte de
los AM en funcién del tiempo. Cubo 3 (T=25.2 °C, pH=5.54,
salinidad=40 psu).

La figura 3 muestra la concentracion de Cu, Cd, Cr,
acumulada en el AM, expuesto a distintas concentraciones
del metal durante un periodo de 42 dias en el cubo 3. Se
observa que la concentracion de Cu acumulada en el AM
durante el monitoreo se incrementa y alcanzé su maximo
en el dia 35 y luego disminuye. La concentracién de
cadmio, se incrementa y alcanza su maximo el dia 35 y
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luego disminuye en el dia 42. En la captacion de Cr se
observan valores muy bajos y préximos.

3.2 Experimento II

Estudio para evaluar el efecto a corto plazo de la variacion
en la concentracion de metales sobre la acumulacién de
metales por los Artificial mussels (AM).

Los resultados para la evaluacion del efecto a corto
plazo en la variacion de la concentracion son presentados
a continuacion. Cubos 4a/4b y 5a/5b.

La figura 4 muestra la concentracion de Cu, Cd, Cr,
acumulada en el AM durante el monitoreo en los cubos
4a/4b. Puede apreciarse que la afinidad del AM es
mayor hacia el Cu, seguida por el Cd, siendo el Cr el
que presenta la menor afinidad de todos los metales en
estudio. Ambos metales alcanzan su maxima captacion el
dia 20; sin embargo, al ser evaluado el comportamiento
del Cr, puede observarse que su maxima captacion fue
durante la primera semana de exposicion en el tanque
4a, decreciendo su concentracion a medida que se iba
desarrollando el experimento.

Medidas del Cubo 4a/4b
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Figura 4. Captacion de cobre, cadmio y cromo por parte de los
AM en funcion del tiempo. Cubos 4a (T=25.1 °C, pH=6.42,
salinidad=25 psu), 4b (T=25.2 °C, pH=5.37, salinidad=30 psu).

La figura 5 muestra la concentracion de Cu, Cd, Cr,
acumulada en el AM, expuesto a distintas concentraciones
del metal durante un periodo de 23 dias en los cubos 5a/5b.
Puede observarse que la concentracién de Cu acumulada
en el AM durante el monitoreo va incrementandose en el
tiempo y alcanzando su maximo nivel de captacién en
el dia 20, para posteriormente disminuir hacia el dia 23.
En cuanto a la captacién de Cd por parte del AM, puede
apreciarse un aumento gradual de ésta a medida que
transcurria el experimento, encontrandose también un
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maximo en el dia 20 y manteniendo esta concentracion
hasta el dia 23. Por otro lado, de todos los elementos bajo
estudio, el Cr fue el que se adhirié en menor proporcion
al AM, manteniendo sus niveles a bajas concentraciones
y contantes a lo largo de los 23 dias de experimentacion.

Medidas del cubo 5a/5b
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Figura 5. Captacion de cobre, cadmio y cromo por parte de los
AM en funcién del tiempo. Cubos 5a (T=25.2 °C, pH=6.33,
salinidad=30 psu), 5b (T=25.2 °C, pH=5.44, salinidad=20 psu).

4. Discusion

Debido a la gran relevancia que tiene para Panama
el Humedal de Importancia Internacional Golfo de
Montijo, inscrito en la red mundial de Humedales del
Convenio RAMSAR en noviembre de 1990, y declarado
area protegida en 1994 por la legislacion panamefia
(ANAM, 2014), por la gran diversidad bioldgica que
alberga; a pesar de esto, no escapa a la presion ejercida
por la creciente explosion demografica y el aumento de
las necesidades basicas, que a su vez han llevado a un
aumento en las actividades humanas realizadas para la
supervivencia a su alrededor. Actividades antropogénicas
como la agricultura, curtiembre y pesquerias (por el
uso de combustibles fésiles) llevadas a cabo en las
inmediaciones del Sitio RAMSAR-Golfo de Montijo,
pueden aportar metales pesados al cuerpo de agua, ya
sea de forma directa o indirecta a través de la escorrentia
(Elkady, Sweet, Wade, & Klein, 2015).

Para poder determinar los criterios de conservacion,
proteccion y manejo de este humedal costero, al igual
que de otros cuerpos de agua, se hace necesario conocer
los principales agentes de impacto ambiental (Entre
estos, los metales pesados) en este ecosistema, mediante
el monitoreo periddico del area bajo observacion, y la
seleccion de matrices analiticas o dispositivos (Artificial
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mussel) que permitan realizar un analisis confiable de la
situacidn del sitio en cuestion. Para este efecto, en este
estudio se selecciono el uso del Artificial mussel, como
dispositivo para el monitoreo de metales pesados; sin
embargo, esta técnica de muestreo y analisis exigio una
serie de pruebas de validacion en el laboratorio, bajo
condiciones controladas de pH, salinidad y temperatura,
previas a su utilizacién en campo, las cuales seran
expuestas en el presente trabajo.

Estudios similares de validacion sobre Artificial
mussels realizados por Wu et al.,, 2007, muestran un
incremento en los niveles de Cd, Cu y Cr durante un
periodo de exposicion de 14 dias; encontrandose un
orden de afinidad Cd > Cu > Cr, independientemente de la
salinidad y temperatura. Al observarse las figuras 1 y 2, se
aprecia la misma afinidad por parte del AM reportada por
Wau et al., 2007. Sin embargo, los resultados obtenidos,
muestran que a mayor tiempo de exposicion y a mayor
salinidad la afinidad por los metales varia, encontrandose
que el AM presenta una mayor afinidad por el Cu que
por el Cd. La figura 3, muestra que a una salinidad de 40
psu la mayor afinidad es por el cobre, apreciandose su
maxima union a los 35 dias de exposicion. A este nivel de
salinidad, se observa por primera vez la presencia de Cr,
segun los hallazgos de Wu et al., 2007, la captura tanto
de Cr como de Cu es afectada significativamente por este
parametro.

Al comparar las figuras 1, 2 y 3, se observa que la
afinidad del AM por ciertos metales, cambia al aumentar
la salinidad. La captacion de estos metales se hace mas
eficiente a los 35 dias de exposicidén y al cambiar la
salinidad la mayor afinidad del dispositivo es hacia el Cu.

El AM, brinda informacién complementaria sobre
la disponibilidad de los metales disueltos en el medio
acuatico (Degger et al., 2011), ya que su componente
principal la resina Chelex® 100 (Resina de intercambio
catidnico), empleada para su fabricacion, actia como
grupo quelante en la unidn de iones metalicos polivalentes
(Herrin et al., 2001), alcanzando su equilibrio entre 30-
40 dias de exposicion al medio. Puede decirse ademas,
que los resultados aqui expuestos (Los cuales van en un
rango de 35 a 42 dias) guardan relacion en cierta manera
con estudios realizados previamente.

La figura 4 muestra la evaluacion de la variacion de
la concentracidn de los metales (captacion) a corto plazo,
en los cubos 4a/4b. Se aprecia una creciente captacion
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de Cu, seguida de Cd a partir del dia 9, encontrandose
un maximo para el dia 20 para ambos metales, y con
diferencias en concentracion entre estos. No hubo
diferencias estadisticamente significativas, en cuanto a la
captacion de Cu, durante los dias 1,2 y 9, y para el Cd
los dias 1 y 2. En cuanto al Cr, el nivel de captacion se
mantuvo bajo, disminuyendo levemente del dia 1 al 2 y
manteniéndose constante hasta el dia 20.

De acuerdo con los fabricantes (Bio-Rad, 1994)
el orden de selectividad de la resina Chelex® 100
(componente importante del AM) para cationes en
soluciones de nitrato o de cloruro es aproximadamente
el siguiente Cu+? >> Pd+? > Cr+* >Zn+? > Cd+? no
obstante, los resultados obtenidos demuestran una mayor
afinidad hacia el Cu, seguido de Cd y finalmente hacia
el Cr, discrepando ligeramente de los reportados por
Bio-Rad. Se pudo comprobar que el AM tiene una fuerte
afinidad hacia el Cu y no hacia el Cd, como aparece
reportado en la literatura.

En la figura 5 (Cubos 5a/5b) se observa un
comportamiento bastante parecido a los hallados en los
cubos 4a/4b, presentandose la maxima captacion para
el Cu el dia 20 de exposicion, para luego descender el
dia 23. El Cd presenta un incremento a partir del dia 6
de exposicion a este metal, siendo su punto maximo de
captacion el dia 20 y permaneciendo sin mayores cambios
hasta el dia 23 del experimento.

Comparando los experimentos llevados a cabo
durante la exposicion a los metales por parte del AM, en
los cubos 4a/4b y 5a/5b, podria decirse que, éste presenta
su maximo punto de captacion para los metales Cu y
Cd el dia 20 para ambos ensayos, con concentraciones
notoriamente mas bajas de Cr. El AM es capaz de captar
estos metales de una forma rapida y eficiente ain en
salinidades de 20-30 psu.

5. Conclusiones

Del presente trabajo puede concluirse:

* Los estudios de validacion realizados indican que los
AM pueden ser implementados como herramienta
complementaria en los estudios de contaminacion por
metales pesados en ambientes acudticos, debido a que son
unos dispositivos para el monitoreo de metales in sifu de
bajo costo, que permiten la reproducibilidad de los datos.

* El AM present6 una unidén mas fuerte hacia Cd que a los
otros dos metales a salinidades de 30 psu. Sin embargo,
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a una salinidad de 40 psu, el comportamiento varia y la
afinidad es mayor hacia el Cu.

* Para la mayor parte de los metales estudiados, los AMs
presentaron un punto maximo de captacion a los 35 dias de
exposicion.

* Es importante destacar que, la captura del metal durante
el estudio para investigar la captacién de metales por parte
del AM bajo diferentes concentraciones, se presento el
siguiente orden de selectividad: Cd+ >>Cu+ a salinidades
bajasy Cut? >>Cd+ a mayor salinidad. Encontrandose
Cr+ solamente en el cubo 3, el cual tenia mayores
concentraciones de metales.

*  Durante el estudio para evaluar el efecto a corto plazo
de la variacion en la concentracion de metales sobre la
acumulacion de metales por los AM, las concentraciones
en los AM expuestos en los tanques 4a y 4b, 5a y 5b
presentaron el siguiente orden de selectividad: Cut? >>
Cd+ >> Cr+, encontrandose ademdas un maximo de
captacion el dia 20.

6. Recomendaciones

Con base en las experiencias obtenidas y la informacion
bibliografica compilada, recomendamos el uso del
dispositivo AM para el monitoreo de metales pesados en
ambientes acudticos, en un periodo no menor de los 35
dias de exposicion, ya que, es en este momento que el
dispositivo alcanza su nivel maximo de captacion.

En cuanto a estudios de corto plazo que se tengan a
bien realizar, es recomendable monitorear en un periodo
no menor a los 20 dias de exposicion.
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