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Los conocimientos matematicos en el umbral de la universidad

Mathematical knowledge on the university threshold

Silvia Caronia’*, Marta Rivero', Roxana Operuk’, Cristina Mayol’

1- Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales, Universidad Nacional de
Misiones, Félix de Azara 1552, Posadas, Misiones, Argentina.
* E-mail: silvca2@gmail.com

Resumen

Esta investigacion se realiz6 en la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional
de Misiones. Se inscribe en la teoria de las Situaciones Didacticas de Brousseau, en la que se trabajé sobre los
errores considerados como obstaculos para el aprendizaje. Se trato de ver su emergencia en los conocimientos
matematicos de ingresantes de las cohortes 2003-2004. Para ello se analizaron respuestas dadas a evaluaciones
tomadas en el curso de ingreso. Ademas, para el andlisis de su persistencia se administraron las mismas o similares
pruebas luego de un afio de cursado como alumno regular de la Facultad. Se constato la existencia de estos errores
que pudieron ser tipificados. Ademas se advirtié que responden a patrones de comportamientos estabilizados y
permanentes. Por ende, resistentes a las modificaciones que supondria el aprendizaje.

Palabras clave: Examen de ingreso; Obstaculos epistemolégicos; Errores.

Abstract

A research study was carried out at the School of Exact, Chemical and Natural Sciences at the State University of
Misiones. It is in line with Brosseau’s Didactic Situations, where errors are considered as obstacles for learning. This
theory was used to analyze the mathematical knowledge of entrant students of cohorts 2003-2004. We analyzed
answers given to assessment during the Entry Course. The same or similar tests were given after one year of
attendance as regular students. Occurence of learning errors was detected and categorized. They followed stable
and permanent behavior patterns, therefore they were resilient to the learning process.

Keywords: Entry exam; Epistemological obstacles; Errors.

Justificacion de la investigacion

Los alumnos ingresantes a una carrera universitaria,
luego de su paso por los niveles E.G.B. 3 y Polimodal, lle-
gan con conocimientos que segin Tenti Fanfani. y Gomez
Campo, (1989) [1] estan conformados por “un conjunto
amplio de competencias que se encarnan en forma unitaria
en el sujeto”, creencias y habilidades determinadas que
inciden en sus maneras de proceder.

Por otra parte, estos niveles de educacion suponen la
preparacion de ciudadanos con capacidades y competen-
cias suficientes para, por ejemplo, iniciar estudios a nivel
Universitario. Sin embargo, el ingreso y la permanencia en
el nivel referido presentan dificultades.

El examen de ingreso, en general, se percibe como
un instrumento de medicién para “conocer” el estado
inicial de saberes que poseen los ingresantes y dar cuenta,
en algunos casos, de quiénes estan en condiciones de
comenzar el cursado de las materias del primer afio de la

carrera elegida. Hasta el momento informa un “estado”,
(pero después, qué se hace o se puede hacer? La eviden-
cia empirica es que, atin después de superarlo, se siguen
presentando obstaculos en el aprendizaje. ;Cuales son los
errores detectados mas frecuentes?

En el caso de la Universidad Nacional de Misiones se
implementan practicamente en todas sus Unidades Acadé-
micas, acciones que se corresponden con una diversidad
de modalidades de ingreso. A continuacion describimos
el que corresponde a la Facultad de Ciencias Exactas,
Quimicas y Naturales, tomada como ambito empirico de
esta investigacion.

Esta Unidad Académica cuenta con carreras de Pro-
fesorados en Matematica, Fisica y Biologia, carreras de
Ingenieria Quimica, Bioquimica, Farmacia, Genética,
Enfermeria, e Informatica. La duracion del “Curso de In-
greso” es de aproximadamente 4 semanas. La totalidad de
los alumnos deben acreditar el modulo de “Matematica”,
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ademas de otros modulos especificos segun la carrera. A
partir del afio 2001, se incorpor6 el moédulo de “Estrategias
de Aprendizaje” para todas las carreras.

En esta Unidad Académica hasta el afio 2003 el examen
de ingreso era obligatorio, pero no restrictivo, es decir, la
evaluacion se transformaba s6lo en una prueba diagnostica.

A partir del afio 2004 el examen fue obligatorio, res-
trictivo y eliminatorio. Es por ello que se les otorgo a los
alumnos un mayor niamero de oportunidades para lograr
su ingreso.

El problema o las preguntas de esta investigacion

Una vez que los alumnos ingresan a la facultad surgen
nuevos problemas. Las dificultades detectadas en las mate-
rias de primer afo sefialan serios problemas de aprendizaje
que obstaculizan la continuacion de los estudios, produ-
ciéndose en el inicio del dictado una importante desercion.

El aprendizaje implica necesariamente rupturas cog-
nitivas, acomodaciones, cambio de modelos implicitos
(concepciones), de lenguajes, de sistemas cognitivos. No
obstante algunas ideas resisten y persisten. Constituyen eso
que llamamos obstaculos en el proceso del conocimiento.
Esos obstaculos, ;estan en el modo en que los alumnos
incorporan, elaboran, transforman y aplican esos saberes?,
,se estudia en qué medida incide y si se modifican los
conocimientos basicos de los alumnos, en el transcurso del
cursado de las asignaturas correspondientes?, ¢los errores
mas frecuentes que se detectan, se mantienen a lo largo de
los cursados o van sufriendo transformaciones?, ;se van
superando esos errores?

Por todo lo manifestado, este proyecto de investigacion
pretendi6 ir mas alla de la “medicion” del porcentaje de
alumnos que ingresan a una determinada carrera. Se ha
conjeturado que el tiempo de preparaciéon y puesta a
punto de niveles de conocimientos como de capacidades,
aptitudes, no pueden ser resumidas en un instante (la eva-
luacion); y atn si los alumnos logran el ingreso, tampoco
es garantia de inicio en la mejor de las condiciones ni de
preparacion para el entendimiento de las materias.

Se hizo entonces necesario el analisis de los conoci-
mientos matematicos de los ingresantes en busqueda de
respuesta a las preguntas planteadas.

Objetivos del proyecto
Los objetivos del proyecto fueron:

ANALIZAR los logros y los obstaculos en los apren-
dizajes matematicos de alumnos en las etapas de ingreso y
permanencia en el primer afio de la Facultad de Ciencias
Exactas, Quimicas y Naturales. (UNaM).

CARACTERIZAR el examen de ingreso, segun el nivel
de cognicion y capacidades en Matematica que demanda.

COMPARAR niveles de aprendizaje en el examen de
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ingreso y en el examen al final del primer afio, de acuerdo
con aspectos de la cognicion, resolucion de problemas,
aptitudes, tipos de instruccion, otras.

Enfoque y ambito de la investigacion

Esta investigacion se enmarcé dentro de los paradigmas
Descriptivo como asi también Hermenéutico, Interpreta-
tivo, Reflexivo. Con las informaciones que se obtuvieron
en los distintos momentos, se describieron y realizaron
interpretaciones.

Se centrd en la observacion y estudio de dificultades
comunes en el estado cognitivo de los conocimientos
matematicos en el ingreso asi como la transformacioén que
hubieran podido tener esos conocimientos, durante el trans-
curso del primer afo de permanencia en la universidad.

Por la amplitud de la tematica, en una primera instancia,
se hizo necesario el primer recorte a una de las Unidades
Académicas de la Universidad Nacional de Misiones: se
focalizo el analisis, estudio y desarrollo en la Facultad de
Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales'.

El segundo recorte consistid en elegir algunas de las
carreras de esta Unidad Académica, estimandose una
poblacion aproximada de 1200 alumnos, estas fueron:
Profesorado en Matematica, Licenciatura en Genética e
Ingenieria Quimica. La seleccion de las mismas se hizo
teniendo en cuenta dos criterios: la relacion mas estrecha
con el campo disciplinar en estudio (la Matematica)® y
segundo, la Lic. Genética con una poblacion estudiantil
proveniente de distintas partes del pais, cuestion que
podrian aportar informacion mas generalizada, en cuanto
al grado de conocimientos con que llegaban al ingreso a
la universidad.

El tercer recorte consistio en la cantidad de examenes
analizados. En el caso del Ingreso 20033 como se efectud
una sola evaluacion, se tomaron la totalidad de los mismos.
En cambio en el Ingreso 2004, el examen fue obligatorio
y restrictivo. Es por ello que se otorgd un mayor numero
de oportunidades. Se tomaron dos evaluaciones parciales
durante el cursado, los que no aprobaron pasaron a un
examen Integratorio. Luego, se les concedid dos recupe-
ratorios mas. Al ser un niimero elevado de examenes a
analizar, la decision de este grupo de investigacion fue la
de considerar solamente los examenes del Integratorio.

Marco Tedrico

(Qué se piensa del significado del error? ;Como lo
conciben algunos investigadores?

1- Se toma esta facultad como prueba piloto ademas porque los docentes
involucrados en el proyecto pertenecen a la misma.

2- Se ha considerado que las materias de “matematica” del 1° afio, son compatibles,
aunque las del Profesorado se estudian con mayor profundidad. No se las observé por
la troncalidad, sino como “herramientas”, ya que por ejemplo, en el area del algebra
compatibilizan las carreras planteadas, de acuerdo a los contenidos minimos béasicos
considerados.

3- Fue obligatorio, pero no restrictivo, es decir la evaluacion se transformo solo en
una “prueba diagndstica”.
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Seguin Charnay. y Mante (1990-1991) [2], los errores
se consideran significativos, y poseen las caracteristicas
de ser “reproducibles”, cuando se manifiesta una cierta
persistencia. Por lo tanto no son considerados al azar, o
por distraccion. Ademas sostienen que estos hechos no son
aislados pueden ponerse en relacion con otros, formando
una suerte de red o de sistema de errores.

El analisis y la interpretacion de los errores y su origen
suponen la referencia a un marco teérico, que esta influido
por las concepciones del aprendizaje y de la matematica.
De acuerdo con las lecturas realizadas se observd que las
miradas e interpretaciones difieren segun la perspectiva
conductista o la influida por el constructivismo.

En la concepcidn conductista, la responsabilidad del
error se atribuye al alumno. Para este pensamiento con-
ductista los errores se encaran volviendo a aprender sus
lecciones y para los errores de “saber-hacer”, se proponen
ejercicios de entrenamiento graduales.

En la perspectiva constructivista, el error es la expre-
sion de una forma de conocimiento. Sefiala Brousseau
(1983) [3].

El error no es solo el efecto de la ignorancia, de la

incertidumbre, del azar como se cree en las teoria em-

piristas o conductistas del aprendizaje, sino el efecto de
un conocimiento anterior, que tenia su interés, su éxito,
pero que, ahora, se revela como erroneo, o simplemente
inadaptado. Los errores de este tipo no son errdticos,
ni imprevisibles; estan constituidos como obstdculos.

Tanto en el funcionamiento del maestro como en el

del alumno, el error es constitutivo del sentido del

conocimiento adquirido. (P. 166).

Este investigador distingue tres origenes fundamentales
de esos obstaculos que se encuentran en la ensefianza de
las matematicas:

» Un origen ontogenético, correspondiente a los obs-
taculos unidos a las limitaciones de las capacidades
cognitivas de los estudiantes.

* Un origen didactico, para los obstaculos ligados a las
opciones del sistema de ensefnanza.

 Un origen epistemologico, los que estan intrinsecamen-
te relacionados con el concepto.

Asi mismo, Artigiie, (1990) [4], se refiere a la nocioén
de obstaculo diciendo:
Por nuestra parte, retendremos dos aspectos de la no-
cion de obstaculo epistemoldgico seglin (Bachelard, 1938):
* La aparicion de los obstaculos tienen un caracter
inevitable [...].
» La repeticion de su aparicion en la filogénesis y la
ontogénesis de los conceptos.

Algunas de nuestras preguntas se fueron precisando
en los siguientes términos: ;cuales son los errores mas
frecuentes detectados?, ;qué caracteristicas tienen?, jcual

es su consistencia interna en los procesos de pensamiento
que revelan?, ;existe una cierta regularidad? referida, por
ejemplo, a la transferencia de tipo algebraico, argumenta-
tivo, simbdlico, etc.

De todos los conocimientos matematicos evaluados en
las pruebas de ingreso, el estudio se centr6 en el andlisis de
las respuestas a los protocolos relacionadas con el Algebra
y algunas cuestiones referidas a la Aritmética, siendo ésta
una decision operativa del grupo de investigacion, para
realizar un recorte del problema.

Se analizaron en forma individual cada una de las prue-
bas a fin de: identificar y tipificar los errores cometidos,
y a partir de ellos inferir en “qué estuvo pensando cada
alumno” cuando respondio las consignas dadas. Ademas,
se detectaron las regularidades y coherencias en esos
procesos considerados erréneos.

Transcurrido un afio del cursado se disefié una 2*
evaluacion para analizar el “estado” en el que se encon-
traban los conocimientos de la poblacion en estudio. Se
partio para dicha confeccion, de los mismos contenidos
evaluados en el ingreso, con el fin de analizar por ejemplo
si cometi6 el mismo error, si lo pudo superar o si tuvo
“nuevos errores”.

Cabe aclarar que para las comparaciones de las dos eva-
luaciones surgieron dos sucesos: respecto a los ingresantes
2003 no se presentaron inconvenientes, se pudo tomar la
segunda evaluacion coincidente con la primera.

En el caso de la cohorte 2004, debido a que algunos
estudiantes aprobaron en instancias distintas de evalua-
cion para la comparacion no se analizaron “los mismos
ejercicios”; pero al ser éstos de la misma naturaleza, no
se advirtio imposibilidad de continuar con dicho analisis.

Resultados
1.- ¢Cuales fueron los errores detectados?

Para el analisis de los errores que se manifestaron en los
examenes de los ingresantes, se tomaron como referencia
las investigaciones realizadas por autores como: Kieran
(1989) [5]; Berté (1999) [6]; Panizza, Sadovsky y Sessa
(1997) [7], Engler (2004) [8] con el fin de cotejar si las
cuestiones tratadas por los mismos, son similares a las
que se pudieron advertir en esta poblacion de ingresantes.
Siguiendo la tipificacion efectuada por estos autores,
realizamos una nueva clasificacion, que presentamos a
continuacion.

La aplicacion de propiedades: los alumnos estiman po-
sible la aplicacion de la propiedad distributiva en los casos
de: la raiz, la potencia, el cociente, respecto de la suma,
entre otros. Estos tipos de errores estan asociados a un pen-
samiento lineal, lo cual obstaculiza implicitamente a otros
modelos no lineales. Por ejemplo: (a + b)2 =a’ +b’

Los manejos operatorios adecuados: otros autores 1o
identifican como: “errores al operar algebraicamente, |[...]
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empleo incorrecto de propiedades y definiciones”. Con-
funden no solo las aplicaciones de las propiedades sino
también, las reglas de las operaciones.

El orden en que efectuan las operaciones: los estu-
diantes consideran que el orden del calculo que deben
realizar es de izquierda a derecha, de la manera como
se presentan los términos. Vale explicitar desde la arit-
mética, dificultades relacionadas con la jerarquia de las
operaciones, cuestiones éstas que influirdn cuando operen
algebraicamente. A errores de este tipo, algunos autores los
consideran como: “errores técnicos”.

La forma de ver el signo igual: los alumnos visualizan al
signo igual como un simple separador de las secuencias de
operaciones que realizan para llegar al resultado. Ademas lo
conciben como la “sefial de hacer algo”. Esta dificultad es
un obstaculo a la hora de trabajar algebraicamente, porque
produce la violacion de las propiedades de simetria y tran-
sitividad de la igualdad.

La no-aceptacion de la falta de cierre: los alumnos
tienen arraigada la aritmetizacion en los problemas al-
gebraicos, ostentan la necesidad de arribar a un nimero
concreto, igualan a un nimero, en general a cero, “no se
dan cuenta que el procedimiento es a menudo la respuesta”.
Los alumnos “tratan las letras en expresiones y ecuaciones
como incdgnitas especificas mas que como numeros gene-
ralizados o como variables”.

La posibilidad de “control” de sus resultados, tan pronto
los estudiantes de algebra aprenden a manejar un método
formal de resolucion de ecuaciones tienden a abandonar
el uso de la sustitucion para la verificacion. A este tipo de
error otros autores lo consideran como: “falta de verifica-
cién en la solucion”.

La dificultad en la lectura y comprension de los enun-
ciados y consignas de trabajo “las pruebas de matematica
también son, en alguna medida, prueba de lectura”. Otros
autores lo traducen como la “interpretacion incorrecta del
lenguaje”.

El significado que le atribuyen a las letras: los alumnos
revelan el uso de las letras como etiquetas. Esta consi-
deracion obstaculiza, por ejemplo, el significado de los
términos variables en las ecuaciones algebraicas. En tal
sentido los variables, por ejemplo la “X” es identificada
como objeto: 5x representan 5 manzanas. En otros casos
las letras son “forzadas” y son tomadas como variables,
recurriendo a la sustitucion por tanteo o la suposicion de
que pueden “reemplazar” por “algo”. Con este “significado
violan la simetria”.

2.- Los errores tipificados ¢son frecuentes?

En el estudio de los errores cometidos en la prueba de
ingreso, correspondiente a algunos temas basicos se ana-
lizo la frecuencia con que se produjeron, segin el tipo de
error encontrado. Lo expresado se observa en el siguiente
grafico:
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3.- Esos errores ¢son consistentes para cada alumno?

Se toma en esta presentacion un caso para analizar la
coherencia interna del pensamiento del estudiante: es decir,
si los errores cometidos se vinculan internamente entre si.

3
« Resolver la ecuacion: 3 +V8x+1=35

[Tt

Supone la “x” como variable por eso le
otorga un valor igual a 1(sustitucion por
tanteo). El “reemplazar” por “algo” iola
la propiedad de simetria.

3+3/8x+1=5

3 +3 8(15":‘- = Dificultad en “el significado que le
atribuyen a las letras”.
“Error en el manejo operatorio
3 +% adecuado”, confunde la definicidon de

radicacion, considera “la base3” y busca
el nimero al que hay que elevar para
obtener 9.

- 4 . .
* En la siguiente expresion @+ 81 determine si el cociente

es exacto 0 no a-3

Para @ = 0= ¢] cociente es exacto

Cuando efectta la “simplificacion” consi-

a4 +81 dera implicitamente la propiedad distribu-

= 2D » tiva del cociente respecto de la suma. Error

-3 en “la aplicacion de propiedades: modelo
lineal”

Para @ = —2 = ¢] cociente no es exacto
(-2)*+81
(2-3)

Para 4 = 2= el cociente es exacto, porque dividimos por
1 y el resultado es el numerador
2*+81

2-3

Al no tener en claro el cociente entre polinomios y la
divisibilidad de los mismos, se supuso que este alumno
interpreta que: para analizar la exactitud del cociente
debe arribar necesariamente a un “ntimero”, es por ello
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que sustituye la “letra” por tanteo. Comienza el analisis
otorgando distintos valores, considerando a la misma como
variable “a” y de acuerdo con los resultados que le ofrecen
los mismos, determina la exactitud o no de la expresion.
En resumen, en este caso, se observo consistencia
del error en el significado que el estudiante atribuye a
las letras, como asi también falta de manejos operatorios
adecuados tanto en el empleo de propiedades como en el

uso de las definiciones.

4.- Los errores tipificados: ¢son persistentes para el
mismo alumno?

Con las dos evaluaciones realizadas, se pretendio
observar y comparar la evolucion en el pensamiento de
cada estudiante.

A continuacion, a modo de referencia del tipo de anali-
sis realizado se presenta el caso de un examen respondido
en dos oportunidades por el mismo estudiante, luego de

Tabla N° 1: Examen de un estudiante de la FCEQyN en los afios 2004 y 2005.

2004

2005

Ejercicio N° 3: Halle el valor de x:

a) JAx*+ 5 — 1 =2x Desarrolla bien

vor_ (L)
b)1+2'5"= [1—1]
ver_ (L)
1+25"LJ
1+2*.5"= %
2°5%=11 -1
10x 2 =10 € Uso incorrecto de las propiedades de la
210 potencia respecto al producto 2°. 5* = 10 x°
X" ==
10
N
x=1
1 1 3 1
) x =3 log3§ —log3«/§ +5 log3 27

32/5 :% <t Dificultad en el uso de la definicion.
x=l 21413
3 22
_2.1.3
X737
Ll
3

Ejercicio N° 1: Encontrar la incognita de cada ecuacion presentada. Deta-
llar los pasos realizados v justificarlos.

a) — 1+ 4x + 1 =x Desarrolla bien

b) 32x—l=9

Notamos variacion en el procedimiento efectuado respecto a la resolucion
de ecuaciones exponenciales planteada en el 2004, utiliza logaritmo natu-
ral en sus procedimientos.

c) log , x = loga 9- loga4

log 9 Error en la aplicacion de propiedades
10g x = a_ < en este caso supone, la diferencia de
a log 4 los logaritmos es igual al cociente de
a los logaritmos.
x=In 2
4
x=1In2.25
x=0.81

Incorpora logaritmo natural en sus procedimientos, supone que puede sus-
tituir el logaritmo de cualquier base por el logaritmo natural. Ademas en el
1° miembro suprime el logaritmo de base a. (uso incorrecto de propiedades
y definiciones).

un afio de cursado en la facultad de asignaturas del campo
de la matematica

Los conceptos involucrados fueron ecuaciones con radi-
cales, exponenciales y logaritmicas con distintos grados de
dificultad, evaluandose también el manejo de propiedades
y definiciones de potencia, logaritmos, propiedades de los
numeros reales, etc.

Grafico N° 2: Porcentaje de alumnos ingresantes segln resultados de
las evaluaciones sobre expresiones algebraicas y casos de factoreo.
AROSs 2003- 2004.

Anio 2004

5% NC

0% 53% BIEN
MAL
50% MAL
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17% BIEN

3%
NC
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5.- Comparaciones de algunos resultados de los
examenes de ingresantes 2003-2004

Se hizo una comparacion de los resultados de las eva-
luaciones de los ingresantes 2003 y 2004, en referencia a
algunos ejercicios del algebra. En lineas generales pode-
mos decir que, en el afio 2004 los resultados mejoraron. Se
piensa que una de las causas podria haber sido el cambio
en la modalidad de ingreso (restrictivo).

De los ejercicios analizados, aquellos que estuvieron
relacionados con: expresiones algebraicas y casos de
factoreo (Grafico N° 2), se observé que, en el 2004, hubo
una importante mejora: se increment6 un 34%, en relacion
del afio 2003, el porcentaje de respuestas correctas.

Grafico N° 3: Porcentaje de alumnos ingresantes segun resultados de
las evaluaciones sobre ecuaciones y aplicacion de propiedades. Aflos
2003 - 2004.

Anio 2003 Anio 2004
9% NC
23% NC
55% 56%
35% BIEN

MAL MAL

2%

BIEN

En los ejercicios referidos a ecuaciones y aplicacion
de propiedades en el aflo 2004 se aprecia una mejora de
un 13% con respecto al afio anterior. A pesar del pequefio
incremento manifestado, continua manteniéndose en los
mismos valores porcentuales de los alumnos que resolvie-
ron mal (Grafico N° 3).

En el analisis realizado sobre algunos de los conceptos
trabajados en forma general se advirtio, con referencia a:

Ecuaciones: la mayoria de los estudiantes ingresantes
2004, no pudieron interpretar las propiedades distributivas
de la potencia y de la raiz. Como asi también tuvieron difi-
cultades en la definicion y propiedades de los logaritmos.

Al afio siguiente se observé que la mayoria de los estu-
diantes reconocieron y pudieron trabajar con el logaritmo,
pero como logaritmo natural. La dificultad observada es
que suponen que, al estar el logaritmo con una base “a”, lo
pueden transformar a una base “e”, lo cual ha producido
errores conceptuales, y en algunos casos no tener en claro
aun las propiedades de los mismos. Suponemos que este
“cambio de base” se deba a la influencia del andlisis como
materia que estan o han cursado.

De este modo, se puede constatar que como lo sostiene
Brousseau (2007) [9].

El obstaculo no desaparece con el aprendizaje de un

nuevo conocimiento. Por el contrario, opone resis-

tencia a su adquisicion, a su comprension, frena su
aplicacion, subsiste en estado latente y reaparece de
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forma imprevista, en especial en su ambito anterior,
cuando las circunstancias lo permiten. (P. 46).

Consideraciones finales

Acorde con lo previsto, esta investigacion tuvo una
intencion descriptiva y buscd enmarcarse en un paradigma
interpretativo-reflexivo. Creemos haber sostenido esta
perspectiva, tanto en el proceso de trabajo como en los
productos alcanzados, en la medida en que nos permitieron
una mejor comprension del problema estudiado.

A pesar de que la comparacion con otras investigaciones
no estaba prevista dentro de nuestros objetivos, de todas
maneras la labor de indagacion tedrica nos facilitd tomar
como referencia sistemas de clasificacion y categorias que
han sido construidas por autores reconocidos en el tema,
tales como Kieran (1989) [5]; Berté (1999) [6]; Panizza,
Sadovsky y Sessa (1997) [7], Engler (2004) [8]. Hemos
encontrado que los errores tipificados se corresponden,
en lineas generales, con los errores detectados por estos
autores.

Esos errores atafien a “patrones de comportamientos”
que resultan consistentes y se manifiestan, por consiguien-
te, en distintas situaciones operatorias. No son indepen-
dientes y se presentan habitualmente, como partes de una
misma estructura de pensamiento.

El analisis de las frecuencias detectadas mostro
que algunos de ellos deberian ser considerados “muy
especialmente” por su generalizacion en los temas sobre
ecuaciones, expresiones algebraicas, como asi también en
cuestiones relacionadas con la aritmética. De los errores
hallados, un 100% estuvieron vinculados con “las aplica-
ciones de propiedades”, seguido entre un 80% y 90% en
los “manejos operatorios adecuados”. Otro error recurrente
(100%) fue “la dificultad en la lectura y comprension de
los enunciados y consignas de trabajo”.

La importancia que tiene la “dificultad en la lectura”
que se ha detectado deberia advertir ademas, acerca de los
riesgos que conlleva la misma presentacion de las consig-
nas. Probablemente el leer e interpretar consignas deberia
ser en si mismo un objetivo de aprendizaje.

Con respecto a las comparaciones de los alumnos ingre-
santes 2004 con su 2° evaluacion (2005), se detectaron en
algunos casos: persistencia en los errores; no contestaban
algunos de los items de ejercicios que anteriormente rea-
lizaban correctamente; presentaban “nuevos” errores y en
otros casos evolucionaron en sus procedimientos.

El aporte que consideramos importante en este estu-
dio, independientemente de sus corroboraciones, es que
pudimos reconocer procesos operatorios que subyacen
como errores en el razonamiento de estos estudiantes. Asi,
esperamos contribuir a una mejor comprension de la acti-
vidad intelectual desplegada en situaciones como ésta que
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seguramente, al ser mas analiticamente conocidas, podran
ser mejor tratadas desde una perspectiva pedagogica.

Pensamos que este conocimiento mas exhaustivo acerca

de los errores en las resoluciones matematicas, debe ser
una cuestion explicitamente considerada en la formacion
de los futuros docentes, ademas de contribuir a desnatura-
lizar la concepcion dominante, segln la cual: “el alumno

es el que no estudia” o “con mas ejercitacion (de la misma
clase) podran saber”.
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Resumen

Los liguenes son hongos que establecen una relacion de simbiosis con uno o varios organismos fotosintéticos
(algas o cianobacterias). En esta relacion el hongo (micobionte) produce un determinado nimero de metabolitos
secundarios con actividad antibidtica. De acuerdo a esta afirmacién se propone: comprobar el efecto fungicida de
los metabolitos secundarios producidos en medio de cultivo por el micobionte del liquen Loxospora pustulata, sobre
Rhizoctonia solani aislado de papa. EI micobionte se cultivd en medio agar papa dextrosa (PDA), posteriormente se
fermentd en caldo de papa por cultivo agitado y los metabolitos se extrajeron con acetato de etilo. Se prepararon
concentraciones de 0,01; 0,03; 0,07% p/v del extracto liquénico en PDA donde se sembraron discos de R. solaniy
se determiné el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial. El extracto liquénico mostré 100% de inhibicion
del desarrollo de R. solani a las tres concentraciones.

Palabras clave: Liquen; Sustancias liquénicas; Actividad fungicida.

Abstract

The lichens are fungi that establish a symbiotic relation with one or various photosynthetic organisms (algae or
cyanobacterium). In this relation the fungi (mycobiont) produce secondary metabolites with antibiotic activity. For
this reason the fungicide effect of metabolites produced in culture media by the lichen’s mycobiont Loxospora
pustulata, above Rhizoctonia solaniisolated from potato was verified. The mycobiont was cultivated in media potato
dextrose agar (PDA) and it was fermented in potato broth by shaken culture. The metabolites were extracted with
ethyl acetate. A solution in PDA at 0,01: 0.03: 0,07% w/v concentrations was prepared from the lichens extracts. R.
solani discs were placed in the solution and the mycelial growth inhibition percentage was measured. The lichen
extract showed 100% of inhibition of the R. solani mycelial growth to all concentrations.

Keywords: Lichens; Lichens substances; Fungicide activity.

Introduccion

Los liquenes son los hongos que establecen una rela-
cién simbidtica con uno o varios organismos fotosintéticos
(algas o cianobacterias) y de cuya interaccion se origina
un talo estable con estructura, ecologia y fisiologia espe-
cificas y diferentes a las que tienen los hongos o algas por
separado (1). El hongo se encarga de proteger al alga de las
radiaciones directas del sol y brindarle agua y sales mine-
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rales. El alga a su vez realiza fotosintesis y proporciona al
hongo hidratos de carbono y vitaminas; para producir lo
que se conoce como sustancias liquénicas (2).

Estas sustancias se definen como productos del meta-
bolismo secundario y tienen disimiles propiedades; entre
las que se destacan la inhibicion del crecimiento de hongos
y bacterias, (3). Por esta razon representa una alternativa
mas para el control de hongos fitopatdgenos que afectan
cultivos de importancia econdmica. Entre estos hongos
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fitopatdogenos se encuentra Rhizoctonia solani Kiihn,
causante de la rizoctoniasis o costra negra en el cultivo de
papa, con dafos severos en el rendimiento y la produccion
(4).

Con este criterio se propone comprobar el efecto inhi-
bitorio de los metabolitos producidos en medio de cultivo
del liquen Loxospora pustulata (Brodo&Culb.) R.C. Harris
a diferentes concentraciones sobre un aislado de R. solani
en papa.

Materiales y métodos

El liquen fue colectado en el Jardin Botanico de Cien-
fuegos (provincia de Cienfuegos, Cuba) sobre la corteza de
Spathodeanilotica (Tulipanero africano) y fue identificado
como Loxospora pustulata. El espécimen mostraba creci-
miento crustaceo con un promedio de desarrollo de 8§ cm
de ancho.

Se cortaron pedazos de 1 cm de ancho de corteza de
arbol donde habia crecimiento del liquen y se lavaron con
abundante agua corriente por una hora. Luego se desinfec-
taron con hipoclorito de sodio al 1% por 1 minuto y se en-
juagaron con abundante agua destilada estéril y se secaron
con papel de filtro estéril. Luego se sembraron pequefios
fragmentos en medio de cultivo PDA preparado natural-
mente, en placas Petri de 9 cm de didmetro empleando
10 réplicas. Las placas fueron incubadas a 25 °C durante
una semana. Pasado este periodo de tiempo, las colonias
obtenidas fueron transferidas a PDA fresco e incubadas a
las mismas condiciones. Una vez que crecieron en toda la
placa se cortaron ponchetes de 1 cm de diametro; los que
fueron colocados en erlenmeyers de 500 ml con 300 ml
de caldo de papa estéril con tres réplicas y se situaron en
zaranda durante siete dias. Una vez que hubo crecimiento,
se filtro el caldo de papa y la biomasa fue desechada.
Al caldo de papa se le agregd 5 ml de acetato de etilo
(p-a. Merck) para realizar la extraccion de las sustancias
liquénicas con tres repeticiones, luego se rotoevapord y
el extracto obtenido fue colocado en balones previamente
pesados y se prepar6 con dimetilsulfoxido (DMSO) al
10%. Partiendo de una concentracion de 5% de extracto, se
prepararon concentraciones en medio PDA fundido como
muestra la tabla 1. El PDA fundido se aplico sobre placas
de 5 cm de diametro y se colocaron en el centro ponchetes
del hongo R. solani con tres réplicas por concentracion
y dos testigos; uno con el hongo creciendo en medio
PDA sin el blanco y otro con PDA con DMSO a la mayor
concentracion probada. Se incubaron a 25 °C durante una
semana. Transcurrido este periodo se evaluaron los ensayos
calculando el porciento de inhibiciéon mediante la siguiente
ecuacion:

% inhibicién =[(DCC - DCT)/DCC] x 100.

DCC: diametro de la colonia control
DCT: diametro de la colonia tratada

Tabla 1: Concentraciones de extracto liquénico al 5% en PDA.

Concentracion Cantidad de producto Cantidad de PDA para 50 ml
0,07% 0,7ml 49,3 ml
0,03% 0,3ml 49,7 ml
0,01% 0,17ml 49,9 ml

Resultados y discusion

El extracto obtenido del hongo liquenizado L. pustulata
mostré 100% de inhibicion del crecimiento de R. solani
a todas las concentraciones estudiadas como muestra la
Fig. 1. Es significativo el resultado mostrado a la menor
concentracion donde con cantidades minimas del extracto
el crecimiento del hongo fue nulo (Fig. 2).

120 4

100 1
80 1
60 1
40 1
20 1
0 T T T

0,01 0,03 0,07 Testigo
Figura 1: Porcentajes de inhibicion de cada una de las concentraciones

1 Concentracidn (%)

ESTIGO CON DMSO

STIGD SIN TRATAR

Figura 2: Inhibicion al 100% del crecimiento de R. solanial 0,01% de
concentracion.

En la literatura no se encontraron trabajos donde se
haya empleado L. pustulata para ¢l control de hongos
fitopatdgenos; sin embargo algunos autores demostraron
el efecto antifungico de otras especies de hongos liqueni-
zados. Tal es el caso de Suberu (2004), que logro inhibir
el crecimiento y la esporulacion de Aspergillus flavus
con los extractos de los liquenes Hypogymnia physodes
y Ramalina farinacea a concentraciones mayores a las
probadas (5). También Seoun et al. (2003) obtuvieron
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sustancias liquénicas de Heterodermia sp a partir del
cultivo del micobionte, mostrando valores significativos en
un numero determinado de hongos fitopatdgenos entre los
que se destaca Bipolaris coicis, Collectotricum orbiculare
y Fusarium graminearum (6). Otros géneros con marcado
efecto antifungico son: Cladonia, Myelochroa, Parmelia,
Usnea.y Ramalina este tltimo con una marcada actividad
fungicida. Algo similar ocurre con la especie Parmelia
laevior la cual inhibié completamente el crecimiento de
los hongos Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Pythium
sp y Sclerotium cepivorum (7).

El método empleado en este trabajo para el cultivo de
L. pustulata no ha sido descrito por otros autores. General-
mente se realiza la metodologia referida por Yamamoto et
al., 1987; en la cual se cultiva el micobionte a partir de la
maceracion de una porcion del talo liquénico y posteriores
filtraciones, donde se siembra la fraccidon obtenida en la
ultima filtracion (8). Esta técnica fue utilizada por Wei et
al. 2008 para probar la actividad fungicida de 100 aislados
de hongos liquenizados contra Colletotrichum acutatum,
causante de la antracnosis en pimiento. Estos autores
lograron mas de un 50% de inhibicion con los extractos
de las especies Lecanora argentata, Cetralia braunsiana,
Ramalina litoralis, Parmelia simplicior entre otras (9). En
cambio la metodologia empleada en este ensayo permitio
el cultivo del micobionte en un corto periodo de tiempo
ademas que disminuy6 el nimero de contaminantes.

conclusiones

Mediante este estudio preliminar se concluye que: la
metodologia utilizada para el cultivo del micobionte de L.
pustulata permitio un crecimiento efectivo de este liquen
en medio de cultivo. Asi como; el extracto liquénico
obtenido presentd un marcado efecto fungicida sobre R.
solani a las tres concentraciones probadas, manifestando
la actividad antimicrobiana que presentan los metabolitos
secundarios producidos por esta especie.
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Resumen

Algunas especies de Trichoderma pueden producir grandes cantidades de enzimas hidroliticas, tales como
celulasas, las cuales poseen mdltiples aplicaciones industriales y biotecnolégicas. El objetivo del presente trabajo
fue seleccionar las condiciones de cultivo en medio liquido que favorezcan la secrecion de endoglucanasas por
cepas del género Trichoderma nativas de la provincia de Misiones. Se llevaron a cabo experimentos utilizando
carboximetilcelulosa 0,5% (p/v) como fuente de carbono y medio Mandels como complejo nitrogenado completo
y se ensayaron diferentes condiciones de cultivo utilizando como variables el tiempo de incubacion, la forma
de indculo y el sistema de control del pH del medio de cultivo. El presente trabajo permitio establecer que la
inoculacién en forma de suspension de esporas y el tamponado del medio con buffer succinato de sodio pH 4,8
representan las condiciones de cultivo en medio liquido méas adecuadas para la secrecion de endoglucanasas por

cepas nativas de T. harzianumy T. koningiopsis.

Palabras clave: Trichoderma; Condiciones de cultivo; Celulasas.

Abstract

Some Trichoderma strains produce large amounts of hydrolytic enzymes, such as lendoglucanases,which have
many industrial and biotechnological applications. The aim of the present work was to select the culture conditions
favouring the secretion of cellulolytic enzymes of Trichoderma native strains from the Province of Misiones.
Several experiments were done with carboxymethylcellulose 0.5% (w/v) as carbon source and Mandel’s medium
containing a complex nitrogen source. Inoculation method, buffer composition and incubation time were selected
as independent variables. This work allowed us to establish that the inoculation as spore suspension, and the
buffered medium with sodium succinate buffer pH 4.8 represent the most suitable growing conditions in a liquid
medium for endoglucanases secretion by native strains of T. harzianum and T. koningiopsis..

Keywords: Trichoderma, Culture conditions; Cellulases.

Introduccion

Las especies pertenecientes al género Trichoderma se
caracterizan por ser hongos saproéfitos, que sobreviven
en suelos con diferentes cantidades de materia organica,
siendo capaces de descomponerla y en determinadas
condiciones pueden ser anaerobios facultativos, lo que
les permite mostrar una mayor plasticidad ecoldgica. Se
encuentran presentes en todas las latitudes, desde las zonas
polares hasta la ecuatorial. Esta distribucion tan amplia y
su plasticidad ecoldgica estan estrechamente relacionadas
con la alta capacidad enzimatica que poseen para degradar
sustratos, a su metabolismo versatil y a su resistencia a
inhibidores microbianos [1]. La capacidad de algunas

especies, como T’ viride y T. reesei para producir grandes
cantidades de enzimas hidroliticas, tales como celulasas,
se aplica comercialmente en areas tan diversas como en
la produccion de detergentes, en la industria textil, en la
industria de pulpa y papel y en la produccion de biocom-
bustibles [2; 3; 4].

Todos los organismos capaces de degradar celulosa
cristalina secretan un conjunto de enzimas extracelulares con
diferentes especificidades y modo de accion, que intervienen
en la hidrolisis de la celulosa. Dicho conjunto se denomina
sistema o complejo celulasas [5] y la degradacion total de la
celulosa requiere la accion sinérgica de los tres componentes
enzimaticos de las celulasas [6]. Las celulasas incluyen a las
endoglucanasas (EGs) o endo-1,4-B-glucanasas, celobiohi-
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drolasas (CBHs) o exoglucanasas y -glucosidasas (BGLs).
Estas enzimas catalizan la bioconversion de celulosa insoluble
a soluble en agua con la subsecuente liberacién de glucosa
[7]. Las EGs inician el ataque, rompiendo los enlaces 3-1,4-
glucosidicos en forma aleatoria principalmente en las regiones
amorfas del interior de las moléculas de celulosa, produciendo
nuevos extremos terminales no reductores. Las CBHs atacan
gradualmente las moléculas de celulosa en los extremos
terminales no reductores liberando subunidades de celobiosa.
Finalmente, las BGLs hidrolizan la celobiosa a glucosa [6].

La biotecnologia pretende hacer uso de la biodiversidad
del planeta para desarrollar nuevos productos y procesos
claves [8], sin embargo para evaluar y seleccionar nuevas
cepas microbianas nativas capaces de producir celulasas
primeramente es esencial optimizar los parametros nutricio-
nales y de operacion (medios de cultivo, tipos de sustratos,
condiciones operativas, pH, temperatura, cofactores, entre
otros) que garanticen los maximos rendimientos de enzimas.

Particularmente para determinar cuantitativamente la
actividad celulolitica [9], es necesario hacer crecer los
microorganismos en un medio de cultivo que contenga una
fuente de carbono y de nitrégeno que permitan la secrecion
extracelular de celulasas. Varios autores consideran a la
carboximetilcelulosa (CMC) como una fuente de carbono
optima para la secrecion de celulasas [8; 10; 11], y al
medio de cultivo Mandels como un complejo nitrogenado
completo que induce dicha secrecion [12; 13; 14]. Como
resultado de estas observaciones algunos métodos han sido
propuestos para la deteccion de la actividad celulolitica
en diferentes microorganismos, ya sea cualitativa como
cuantitativamente [9; 10; 15; 16; 17; 18]. Actualmente los
métodos mas empleados y citados son el método cuali-
tativo utilizando un medio selectivo conteniendo CMC,
como unica fuente de carbono, y revelando la presencia de
celulasas mediante el agregado de una solucion del colo-
rante azoico rojo Congo [10; 11; 19; 20; 21]; y el método
cuantitativo que determina la liberacion enzimatica de
azucares reductores durante la hidrolisis del CMC, como
sustrato, mediante la técnica del acido dinitrosalicilico
(DNS) [9; 22; 23; 24; 25]. Sin embargo, se puede observar
en la literatura que existen grandes variaciones entre los
diferentes autores en cuanto a la forma de indculo utilizada,
al tiempo de incubacidn, y a las caracteristicas del medio,
ya sea pH, sistemas buffers, entre otros [12; 11; 14].

Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue seleccio-
nar las condiciones de cultivo que favorezcan la secrecion
de enzimas endoglucanasas en cepas del género Trichoder-
ma nativas de la provincia de Misiones.

Materiales y Métodos

Microorganismos y condiciones de mantenimiento

Se trabajo con dos cepas pertenecientes al género
Trichoderma aisladas a partir de suelos en ecosistemas
naturales de la provincia de Misiones (Tabla 1).
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Codigo | Lugar de aislamiento Localizacion GPS Especie
PROF-2 Profundidad, $27°33'32.26" Trichoderma
Candelaria, Mnes. 055°42"29.32" harzianum
NAN- Nacanguazu, Gob. S 27°06' 57" Trichoderma
M Roca, Mnes. 0 55°22" 37" koningiopsis

Tabla 1: Identificacion del lugar de procedencia de las cepas evalua-
das.

Los cultivos de stock fueron mantenidos a 4 °C en tubos
de 1,5 mL con agar papa dextrosa (PDA) como medio de
cultivo.

Composicion del medio de cultivo

Los cultivos se prepararon utilizando como fuente de
carbono CMC 0,5% (p/v), y como complejo nitrogenado
completo el medio Mandels [12].

Se realizaron dos experimentos independientes (expe-
rimento N° 1 y experimento N° 2) para estandarizar las
condiciones de cultivo utilizando como variables el tiempo
de incubacion, la forma de indculo y el sistema de control
del pH del medio:

ExPERIMENTO N° 1: Se prepararon medios de cultivo
compuestos por 50 mL de medio Mandels [8] (p/v) +
CMC 0,5% (p/v), en frascos Erlenmeyer de 250 mL. El
pH del medio fue ajustado a 5 mediante la adicion de acido
acético, previo a su esterilizacion, y fue registrado a lo
largo del periodo de incubacién mediante el control de
acidez-alcalinidad en liquidos (DF Universal, fest paper,
colorimetro, pH 1-14). Como forma de indculo fueron uti-
lizados 5 tacos de micelio joven (10mm) a partir de medio
de cultivo solido PDA con la cepa reactivada 5 dias antes.
Los cultivos fueron incubados a 29 °C con luz continua
durante 10 dias en condiciones estaticas, y cada 3 dias se
extrajo una alicuota de 1 mL de sobrenadante de cultivo
para determinar la cinética de su actividad enzimatica.
Todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

ExpERIMENTO N° 2: Se prepararon medios de cultivo
compuestos por 50 mL de medio Mandels [8] (p/v) + CMC
0,5% (p/v) + 5 mL de buffer succinato de sodio pH 4,8 100
mM, en frascos erlenmeyer de 250 mL. Para corroborar el
mantenimiento de las condiciones acidas, el pH fue regis-
trado a lo largo del periodo de incubacion mediante el con-
trol de acidez-alcalinidad en liquidos (DF Universal, test
paper, colorimetro, pH 1-14).La forma de inoculo utilizada
fue una suspension de esporas (107 esporas/mL), la cual se
dejé incubar a 29 °C con luz continua durante 15 dias en
condiciones estaticas, extrayéndose una alicuota de 1mL
de sobrenadante de cultivo cada 2 dias para determinar
la cinética de su actividad enzimatica. Todos los ensayos
fueron realizados por duplicado.

La suspension de esporas fue preparada a partir de
cepas cultivadas en medio PDA durante 5 a 7 dias a 29 °C
con luz continua. Una vez lograda la esporulacidn, se
prepar6 una suspension de esporas en una solucion de
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agua destilada estéril con agregado de Tween 80 0,1% (v/v)
estéril. El recuento de esporas se realizo con camara de
Neubauer utilizando como base la técnica propuesta por
Alves y Farias [26]. El indculo consistio en 1 mL de esta
suspension de esporas a una concentracion de 107 esporas/
mL.

Determinacion de la actividad enzimatica

La determinacion de la actividad enzimatica de EGs
se realizo en espectrofotometro Shimadzu UV-3600 a una
absorbancia de 540 nm, mediante el empleo de celulosa
cristalina al 2% como sustrato del ensayo. La cantidad
de azucares reducidos generados durante el ensayo se
estimé mediante el método del acido DNS, reportado por
Miller [9] utilizando glucosa como estandard. La mezcla
de reaccion fue incubada a 50 °C por 30 min. Una unidad
internacional (U/L) de actividad enzimatica de EGs fue
definida como la cantidad de enzima que libera un umol
de azucares reductores por min por L.

Andlisis estadistico

El analisis de ANOVA seguido por el test de Bonferroni
se realizé utilizando Graph Pad Prism version 6.0 para
Windows (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).

Resultados y Discusion

En las condiciones planteadas en el experimento N° 1
(siembra con tacos de 10mm de diametro) se observo
una variable actividad enzimatica EGs en el transcurso
del tiempo de cultivo para las dos cepas ensayadas en
los dos experimentos independientes correspondientes
al experimento N° 1 (duplicados), sin mostrar diferencias
significativas entre las mismas (p>0,05). Los resultados
obtenidos en el experimento N° 1 se muestran en la Figura 1.

250 4
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Actividad enzimatica de EGs UL

Dias de cultivo

Figura 1: Cinética de la secrecion de EGs por las cepas NAN-11 (w) y
PROF-2 (e) cultivadas en las condiciones del experimento N° 1 (medio
Mandels con CMC 0,5% (p/v), pH ajustado mediante la adicion de &cido
acético e incubacién a 29 °C con luz continua) en dos experimentos
independientes. Se grafican los valores de actividad enziméatica EGs en
U/L en funcion de los dias de cultivo.

En este experimento, no fue posible determinar un
patrén de secrecion en las dos cepas analizadas, ni entre
los duplicados del experimento, lo cual podria haber sido
posible debido a la forma de indculo utilizada, que no
permite cuantificar exactamente la cantidad del mismo
que fue adicionada a cada ensayo. Asi mismo, a medida
que pasaba el tiempo de cultivo, se observo que el pH iba
incrementandose; esta alcalinizacion del medio podria ser
la causa de un cambio en las condiciones aptas para el
crecimiento fingico, hecho que influiria en la secrecion de
enzimas [27] (Tabla 2).

Tabla 2: Variacion del pH con los dias de cultivo en las condiciones del
experimento N°1.

pH del medio de cultivo
Dia de cultivo NAN 11 PROF 2
3 7 6,5
6 6 7
9 8,5 8,5

Por tanto, de los resultados obtenidos del experimento
N° 1 se pudo inferir que era necesario ensayar por un
lado, otra forma de indculo, mas exacta y comparable,
que permita obtener repetitividad del ensayo y esclarecer
con certeza el dia de maxima actividad enzimatica, como
podria ser la suspension de esporas [28]. Por otro lado,
era necesario ensayar alguna forma de cultivo que permita
mantener el pH del medio en niveles constantes, como
podria ser la adicion de algiin sistema buffer mas eficiente
para que actie tamponando el pH de cultivo en condicio-
nes acidas [27; 29]. Asi mismo, seria importante ademas
realizar las extracciones de las alicuotas de sobrenadante
de cultivo a intervalos mas pequefios para poder observar
realmente la dindmica enzimatica y llegar a estandarizar el
dia de maxima secrecion para EGs en las cepas estudiadas.

En el experimento N° 2, disefiado en funcidn a los re-
sultados obtenidos en el experimento N° 1, como forma de
indculo se utilizé una suspension de esporas y un sistema
de tamponado basado en el buffer succinato de sodio pH
4,8 100 mM para mantener el cultivo en condiciones aci-
das. Este disefio permitio observar valores de actividad en-
zimatica EGs similares entre los duplicados de cada cepa 'y
adecuados entre las diferentes cepas ensayadas. Asi mismo,
fue posible inferir con este experimento que el primer pico
de mayor actividad para EGs se produce al 4to dia de culti-
vo, mostrando diferencias significativas con el resto de los
dias (p<0,001) (Figura 2). El comportamiento zigzagueante
observado para EGs puede ser explicado debido a que esta
enzima forma parte del complejo “celulasas” donde actua
de manera sinérgica con las demas enzimas del mismo,
para poder hidrolizar completamente los componentes
celuloliticos en azucares simples fermentables [30; 31; 32].
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Figura 2: Cinética de la secrecion de EGs por las cepas NAN-11 (m) y
PROF-2 (e) cultivadas en las condiciones del experimento N°2 (medio
Mandels con CMC 0,5% (p/v), pH ajustado mediante buffer succinato
de sodio pH 4,8 100 mM e incubacién a 29 °C con luz continua) en
dos experimentos independientes. Se grafican los valores de actividad
enzimatica EGs en U/L en funcion de los dias de cultivo.

La adicidn de buffer succinato de sodio pH 4,8 100 mM
al medio de cultivo permitio mantener el pH del medio
en condiciones acidas durante el periodo de incubacidon
correspondiente (Tabla 3).

Tabla 3: Registro de pH en las condiciones del experimento N° 2.

2 5 5
4 5 5
6 55 5
8 5,5 55
10 6 6
12 6 6
14 6 6

Por tanto, de los resultados obtenidos del experimento
N° 2 se pudo concluir que la utilizacion de una suspension
de esporas como forma de inéculo y el agregado de buffer
succinato de sodio pH 4,8 100 mM al medio de cultivo,
fueron variantes ventajosas para estandarizar la secrecion
enzimatica de las cepas de Trichoderma analizadas.

La determinacién del pico de maxima actividad
combinado al menor tiempo de incubacidn permite que
el ensayo de seleccion (screening) pueda ser realizado de
una manera rapida, lograndose obtener resultados fiables
en corto tiempo [10; 11; 19; 20; 24]. Por esta razén, y en
funcion de los resultados obtenidos en los experimentos
anteriores, se analiz6 la secrecion de EGs de las cepas en
estudio a través del tiempo, siguiendo las condiciones del
experimento N°2.

Los resultados obtenidos (Figura 3) indican que el dia
de mayor actividad enzimatica para EGs corresponde al
4to dia de cultivo; por tal motivo posteriormente se decidio
ensayar y determinar las mismas condiciones hasta el 5to
dia de cultivo.
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Figura 3: Cinética enzimatica EGs por las cepas NAN-11 () y PROF-2
(e) cultivadas en las condiciones del experimento 2 (medio Mandels
con CMC 0,5% (p/v) y pH ajustado mediante buffer succinato de sodio
pH 4,8 100 mM e incubacién a 29°C con luz continua). Se muestra el
promedio de dos experimentos independientes. Se grafican los valores
de actividad enzimatica media de EGs en U/L en funcién de los dias

de cultivo. Las barras verticales continuas corresponden al desvio
estandar entre los valores.

El presente trabajo permitié establecer que la inoculacion
en forma de suspension de esporas y el tamponado del medio
con buffer succinato de sodio pH 4,8 representan las condi-
ciones de cultivo en medio liquido mas adecuadas para la
secrecion de EGs por cepas de 7. harzianum'y T. koningiopsis.
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Resumen

Enterococcus spp. es uno de los microorganismos indicadores de contaminacion fecal de aguas y alimentos. Puede
causar infecciones oportunistas en el hombre, y adquirir resistencia a antimicrobianos. El objetivo del estudio fue
evaluar la presencia de enterococos en aguas del arroyo Vicario de la ciudad de Posadas, Misiones, y conocer
sus caracteristicas microbiolégicas. La deteccion, caracterizacion y perfil bioguimico se realiz6 seglin normas
estandares americanas de aguas. Los ensayos de sensibilidad a quimioterapicos (Glucopeptidos, Aminoglucésidos
y R-lactamicos), seglin metodologia de Clinical Laboratory Standards Institute. Se aislaron 54 cepas: Enterococcus
faecalis (86%), E. faecium (9%), E. hirae (1%), E. gallinarum (1%) y otros cocos grampositivos no Enterococcus
(3%). Se observo amplia sensibilidad a antibioticos, salvo tres E. faecalis, dos con alto nivel de resistencia a
aminoglucésidos y uno con resistencia intermedia a vancomicina. La contaminacion provendria de efluentes
cloacales considerando el origen intestinal de las cepas aisladas. Los hallazgos de este estudio son relevantes
para el control de la resistencia a antibiéticos en el medio ambiente.

Palabras clave: Enterococos; Arroyo; Deteccion; Sensibilidad a antibioticos.

Abstract

Enterococcus genus is a microorganism considered an indicator of fecal contamination of water and food; their
presence in food is due to their ability to survive and their high resistance to different processes and treatment
conditions. Enterococcus genus has relevance due to its high incidence in nosocomial ilinesses and its property to
acquire resistance to antimicrobials agents. The presence of Enterococcus species from Vicario stream water of
Posadas City, Misiones, was studied. Detection, characterization and the biochemical profile was done according
to the standard methods for water and streams, and sensibility assays to chemotherapeutic (Glucopeptids,
Aminoglusides and R-lactamics were done by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). The strains
were: 86% Enterococcus faecalis, 9% E. faecium, 1% E. hirae, 1% E. gallinarunt, and 3% no enterococcus. A high
sensibility towards antibiotics was observed, except three E. faecalis of which two presented high resistance
to aminoglucosides and one with a medium resistance to vancomicine. These contaminants came from waste
water considering the intestinal origin of isolated strains. The findings of this study are important for the control
of antibiotic resistance in the environment.

Keywords: Enterococci; Stream; Detection; Sensibility antimicrobials.

Introduccion

Se investigo la presencia del género Enterococcus
en aguas del arroyo Vicario, cuya cuenca hidrica recorre
importantes zonas de la ciudad de Posadas, Misiones.
Desde el punto de vista epidemioldgico constituye una
severa advertencia la deteccion de enterococos en cuencas
hidricas en contacto con asentamientos humanos, no solo
por su origen en el tracto intestinal. La llegada al ambiente
de bacterias antibidtico-resistentes compromete su calidad
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higiénico-sanitaria, no habiéndose documentado en nuestra
region la vigilancia de la resistencia a antibioticos en ente-
rococos de este origen. (1).

Los enterococos se caracterizan por presentar
resistencia natural o intrinseca a las cefalosporinas,
aminoglucoésidos (bajo nivel de resistencia) clindamicina,
cotrimoxazol (in vivo) y por su capacidad para adquirir
nuevas resistencias (2).

Desde el punto de vista clinico, es de especial interés
la resistencia transferible a glicopéptidos (vancomicina
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o teicoplanina) y estreptograminas (por ejemplo, qui-
nupristina / dalfopristina) en los enterococos (3). No
debe descartarse la posibilidad de transferencia in vivo
de estas resistencias al género Staphylococcus, hecho
que ya se ha logrado in Vitro, lo que plantea graves
dificultades terapéuticas sobre todo en las infecciones
causadas por S. aureus Resistentes a Meticilino (2, 4, 5).

Estos microorganismos forman parte de la flora nativa
gastrointestinal del hombre y animales, aislandose en mas
del 90% de individuos sanos. Si bien presentan escasa
patogenicidad para el hombre, son agentes causales de
infecciones oportunistas, algunas de suma gravedad como
endocarditis bacteriana subaguda, y diversas infecciones
relacionadas al &mbito hospitalario (6). E. faecalis (antes
Streptococcus faecalis), también llamado enterococo por
la frecuencia con que se encuentra en las vias digestivas
del hombre, es un organismo resistente a la temperatura,
soporta 62° C durante 30 minutos; ademas, muchas cepas
halladas en la clinica son muy resistentes a los medica-
mentos antimicrobianos y hacen especialmente dificil el
tratamiento de las endocarditis por esta bacteria (4).

Morfologicamente, los enterococos, son células esféri-
cas u ovoides, Gram positivas, catalasa negativos, que se
presentan de a pares o en cadenas cortas en medio liquido.
Algunos son mdviles por escasos flagelos, anaerobios
facultativos y no forman endosporas ni capsulas y de
requerimientos nutricionales complejos (2,7).

Las caracteristicas fisioldgicas que distinguen al género
Enterococcus son la habilidad para crecer en presencia de
6.5% de cloruro de sodio; a temperaturas de 10 °C y 45 °C
y rango de pH entre 4,6 y 9.6-10; ademas, en presencia
de azida de sodio al 0,04%. Son capaces de hidrolizar la
esculina en presencia de 40% de bilis y poseen la enzima
pirrolidonyl arylamidasa (8, 9).

Por otra parte, no existe una caracteristica de las men-
cionadas que sea unica para este género; las cepas de bacte-
rias en forma de cocos, Gram positivas y catalasa negativas
de los géneros Streptococcus, Lactococcus, Aerococcus,
Gemella, Leuconostoc y Lactobacillus pueden mostrar una
o mas de las caracteristicas tipicas del Enterococcus (10).

Con la excepcion de E. cecorum todas las especies
crecen a 10 °C, la mayoria de las especies desarrolla a
45 °C, algunos como E. faecalis y el E. faecium crecen a
50 °C. Todas las cepas de E. gallinarum y E. flavescens son
moviles, E. casseliflavus y E. malodoratus producen H2S
(sulfuro de hidrogeno) (11, 12).

Se conocen en la actualidad 48 especies, clasificadas
en siete grupos segun los estudios de secuencia de ADN y
la fraccion de 16S de ARN (Tabla 1). Ellos son: E. avium,
E. casseliflavus, E. cecorum, E. dispar, E. faecalis, E.
faecium, y E. saccharolyticus (8).

Tabla 1: Especies incluidas en el género Enterococcus

Grupo Especie
E.avium E.avium, E.malodoratus, E.psuedoavium,
' E.gallinarum, E.raffinosus, E.casseliflavus
E.cecorum E.cecorum, E.columbae
E.dispar E.dlispar, E.asini
E.faecalis E.faecalis, E.haemoperoxidus, E.moraviensis
E.faecium E.faecium, E.durans, E,hirae, E.mundtti
E.saccharolyticus E.saccharolyticus, E.sulfureus
E.aquimarinus, E.azikeevi, E.caccae,
- . E.canis, E.anintestini, E.devriesei, E.gilvus,
Otras especies (alin P S
no clasificadas) E.italicus, E.hermanniensis, E.inusitatus, ,
E.malodoratus, Epallens, E.phoeniculicola,
E.rattus, E.rottae, E.silesiacus, E.termitis.

Fuente: Adaptado de Klein, G (2003) (9).

Como agentes oportunistas de infecciones relaciona-
das al ambito hospitalario, son considerados el segundo
patogeno responsable de infecciones hospitalarias en
los Estados Unidos de América (infecciones urinarias,
quirurgicas, endocarditis, bacteriemias y raras veces me-
ningitis), solo superado por Escherichia coli como causa
de infeccion urinaria y tercero, luego de Staphylococcus
aureus 'y Staphylococcus coagulasa negativos, como agente
de bateriemia (4, 13).

Las especies de mayor importancia clinica son Entero-
coccus faecalis (80-90% de los aislamientos) y E. faecium
(5-10%), mientras que E. gallinarum, E. avium, E. durans,
E. hirae y E. casseliflavus ocupan el tercer lugar, con una
frecuencia en conjunto, menor del 10% (12). En nuestro
pais, segtin el programa VIHDA, los enterococos consti-
tuyen el cuarto microorganismo en orden de importancia
en infecciones primarias de sangre, de sitio quirurgico e
infeccion urinaria en adultos internados en areas no criticas
(14,15). Factores de virulencia de Enterococcus, como
hemolisinas, sustancias de agregacion, bacteriocinas, pro-
teasas y aglutininas, son los que favorecen las infecciones
en huésped, especialmente en el anciano y en el paciente
inmunocomprometido (2, 3, 16).

Clasicamente se consideraba que la infeccion entero-
coccica era de origen enddgeno, pero la infeccion exdgena,
por transmision cruzada a través del personal de salud, asi
como de paciente a paciente, o por consumo de agua o
alimentos contaminados, esta claramente demostrada en
la actualidad, y es en este tipo de infecciones donde se
han aislado cepas multiresistentes (2). En el afio 1988 se
publicaron los primeros casos de enterococos con alto nivel
de resistencia a la vancomicina (ERV) en Reino Unido y
Francia. A partir de alli se implementaron distintos proto-
colos de vigilancia para detectar pacientes portadores en
servicios cerrados, lo que permitié caracterizar a los ERV
como emergentes, productos de la presion de seleccion del
medio hospitalario (17).

Sin embargo, a pesar de las medidas implementadas, se
observd un ascenso exponencial de las tasas de portacion
en relacidn a las cifras de registros anteriores, por el em-
pleo extensivo de la vancomicina (VAN) que ha provocado
un aumento de enterococos resistentes a este antibidtico.
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Hasta la fecha se han descrito seis fenotipos de resistencia
a glicopéptidos en enterococos: VanA, VanB, VanC, VanD,
VanE y VanG. Los fenotipos VanA y VanB son en el mundo
los mas ampliamente distribuidos y se presentan especial-
mente en Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium,
aunque también han sido reconocidos en otras especies (3).

El fenotipo VanA se caracteriza por un elevado nivel
de resistencia a la vancomicina (CIM>64pg/ml) y por la
resistencia a la teicoplanina (CIM>16ug/ml), mientras
que los fenotipos VanB presentan resistencia variable a la
vancomicina (CIM entre 4 y 1000mg/ml) y son sensibles a
la teicoplanina. Los fenotipos VanC, VanD, VanE y VanG,
son de menor relevancia clinica (3). La mayoria de los ais-
lamientos de ERV se refieren a pacientes hospitalizados, ya
sea en unidades de cuidados intensivos, salas de oncologia
o unidades de transplante. También se los ha aislado en
pacientes que presentaron largos periodos de internacion,
algun grado de inmunosupresion o que se les habia sumi-
nistrado antibidticos. Estos factores fueron determinantes
para que se los encontrara asociados a brotes de infeccion
hospitalaria. Ademas se encontraron Enterococcus aislados
de aguas superficiales y aguas residuales que resultaron
resistentes a vancomicina (18).

El primer aislamiento fehacientemente documentado en
Argentina fue una cepa de Enterococcus faecium resistente
a la vancomicina portador del fenotipo VanA (19). Poste-
riormente se comunicaron otros aislamientos de E. faecium
VanA e incluso E. faecalis VanB. Dos casos clinicos en los
que se obtuvo aislamiento de E. faecium con fenotipo VanB
(resistentes a vancomicina y sensibles a la teicoplanina),
fueron atendidos en el Policlinico Bancario de Buenos Aires
en julio del 2000. Los pacientes provenian de la comunidad
y eran de sexo femenino. No referian internaciones previas
ni tratamiento antimicrobiano reciente. (19).

No existen reportes en nuestra region que aborden este
problema desde el punto de vista ambiental.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia
de enterococos en aguas del arroyo Vicario de la ciudad de
Posadas, Misiones, conocer las especies predominantes, y
caracterizar sus perfiles de resistencia considerando que
éstos podrian ser buenos indicadores de las consecuencias
ambientales del uso intensivo y extensivo de antibidticos
en medicina humana y veterinaria.

Materiales y Métodos

Se trabajo con muestras tomadas del arroyo Vicario de
la ciudad de Posadas, que fueron procesadas para recuento
y aislamiento.

Las tomas de muestras se realizaron en tres puntos geo-
graficos (Fig 1): Desembocadura sobre el Rio Parana (P1),
Avenida Marconi (P2) y Avenida Uruguay (P3), durante
seis muestreos en cada punto. Las muestras fueron trans-
portadas en forma refrigerada al laboratorio (entre 4-10
°C aproximadamente), procesandose antes de las 6 horas.
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Figura N° 1: Uno de los puntos de muestreo de Arroyo Vicario.

Recuento e identificacion

Para el recuento se utilizo el método de fermentacion de
los multiples tubos expresando los resultados como Nume-
ro Mas Probable (NMP/100mL). Se realizaron diluciones
seriadas de las muestras con agua destilada estéril como
diluyente y se inocularon series de tres tubos con caldo de
enriquecimiento azida dextrosa de doble y simple concen-
tracion (20), los que se incubaron a 35 °C durante 24-48h.
Los tubos que presentaron turbidez fueron confirmados en
placas de agar KF para estreptococos (6, 21, 22).

Las colonias tipicas (colonias rojas/rosadas con halo
amarillo) fueron repicadas para su propagacion, en estrias
de agar Infusion Cerebro Corazén (BHIA) y se incubaron a
37 °C durante 24h. Con estas cepas se efectuaron: reaccion
de la catalasa, tincion de Gram y las pruebas bioquimicas
para la identificacion de género y especies tales como:
desarrollo a 45 °C y 10 °C (en BHI caldo), movilidad,
actividad de la enzima pirrolidonilarilamidasa (PYR),
bilis esculina, desarrollo en medio con NaCl al 6,5% y con
telurito al 0,04%, hidrolisis de Arginina y produccién de
acido de manitol y arabinosa, con los que se obtuvieron las
distintas especies que fueron posteriormente confirmadas
por el laboratorio Nacional de Referencia INEI ANLIS
Malbran (6, 12, 23).

El NMP se calculd con la densidad de enterococos a
partir del nimero de tubos que dieron turbidez y resultado
positivo (+) en Agar K-F; ademas, la confirmacion frente
a las pruebas bioquimicas catalasa, tincion de Gram,
crecimiento en presencia de 6.5% de cloruro de sodio y
desarrollo a 10 °C y 45 °C en BHI caldo. Con las combi-
naciones de tubos positivos (+) y negativos (-) se leyd el
NMP/100mL segun la tabla de Mac Crady (20, 24).

Perfil de Sensibilidad Antimicrobiana

Para el estudio de la sensibilidad a los antibidticos, los
aislamientos fueron reactivadas con caldo BHI a 35 °C
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por 24h, posteriormente se prepararon suspensiones de
microorganismos, ajustadas a la escala 0,5 Mc-Farland
e inocularon mediante hisopos estériles sendas placas
de agar Mueller Hinton (Britania, Argentina). Se trabajo
con monodiscos (Laboratorios Britania) de: vancomicina
(Van 30 pg), gentamicina de alta carga (GHC 120 pg),
estreptomicina de alta carga (SHC 300 pg), teicoplanina
(TETI 30 pg), ampicilina (Am 10 pg) conforme a las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards
Institute. (25).

Se efectud la lectura con la placa invertida e ilumina-
cion directa, luego de 18-24 h. de incubacién a 37 °C, y se
midieron los halos de inhibicion en mm (Tabla 2, Fig. 2).

Figura 2: Enterococcus spp del Arroyo Vicario, Posadas Misiones.
Lectura de Antibiograma.

Las lecturas de los antibiogramas se efectuaron en base
a los didmetros de corte de la Tabla 2 (25).

Tabla 2: Referencia (Diametro de corte) CLSI 2012

Antibidtico Resistente Intermedio Sensible
Gentamicina (Gen,M1)* 6 7-9 >10
Estreptomicina(Str)* 6 7-9 >10
Ampicilina (Amp) <16 - =17
Vancomicina (Van) <14 15-16 >17
Teicoplanina (T) <10 11-13 >14

*Alta carga

Conservacion y mantenimiento de cepas: Los mi-
croorganismos fueron conservados en Caldo Tripteina
Soya-Glicerina al 20%. Para ello, las cepas aisladas se
repicaron en caldo Tripteina Soya, o infusion de cerebro y
corazon (BHI) y se incubaron durante 48 h a 37 °C, para
obtener mayor inoculo y luego fueron repicadas (4 o 5 por
cada cepa) en recipientes de plastico (Eppendorff) estériles
conteniendo 1 mL del medio anteriormente mencionado y
llevados a -20 °C (26).

Como control del método de conservacion, se tomaron
4-5 cepas (viales) al azar y se repicaron en Agar Tripteina
Soya, incubandose durante 48h a 37 °C observando el
crecimiento de las mismas, y controlando con pruebas
bioquimicas minimas las caracteristicas del género Ente-
rococcus.

Resultados

Considerando 5 muestras en un periodo de 30 dias, se
obtuvieron las medias geométricas: (P1: 706,6+438,3; P2:
716+529,6 y P3: 702,8+544,7) NMP/100mL. Los recuen-
tos de Enterococcus fueron similares en los 3 puntos con
un promedio de 708,8+7,1INMP/100mL. El sexto muestreo
tomado después de 15 dias no fue considerado debido a las
precipitaciones en la zona; con valores de 1100 NMP/100
mL en cada uno de los puntos.

Entre las 54 cepas aisladas, el 86% correspondio a E.
faecalis, hallazgos que se ilustran en la Fig. 2.

Figura 2: Distribucién de especies de Enterococcus detectadas en
Arroyo Vicario Posadas- Misiones.

9% E.faecium 1% E hirge
1% E.gallinarum

3% No Enterococos

86% E.faecalis

Se efectud un antibiograma a 32 cepas del total de ais-
lamientos que fueron seleccionadas al azar, cuyas lecturas
se exponen en la Tabla 3.

Tabla 3: Didmetros de halos de inhibicion de Enterococcus spp frente
a antibidticos. Aguas del Arroyo Vicario. Posadas Misiones.

Cepa [Vancomicina| Gentamicina | Estreptomicina | Ampicilina |Teicoplanina
Diametro del halo (mm)

1 16 11 8 30 17
3 22 19 17 30 22
5 23 10 16 34 24
6 23 8 20 28 19
7 28 27 25 29 23
9 20 15 18 25 19
10 23 16 22 30 22
1 22 20 19 28 22
12 18 10 15 24 19
15 16 11 8 30 17
23 24 9 21 31 22
26 19 12 12 31 18
27 19 15 16 23 18
28 22 24 21 36 20
29 20 22 19 30 20
30 21 24 22 31 20
31 22 22 23 32 19
32 25 22 20 33 21
33 19 19 17 31 21
34 21 20 17 32 20
35 20 25 21 34 22
37 22 21 22 28 20
44 21 22 22 30 21
46 20 20 22 35 22
47 21 22 19 28 19
48 21 22 22 30 21
49 21 22 19 29 20
50 22 21 19 29 22
51 20 21 16 31 21
52 23 18 16 30 18
53 21 18 18 31 20
54 22 20 21 32 21
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En Tabla 4 se presentan los perfiles de resistencia de
E. faecalis y E. faecium. Se observa que E. faecalis (N =
28), mostr6 predominio de aislamientos sensibles a todos
los ATB estudiados, aunque también resistencia intermedia
en Van, resistencia de alta carga a Gen y Est. En cambio,
todas las cepas estudiadas de E. faecium fueron sensibles
a todos los ATB ensayados.

Tabla 4: Perfil de Sensibilidad de E. faecalisy E. faecium frente a ATB

E. faecalis N=28 (87,5%) E. faecium N=4 (12,5%)
Sensible | Intermedio | Resistente | Sensible | Intermedio | Resistente
Amp 28 - - 4
Van 27 1 4
Teico 28 - 4
Gen 26 2 4
Est 26 2 4
Discusion

La contaminacidn es un problema mundial inquictante
en los lugares donde la poblacidn esta creciendo rapida-
mente, como la ciudad de Posadas y no hay suficiente
control sanitario sobre los efluentes arrojados a los cursos
de aguas superficiales y profundas. Las aguas y los ali-
mentos contaminados con microorganismos constituyen
un vehiculo de transmision de enfermedades infecciosas;
por otra parte, el desarrollo microbiano destruye grandes
cantidades de alimentos, causando problemas econéomicos
y una considerable pérdida de importantes nutrientes (27).

Considerando los niveles guia nacionales de calidad
de agua ambiente (Subsecretaria de Recursos Hidricos de
la Nacion), con valores de hasta 33 NMP/100mL como
aceptables, los recuentos obtenidos indican un alto nivel
de contaminacion en las aguas estudiadas. Esto significa
un riesgo potencial de contaminacion de colonizacidn para
humanos en contacto con cualquiera de los arroyos que se
encuentran en la ciudad; ademas, los enterococos por tener
una amplia distribucidn, gran capacidad para sobrevivir y
desarrollarse bajo condiciones extremas, mayor resistencia
a condiciones adversas como congelacion, desecacion y
mayor sobrevivencia que los coliformes, estos micorganis-
mos se han aislado de diferentes ecosistemas como agua
superficiales, alimentos, plantas, suelos ¢ insectos (1, 7,
28) .También estos microorganismos se encuentran en el
tracto gastrointestinal del ganado vacuno, cerdo y aves,
perros, gatos (9).

La inconsciencia de la poblacion riberefia establecida
en los margenes de este arroyo, que arrojan sus aguas
residuales (y otros residuos), contribuyen a superar la lenta
depuracidn natural del agua.

La seleccion y diseminacion de bacterias resistentes
a antibioticos, es un problema creciente que limita las
opciones terapéuticas. Tradicionalmente, la vigilancia de
la dispersion de estas bacterias se realiza con microorga-
nismos aislados de muestras clinicas, no habiéndose docu-
mentado en nuestra provincia en enterococos provenientes
del medio ambiente.
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Nuestros hallazgos, muestran amplia sensibilidad a los
quimioterapicos ensayados (Tabla 4). E1 100% de nuestros
aislamientos mostré sensibilidad a ampicilina, si bien se
reportan Enterococos productores de B-lactamasas no
detectadas por el disco de ampicilina, estos aislamientos
son escasos (29). La ausencia de enterococos resistentes a
vancomicina en aguas, ha sido reportada por otros investi-
gadores de Argentina (30). Este resultado contrasta con los
comunicados en paises europeos (6, 31) y en Cuba (32),
en los que se encontro una alta prevalencia de Enterococos
resistentes a vancomicina en muestras ambientales. Si bien
en el presente estudio se detectd sensibilidad disminuida
a esta droga en un solo aislamiento de E. faecalis, debe
constituir una alarma y considerarse su vigilancia en el
ambiente (4, 17). En cuanto a aminoglucosidos, y como
se desprende de la Tabla 4, fue baja la resistencia de alta
carga encontrada, y al igual que investigadores de Bahia
Blanca, Buenos aires, no se aislaron cepas con resistencia
simultanea a ambos antibidticos (gentamicina y estrepto-
micina) (30).

Nuestros hallazgos, muestran la importancia de la
deteccion temprana de estos microorganismos en los pro-
cesos de control de calidad de las aguas y los alimentos,
vehiculos de transmision de microorganismos muchos
de los cuales con resistencia a antibioticos y la probable
transferencia horizontal de las mismas a otras bacterias que
comparten el habitat, pudiendo constituir un reservorio de
las mismas. .

Conclusiones

En todas las muestras se detectaron enterococos. Con
un valor promedio de 708,6 = 7,1 NMP/100mL, muy
superior a los considerados aceptables por los niveles guia
nacionales de calidad de agua ambiente (Subsecretaria de
Recursos Hidricos de la Nacion), que establece valores de
hasta 33NMP/100mL para considerarlo apto para el bafo.

La presencia importante de E. faecalis y E. faecium
con una distribucion uniforme a través del tiempo y de
las zonas de muestreo, evidencia una contaminacion fecal
apreciable de origen humano, la cual puede provenir de
los asentamientos poblacionales aledafios al curso de agua.

La resistencia frente a los antibidticos B-lactamicos
y aminoglucoésidos, no constituyo6 un factor alarmante en
nuestro estudio, siendo la totalidad de los aislamientos sen-
sibles a ampicilina y los aislamientos resistentes a alta carga
de aminoglucdsidos no presentaron resistencia combinada
de ambos. Sin embargo, la presencia de un aislamiento con
sensibilidad disminuida a vancomicina, debe alertarnos a
continuar con la vigilancia de estos perfiles en el ambiente.

Los hallazgos de este estudio constituyen una alerta
sobre la posibilidad de dispersion de bacterias resistentes
en el ambiente acuatico, el cual se constituiria en un
reservorio de las mismas, pudiendo ser diseminadas a la
poblacién en general.
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Efecto de cultivos lacticos sobre el desarrollo a bajas
temperaturas de microorganismos causantes de ETA

Effect of bioprotective lactic cultures on the growth of food-borne pathogenic
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Resumen

El incremento de la demanda de vegetales minimamente procesados trajo aparejada una mayor incidencia de
brotes de ETA asociados con su consumo. La aplicacion de bacterias lacticas podria limitar el desarrollo de
microorganismos patégenos en estos alimentos durante su almacenamiento en frio. El objetivo del trabajo fue
evaluar el efecto de cultivos lacticos aislados de vegetales minimamente procesados sobre el desarrollo de
microorganismos patégenos e indicadores en sistema modelo a bajas temperaturas. Listeria monocytogenes,
Salmonella Enteritidis y Escherichia coli se inocularon en caldo triptona soja (10* ufc/ml) en cocultivo con cepas
nativas de bacterias lacticas, y se incubaron 4 dias a temperaturas entre 5y 15 °C. Periodicamente se hicieron
recuentos de microorganismos sobrevivientes. L. monocytogenes, en los controles sin cultivos lacticos, presentd
fase lag solamente a 5 °C, y a 15 °C alcanz¢ la fase de crecimiento estacionario a las 48 h de incubacion. Con la
adicion de cultivos lacticos se prolong6 la fase lag, disminuyd la velocidad de crecimiento y no se alcanzo la fase de
crecimiento estacionario durante los 4 dias de incubacion. S. Enteriditis se mantuvo estable a 5 °C, sin diferencia
significativa entre los tratamientos en cocultivo con bacterias lacticas y el control. En cambio, a 15 °C en cocultivo
con bacterias lacticas se observé menor velocidad de crecimiento. E. colino presento diferencias significativas
entre los tratamientos control y en cocultivo con bacterias lacticas. Se concluye que los cultivos lacticos nativos
podrian funcionar como barrera adicional para limitar el desarrollo de patdgenos en alimentos a bajas temperaturas,
sin incidir en el desarrollo de los indicadores.

Palabras clave: Bioproteccion; Bacterias lacticas; Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli.

Abstract

Increasing demand for minimally processed vegetables brought about a higher incidence of outbreaks of foodborne
ilinesses associated with their intake. Lactic acid bacteria may limit the development of pathogens in these foods
during cold storage. The objective of this work was to evaluate the effect of lactic acid bacteria isolated from
minimally processed vegetables on the growth of pathogenic and indicator bacteria in a model system at low
temperatures. Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis and E. coli were inoculated into tryptone soy broth
(concentration: 10* cfu / ml) in coculture with native lactic acid bacteria strains, and incubated for 4 days at
temperatures between 5 and 15 °C. Periodically, bacteria survivors were determined by the plate-count technique.
Control treatments of L. monocytogenes (without lactic cultures added) showed only lag phase at 5 °C, and reached
the stationary growth phase at 15 °C - 48 h. With lactic cultures added, L. monocytogenes showed a longer lag
phase, a slower growth rate and did not reach the stationary-phase during the 4 days of incubation. S. Enteritidis
remained stable at 5 °C, without significant difference between control and treatments in coculture with lactic
bacteria. In contrast, at 15 °C S. Enteritidis showed slower growth rate in coculture with lactic acid bacteria. E.
coli showed no significant differences between treatments in control and co-culture with lactic acid bacteria. In
conclusion, the native lactic cultures could function as an additional barrier to limit the growth of pathogens in
food at low temperatures, without affecting the growth of indicators.

Keywords: Bioprotection; Lactic acid bacteria; Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Escherichia coll.
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Introduccién

Las hortalizas y frutas frescas son vulnerables a la
contaminacion con microorganismos que pueden provocar
enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) debido a
su consumo sin ningun tipo de procesamiento térmico (1).
El riesgo de produccion de ETA se ve agravado por la au-
sencia de controles microbioldgicos sistematicos en estos
productos y por los cambios operados en los tltimos aflos
en los sistemas de comercializacion, como por ejemplo el
expendio bajo nuevas formas de presentacion, tales como
los llamados productos frescos cortados o productos de IV
GAMA minimamente procesados (2). El incremento de la
demanda de vegetales de IV GAMA trajo aparejada una
mayor frecuencia de incidencia de brotes de ETA asociados
con su consumo, producidos por virus, parasitos y bacterias
(3, 4). Entre las bacterias involucradas en dichos brotes se
destacan Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Esche-
richia coli O157:H7 y Shigella spp. (5, 6, 7). En respuesta
a la preocupacion respecto a la inocuidad microbiologica
de frutas y hortalizas minimamente procesadas, las agen-
cias de salud publica estan estableciendo especificaciones
microbioldgicas para el control de estos productos en
las que se estipula la investigacion de estos patégenos o
de microorganismos que pudieran ser indicadores de la
presencia de los mismos (8). Paralelamente, la industria
de los vegetales minimamente procesados se encuentra en
constante busqueda de nuevas tecnologias para el mante-
nimiento de la calidad y para la inhibicion del crecimiento
de microorganismos indeseables en todos los pasos de la
cadena de produccion y distribucién (9). Entre las alterna-
tivas disponibles se destaca la utilizacion de tecnologias
basadas en la “bioconservacion” o “bioproteccion”, que se
define como la aplicacion de microorganismos antagonicos
o sus productos metabdlicos para inhibir o destruir la mi-
crobiota indeseable (autoctona o contaminante, patogena o
deteriorante) de un alimento, produciendo por consiguiente
el incremento de la inocuidad y la vida util sin modificar
en forma perceptible la calidad sensorial del mismo (10).

La aplicacion de cultivos lacticos bioprotectores
concentrados podria ser una herramienta para inactivar
o limitar el desarrollo de microorganismos patdgenos en
vegetales frescos o minimamente procesados durante su
almacenamiento en frio (11, 12), pues a bajas temperaturas
las bacterias lacticas ejercerian su capacidad antagdnica
por ocupacion espacial de nicho ecoldgico y excrecion de
metabolitos antimicrobianos (por ejemplo bacteriocinas),
pero sin producir procesos fermentativos que modifiquen la
calidad sensorial del producto alimenticio (13). El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto de cultivos lacticos,
aislados de vegetales minimamente procesados, en el
desarrollo de microorganismos patéogenos e indicadores
en sistema modelo (medio de cultivo liquido) a bajas
temperaturas.
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Materiales y métodos

Microorganismos, condiciones de almacenamiento y
preparacion de indculos

En este trabajo se utilizaron Listeria monocytogenes
ATCC 7644 y Salmonella enterica subsp. enterica serov.
Enteritidis MA 44 como cepas representativas de patoge-
nos causantes de ETA en vegetales frescos y minimamente
procesados, y Escherichia coli ATCC 35218 como cepa
representativa de microorganismos indicadores de conta-
minacion fecal y de probable presencia de microorganis-
mos patdgenos entéricos en estos alimentos. Las cepas se
conservaron a - 20 °C en caldo triptona soja (TSB, Biokar
Diagnostic, Beauvais, Francia) suplementado con 0,6% de
extracto de levadura y adicionado con 15% de glicerina.
Antes de ser empleadas en los ensayos correspondientes,
las cepas se inocularon en TSB suplementado con 0,6% de
extracto de levadura y se incubaron durante 24 h a 37 °C.
Los cultivos resultantes se emplearon como inoculo en los
ensayos.

Como cultivos lacticos bioprotectores se utilizaron las
cepas meséfilas Leuconostoc sp. LL R15 y Pediococcus
sp. LL R106 (heterofermentativa y homofermentativa
respectivamente), aisladas a partir de radicheta (Cicho-
rium intybus) minimamente procesada (14). Las cepas se
conservaron a -20 °C en caldo MRS (Biokar Diagnostic,
Beauvais, Francia) adicionado con 15% de glicerina. Antes
de ser empleadas en los ensayos correspondientes, las
cepas se inocularon en caldo MRS y se incubaron durante
24 h a 30 °C. Los cultivos resultantes se concentraron por
centrifugacion y se emplearon como inoculo en los ensayos
correspondientes.

Evaluacion del efecto de la aplicacion de cultivos lacticos
bioprotectores en el crecimiento de bacterias patégenas e
indicadora a bajas temperaturas en sistemas modelo

L. monocytogenes ATCC 7644, S. Enteritidis MA 44 y
E. coli ATCC 35218 se inocularon por separado en erlen-
meyers con 100 ml de TSB suplementado con 0,6% de ex-
tracto de levadura (concentracion final = 10*ufc/ml), a los
cuales se les adicionaron los cultivos lacticos concentrados
(homofermentativo o heterofermentativo) en ensayos
independientes (concentracion final ~ 108 ufc/ml). Como
controles se emplearon erlenmeyers inoculados solamente
con cada una de las cepas en estudio. Los erlenmeyers se
incubaron a 5, 10 y 15 °C durante 4 dias. Las temperaturas
se eligieron por ser la dptima para el almacenamiento de
vegetales minimamente procesados (5 °C) o por implicar
condiciones de abuso para la conservacion de alimentos
que deben almacenarse refrigerados (10 y 15 °C) (15).
Periodicamente los tratamientos se sometieron a recuentos
de células viables en placas con medios agarizados Oxford,
Salmonella Shigella y Violeta Rojo Bilis Lactosa, segun
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corresponda, que se incubaron 24 h a 37 °C. Los recuentos
de bacterias lacticas se realizaron en agar MRS incubado
48 h a 30 °C bajo condiciones de anaerobiosis. Todos
los ensayos y recuentos se realizaron por triplicado y se
reportan los valores promedio obtenidos en log ufc/ml.
Las curvas experimentales de crecimiento se representaron
como log ufc/ml en funcién del tiempo.

Determinacion de duracion de las fases de crecimiento y
de velocidad de duplicacién en fase exponencial

La duracion de las distintas fases de desarrollo y la
velocidad de duplicacion (VD) de las poblaciones micro-
bianas en cada tratamiento se estimaron a partir de sus
respectivas curvas experimentales de crecimiento.

Se considerd “velocidad de duplicacién” (VD) al nu-
mero de duplicaciones por unidad de tiempo (dia) durante
la fase exponencial, y se calculd mediante la aplicacion de
la ecuacion 1 (16):

VD = [(log N - log No) 3,33]/t (1)

donde: N = poblacion microbiana al final de la fase expo-
nencial o del periodo bajo analisis

No = poblacion microbiana al inicio de la fase exponencial
o del periodo bajo analisis

t =tiempo de duracidn de la fase exponencial o del periodo
bajo analisis (dias)

Andlisis estadistico

Los analisis de varianza y de comparaciones multiples
(test de minimas diferencias significativas de Fisher),
empleados para establecer diferencias significativas entre
los tratamientos (P < 0,05) se realizaron usando el paquete
estadistico STATGRAPHICS PLUS (StatPoint Inc., USA).

Resultados y discusion

Las cinéticas de crecimiento de los cultivos puros (con-
troles) de Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella
Enteritidis MA 44 y Escherichia coli ATCC 35218,y en
cocultivo con bacterias lacticas (especificamente con
Leuconostoc sp. LLR 15), expuestos a bajas temperaturas
(5, 10y 15 °C) en sistema modelo liquido (medio TSB con
0,6 % de extracto de levadura), se visualizan en la Figura 1.

Analizando el comportamiento de estos microorga-
nismos en los sistemas modelo sin adicion de bacterias
lacticas se observa que a 5 °C, L. monocytogenes presentod
una fase de latencia de solamente 2 dias a partir de la cual
la poblacidn inici6 la fase de multiplicacidon exponencial
(Figura 1 a), de acuerdo con la naturaleza psicrotrofa del
microorganismo (17).

En cambio, en los tratamientos controles de S. Enteriti-
dis y E. coli a 5°C, sus poblaciones se mantuvieron estables
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Figura 1: Efecto de la temperatura (5, 10 y 15 °C) y del cocultivo con
Leuconostoc sp. LLR 15 (+ CL) en las curvas de crecimiento de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 (a), Salmonella Enteritidis MA 44 (b) y Esche-
richia coli ATCC 35218 (c), en medio liquido.

—A —5°C;--A--5°C + CL; —e—10 °C; --o-- 10 °C + CL; —m—
15°C;-m--15°C + CL

Rev. Cienc. Tecnol. / Afio 16 / N° 21 / 2014



30 Silvia G. Ortiz et al.; Efecto de Bioprotectores Lacticos Sobre Bacterias Causantes de ETA

en fase de latencia durante todo el periodo de incubacion
(Figura 1 by c).

A mayores temperaturas (10 °C y 15 °C), ninguna de
las tres especies en cultivo puro sin adicion de bacterias
lacticas present6 fase de latencia (Tabla 1). No obstante, a
10 °C sus cinéticas de crecimiento difirieron significativa-
mente (P <0,0001) entre si, debido a las diferencias en sus
respectivas velocidades de duplicacion (L. monocytogenes
> E. coli > S. Enteritidis), segun se visualiza en la Tabla
1, lo cual condujo a diferencias significativas en las pobla-
ciones alcanzadas hacia el final del periodo de incubacion
(8,51 log en L. monocytogenes, 7,00 log en E. coli 'y 6,05
log en S. Enteritidis).

Tabla 1: Efecto del cocultivo con Leuconostoc sp. LLR 15 (CL) y la tem-
peratura de incubacién en la duracién de la fase de latencia (dias) y en
la velocidad de duplicacién en fase exponencial (duplicaciones/dia) de

L. monocytogenes ATCC 7644, S. Enteritidis MA 44 y E. coli ATCC 35218
en medio liquido

Velocidad de
Fase de latencia (dias) duplicacién
. . (duplicaciones/dia)
Microorganismo —
Adicion o no Temperatura Temperatura
de cultivo
bioprotector | 5°C | 10°C |15°C| 5°C [ 10°C [ 15°C
L. monocytogenes | Sin CL(1) 2 0 0 | 27| 38 71
ATCC 7644 con CL(2) 4 4 1 0 0 34
o Sin CL 4 0 o| o | 20 5,1
S. Enteritidis MA 44
Con CL 4 1 0 0 2,1 3,0
) Sin CL 4 0 0 0 2,4 7.1
E. coli ATCC 35218
Con CL 4 0 0 0 2,3 7.0

(1) Desarrollo del microorganismo sin adicion de Leuconostoc sp. LLR 15;
(2) Desarrollo del microorganismo en cocultivo con Leuconostoc sp. LLR 15.

Ninguna de las tres especies alcanzo la fase estacionaria
a 10 °C durante los 4 dias de incubacion si bien, teniendo
en cuenta la poblacion alcanzada, L. monocytogenes po-
siblemente ya estaria en el inicio de la misma (Figura 1).

A 15 °C, las velocidades de duplicacion durante la fase
exponencial de crecimiento se incrementaron 87%, 155%
y 195% con respecto a las observadas a 10 °C para L.
monocytogenes, S. Enteritidis y E. coli, respectivamente
(Tabla 1). Ademas, las tres especies alcanzaron la fase
estacionaria (a las 48 h L. monocytogenes y E. coli,y a
las 72 h S. Enteritidis), con poblaciones maximas de ~ 8,5
log (Figura 1).

El cocultivo con bacterias lacticas (cuyas cargas se
mantuvieron estables durante todo el ensayo y en todos
tratamientos) tuvo efectos disimiles en los tres microor-
ganismos.

En Listeria monocytogenes, los cultivos lacticos pro-
vocaron modificaciones en las cinéticas de crecimiento a
las tres temperaturas ensayadas (Figura 1a). A 5 °C, las
bacterias lacticas homofermentativas y heterofermentativas
prolongaron significativamente (P = 0,0001) la fase de
latencia de Listeria durante todo el periodo de incubacion
(4 dias), en comparacidn con el control, en el que dicha
fase durd solamente 2 dias (Tabla 1).

A 10°Cy 15 °C, la diferencia significativa entre la ciné-
tica de crecimiento en el tratamiento control y la observada
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en los cocultivos con bacterias lacticas se mantuvo durante
todo el periodo de incubacion (P < 0,0001), ya sea porque
en los cocultivos se produjo una notable prolongacion
de duracion de la fase de latencia de L. monocytogenes a
10 °C o una disminucion de su velocidad de duplicacion
a 15 °C (Tabla 1), lo cual condujo a menores poblaciones
del patogeno al final de la incubacion y a que no se haya
llegado a la fase estacionaria de crecimiento (Figura 1 a).

Ademas, no se observaron diferencias significativas
entre los efectos producidos por los distintos cultivos
lacticos en el comportamiento de L. monocytogenes (P
entre 0,0559 y 0,8964). Por consiguiente, tanto los cultivos
lacticos homofermentativos como los heterofermentativos
podrian actuar como bioprotectores contra Listeria mono-
cytogenes en condiciones de refrigeracion pues producen
retardo en el crecimiento del patdégeno. La actividad
antagonica observada producida por los cultivos lacticos
podria deberse a la competencia por la ocupacion espacial
de nicho ecoldgico, o bien, a la excrecion de metabolitos
antimicrobianos (por ejemplo, compuestos de bajo peso
molecular y bacteriocinas) que estos generarian a los
cuales L. monocytogenes seria sensible (13, 18).

Con respecto al comportamiento de S. Enteritidis en
cocultivo con bacterias lacticas, a 5 °C la poblacion de
Salmonella se mantuvo estable durante el periodo de incu-
baciodn, y no hubo diferencias significativas entre el control
y los tratamientos con adicion de los diferentes cultivos
lacticos (Figura 1 b). En consecuencia podria deducirse que
la aplicacion de temperaturas de 5 °C es de por si suficiente
para mantener a S. Enteritidis en fase de latencia.

A 10 °C solamente se observo diferencia significativa
entre el control y los tratamientos con bacterias lacticas
en el primer dia de incubacion (P: 0,0054), debido a que
tanto los cultivos heterofermentativos como los homo-
fermentativos, sin diferencias significativas entre ellos
(P: 0,6286), provocaron que S. Enteritidis presentara una
fase de latencia de 1 dia (Tabla 1). Una vez superada la
misma, no hubo diferencias significativas entre el control
y los tratamientos con bacterias lacticas durante el periodo
de incubacion restante (P entre 0,5007 y 0,6588), y sus
velocidades de duplicacion fueron practicamente iguales
(Tabla 1).

En cambio, a 15 °C se observaron diferencias signifi-
cativas entre el control y el cultivo con bacterias lacticas
heterofermentativas durante todo el periodo de incubacion
y en la poblacion maxima alcanzada (P entre 0,0374 y
0,0001), debido a que la presencia de estas bacterias provo-
c6 una disminucion del 40% de la velocidad de duplicacion
de S. Enteritidis, comparada con la observada en el cultivo
control (Tabla 1). Por el contrario, a dicha temperatura no
se observaron diferencias significativas entre el cocultivo
con bacterias lacticas homofermentativas y el tratamiento
control (P entre 0,0655 y 0,1813) durante todo el periodo
de incubacion.

Por consiguiente, solo los cultivos lacticos hetero-



Silvia G. Ortiz et al.. Efecto de Bioprotectores Lacticos Sobre Bacterias Causantes de ETA 31

fermentativos presentarian efecto bioprotector contra S.
Enteritidis, aunque de menor magnitud que el observado
en L. monocytogenes.

En E. coli, no se observaron diferencias significativas
entre las curvas de crecimiento de los tratamientos control
y en cocultivo con bacterias lacticas (P entre 0,1216 y
0,7618) bajo ninguna de las condiciones ensayadas (Figura
1 ¢), ni en los parametros que caracterizan a dichas curvas,
como por ejemplo la velocidad de duplicacion en fase ex-
ponencial (Tabla 1). Por consiguiente los cultivos lacticos
empleados no producen efecto bioprotector contra este
microorganismo que es ampliamente utilizado en micro-
biologia como indice de la probable presencia de bacterias
patdgenas de origen entérico, por ejemplo Salmonella ssp.,
en alimentos y en productos y/o ambientes relacionados
con su produccién, y como indicador de contaminacion
fecal en vegetales frescos y minimamente procesados (8).
El comportamiento de E. coli ante estos cultivos lacticos
bioprotectores presenta como ventaja que con el empleo
de los mismos no se enmascara su presencia y por consi-
guiente permanece inalterable su cualidad de indicador de
patdgenos entéricos.

Por otro lado, en la industria alimentaria se estan utili-
zando cepas de referencia de E. coli como subrogantes de
Salmonella sp. para las evaluaciones de procesos a escala
piloto o industrial, en la cuales no se puede introducir el
patégeno (19). Una de las condiciones que debe cumplir
una cepa para poder ser empleada como subrogante es
presentar un comportamiento similar al patdogeno que rem-
plaza frente al proceso en estudio (20). Desde este punto
de vista, la cepa E. coli ATCC 35218 utilizada en este
trabajo no seria un adecuado subrogante de Salmonella en
la evaluacidn de cultivos bioprotectores pues ha presentado
diferencias significativas con el comportamiento observado
en S. Enteritidis MA 44 frente a bacterias lacticas hetero-
fermentativas a 10 y 15 °C (valores de P entre 0,0295 y
0,0001).

Conclusiones

Se concluye que, de acuerdo con los comportamientos
observados en sistema modelo, los cultivos lacticos nativos
podrian funcionar como barrera adicional para limitar
el desarrollo de patogenos en alimentos conservados a
bajas temperaturas, como por ejemplo vegetales frescos
o minimamente procesados, sin incidir en el desarrollo de
los indicadores recomendados para estos productos alimen-
ticios, lo cual alienta la realizacion de estudios futuros para
la evaluacion de su efectividad en matrices vegetales. No
obstante se considera necesario probar otras cepas de E.
coliu otras especies bacterianas para ser empleadas como
subrogante de enterobacterias patogenas en la evaluacion a
escala industrial de la aplicacion de cultivos bioprotectores
en alimentos.
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Resumen

Los panificados tienen una vida media relativamente corta. Se evalu6 la posibilidad de utilizar almacenamiento
congelado a -20 °C en panificados para celiacos formulados con fécula de mandioca, harina de maiz y aditivos
naturales (grasa, huevo, harina de soja), durante 28 dias. Se analizaron parametros fisicos y texturales cada
7 dias, con pan elaborado en el dia como control. Se observé diferencia significativa del volumen especifico
de los congelados con respecto al fresco, no asi a diferentes tiempos de congelacién; no hubo diferencias
para el porcentaje de pérdida de peso. En el color hubieron diferencias con el proceso como con el tiempo de
almacenamiento para la corteza y para los parametros L* y b* de la miga. Excepto la elasticidad, los demas
parametros texturales se vieron afectados por el almacenamiento congelado. La aceptacion fue elevada incluso
hasta el dia 28. En general, el tratamiento influyo sobre la masa libre de gluten analizada, no asi el tiempo de
almacenamiento congelado.

Palabras clave: Pan libre de gluten; Almacenamiento congelado; Fécula de mandioca; Propiedades de panificados;
Celiacos.

Abstract

Bakery products have shorter shelf-life. The possibility of using frozen storage at -20 °C in bread for celiac with
cassava starch, corn flour and natural additives (fat, egg, soy flour), for 28 days was evaluated. Physical and
textural parameters were analyzed every seven days, with day fresh bread as control. A significant difference of
specific volume of frozen bread compared to fresh and not frozen was observed, but not in relation to different
freezing times; there was no difference in relation to the percentage of weight loss. In relation to color, there
were differences both in color and storage time for the crust and the L* and b*parameters of the crumb. With the
exception of elasticity, the other textural parameters were affected by freezing. Acceptance was high even to day
28. In general, freezing influenced gluten-free mass analyzed, but not storage time.

Keywords: Gluten-free bread; Frozen storage; Cassava starch; Bakery properties; Celiac.

Introduccién

La posibilidad de elegir los alimentos a consumir y
distribuirlos en las diferentes comidas del dia es propia de
cada individuo; pero no todos pueden hacerlo libremente,
debido a que sufren reacciones adversas a determinados
alimentos, como es el caso de los enfermos celiacos. La
enfermedad celiaca es la intolerancia total y permanente

al gluten que produce la atrofia de las vellosidades del
intestino delgado; la eliminacion del gluten de la dieta, de
por vida, es el Unico tratamiento. Estudios poblacionales
realizados en Argentina en el afio 2001 indicaron una pre-
valencia de enfermos celiacos de 1:167, lo que incrementd
la demanda de productos alimenticios libres de gluten [1].

El gluten es la principal proteina en la estructura de for-
macion de la harina, necesaria para producir pan de buena
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calidad [2], lo que convierte al trigo (cereal con mayor
contenido de gluten) en el elegido para la panificacion. En
la elaboracion de masas para celiacos, se lo reemplaza con
mezclas de harinas: de arroz, de soja, de maiz, de quinoa,
entre otras. En la actualidad en el mercado, se encuentran
disponibles panes sin gluten, en general, de una calidad
inferior a los elaborados con harina de trigo, dado que ex-
hiben desmoronamiento de la miga y son pobres en sabor
[2]; [3]. El almidon de mandioca es una opcidn adecuada
para la preparacion de panes sin gluten [4].

La eliminacidn del gluten en productos de panaderia re-
fleja una disminucion en la calidad del pan, es por eso que
se debe compensar la falta de sus propiedades mediante
el agregado de emulsionantes, aditivos, enzimas, etc. [5];
o bien, se pueden afiadir proteinas de diferentes fuentes
naturales como la soja, albimina de huevo, y productos
lacteos, con el fin de superar en parte, los problemas
asociados a la falta de viscoelasticidad. Por ejemplo, la
harina de soja utilizada en la formulacion del presente
trabajo es una buena contraparte para los cereales, pero
hay que destacar que segun Sanchez; Osella y de la Torre
[6], altos niveles de harina de soja pueden conducir a una
disminucién en el volumen especifico y de las propiedades
sensoriales del pan.

Las alteraciones que se destacan durante el almace-
namiento son: cambios en el sabor, aroma y pérdida de
cryjibilidad de la corteza por efectos tales como el enzi-
matico y las reacciones de crecimiento microbiano o de
hongos [7], lo que lleva a pérdidas econdmicas tanto para
el fabricante como para el consumidor. Entre los métodos
tradicionales que se utilizan para extender la vida util de
los productos alimenticios durante largos periodos de tiem-
po, el almacenamiento congelado es el tinico método que
permite obtener un producto con caracteristicas similares
a las de un fresco en una amplia variedad de productos
alimenticios [7]; [8]; [9]. Por esta razon, el mercado de
productos de panaderia provenientes de masas conge-
ladas esta creciendo rapidamente y ha sido estudiado y
aplicado en varios paises; pero se debe tener en cuenta
que la masa de los mismos esta influenciada por diferentes
factores, como ser: la formulacidon (tipo de levadura, tipo
de harina, otros aditivos) [8]; asi como los parametros
de procesamiento (el mezclado de la masa, el tiempo de
levado) [10], la velocidad de congelacion, la temperatura
de almacenamiento, el tiempo de almacenamiento [11],y
el método de descongelacion [12]. El mayor desafio para
la produccién de panes provenientes de masas congeladas
es mantener la viabilidad celular, y la potencia de la pro-
duccioén de didxido de carbono de la levadura congelada,
debido a que es uno de los ingredientes mas importantes
en la produccién de masa congelada [3].

Para evaluar las caracteristicas del producto final se
pueden realizar pruebas cuantitativas, como volumen
especifico, absorcion de agua o porcentaje de pérdida de
peso; distintos parametros de textura de los panes, como
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firmeza y elasticidad de la miga [13], y pruebas cualitativas
o sensoriales [14]. La percepcion de los consumidores de
la calidad sensorial de un producto es determinante en la
eleccion de cualquier alimento.

Se encontrd escasa informacion acerca del efecto de la
congelacion o del tiempo de almacenamiento a tempera-
turas bajo cero de panes libres de gluten.

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar si una
masa de panificado elaborada con fécula de mandioca y
harina de maiz, utilizando levadura fresca con textura de
pasta comprimida, es capaz de resistir un determinado
periodo de almacenamiento congelado sin perder sus
propiedades fisicas, mecanicas y sensoriales.

Materiales y métodos

Las materias primas utilizadas fueron: fécula de man-
dioca (Santa Ana, Misiones, Argentina) y harina de maiz
(Indelma, Santa Fe) en una proporcion (80:20), 1,4% de
sal (Celusal, Tucuman), 5% de azticar (Ledesma, Jujuy),
5% de levadura fresca comprimida (Calsa, Buenos Aires);
como aditivos, se incorporaron: 6% de grasa vegetal (Da-
nica, Buenos Aires), huevo (1 unidad) y 10% de harina de
soja (Instituto, Misiones). Se agregd una cantidad de agua
suficiente para obtener una masa homogénea (58%). El
porcentaje de los ingredientes es expresado como g/100g
de la mezcla fécula de mandioca-harina de maiz.

La preparacion de las masas y manufactura se realizd
mediante un procedimiento ya optimizado por Milde,
Ramallo y Puppo[4]. Se distribuyeron las masas en cuatro
moldes rectangulares, de acero inoxidable (22x9x6 cm),
colocando 350g en cada uno; uno de los moldes correspon-
deria al dia 7 de almacenamiento, otro al dia 14, otro al dia
21 y el altimo al dia 28 (se repiti6 el mismo procedimiento
durante 6 meses). Se procedio al levado de las masas du-
rante 20 minutos sobre horno caliente a 35 °C; se peso y
posteriormente se congelo en freezer (Gafa, modelo 500,
Argentina) a -20 °C, envueltos en papel film y codificados.
En ese periodo, el freezer fue utilizado exclusivamente
para este estudio. Si bien no se registr6 su temperatura
a lo largo de todo el almacenamiento, se controld dicho
valor mediante un termoémetro cada vez que se colocaban
masas a congelar.

Finalizado el tiempo de almacenamiento congelado
correspondiente, se realizo el descongelamiento lento de
las masas colocandolas 10 horas en heladera (Patrick 360,
Argentina) a 4 °C y 6 horas sobre mesada a temperatura
ambiente. Se efectuo la coccion (Cocina Whirlpool,
ACHS505-2, Brasil) a 240 °C durante 30 minutos.

Se procedi6 a la elaboracion y coccidn de una masa que
se utilizd como pan control (fresco).

Los analisis de los productos finales se llevaron a cabo a
la hora de la coccion; para la evaluacion de los parametros
fisicos y mecanicos se trabajo con seis repeticiones.



L. B. Milde et al.. Aimacenamiento congelado de panificados. propiedades fisicas, texturales y sensoriales 35

Andlisis de parametros fisicos

Volumen especifico: representa la relacion entre el
volumen y el peso del pan una vez enfriado. El volumen
de los panes se midi6 por el método de desplazamiento de
semillas de sésamo [15]; se utiliz6 un recipiente rectangu-
lar de (24x10x8) cm, una probeta graduada y una balanza
digital (ATMA, BC7200, China).

Porcentaje de pérdida de peso (%PP): se determind
mediante la siguiente formula [16]:

%PP= [(Peso antes de hornear — Peso después de hornear)/
Peso antes de hornear] x 100.

Determinacion de color: el color se evalud en forma
instrumental con el colorimetro Hunter Lab modelo
D25A-9000, calibrado con patrones estandar (Y = 93.69,
x = 0.89, y = 0.32). Se determinaron los parametros: L
(luminosidad), a* (parametrode cromaticidad rojo-verde) y
b* (parametro de cromaticidad amarillo—azul) en la escala
de Cielab.

A los efectos de lograr un dato representativo de cada
parametro, se realizaron 3 lecturas en distintos sectores
tanto de la corteza como de la miga.

Anadlisis de parametros mecanicos

Determinacion de textura: se utilizo el analizador
de textura (modelo TA.TX2i.plus, Stable Micro System,
Inglaterra), provisto de una plataforma de aluminio (sobre
la cual se coloco la muestra), y un plato de compresion
de 75mm. La velocidad del test fue de Smm/s, mientras
que la velocidad pre-test fue de Imm/s. Las muestras a
evaluar se cortaron en medidas iguales de 6x6 cm, y se
sometieron a ensayos de doble compresion (TPA), llevando
la masa hasta un 50% de la altura del producto inicial.
Los pardmetros de textura: firmeza (N), elasticidad (%),
cohesividad (%), gomosidad (N) y masticabilidad (N), se
calcularon a partir de un grafico de fuerza por distancia
obtenido del software del analizador de textura.

Analisis sensorial

La evaluacion sensorial se llevd a cabo a la hora de
coccidn de los panes que fueron elaborados para este
procedimiento; se recurri6 a pruebas afectivas- descrip-
tivas y los atributos evaluados fueron: apariencia en 2
niveles: “compacto” y “esponjoso”, dureza en 3 niveles:
“muy duro”, “firme” y “blando”, masticabilidad en otras
3 categorias: “alta”,
escala heddnica de 5 puntos: “me gusta mucho”,
ta”, “no me gusta ni me desagrada”, “me desagrada”, “me
desagrada mucho” [2]; [17]; [18]. Se realiz6 con 15 jueces
con mas de 7 afios de experiencia en la catacion de panes
elaborados con fécula de mandioca, en un laboratorio del
Modulo de Bioquimica y Farmacia de la FCEQyN. Para

cada catador se coloco, un recipiente para enjuague bucal

regular” y “baja” y sabor mediante
me gus-

después de cada cata y se le entregd una planilla donde
debian dar su informe sobre los parametros de cada pan,
con un apartado final para opinar sobre el producto.

Analisis estadistico

Las respuestas del tratamiento se evaluaron en los
productos panificados cocidos a través de la medicion
de pardametros fisicos (volumen especifico, porcentaje de
pérdida de peso y color) y pardmetros de textura (firmeza,
elasticidad, cohesividad, gomosidad y masticabilidad),
mediante un analisis de varianza (ANOVA) por medio del
software “Statgraphics plus 5.1” para establecer si existian
diferencias significativas entre las muestras evaluadas,
con un nivel de confianza del 95%. Los resultados del
analisis sensorial se procesaron en una planilla de calculo
de Excel a fin de obtener el grado de aceptacion de los
productos. Los atributos se agruparon en dos categorias,
aceptable y no aceptable. Como aceptable, para el atributo
apariencia se considero la caracteristica “esponjoso”, para
dureza “blando” y “firme ", para masticabilidad “baja” y
“regular”; para el sabor se agruparon las escalas “me gusta
mucho”, “me gusta”, “no me gusta ni me desagrada”, como
positivas para la aceptacion del producto.

Resultados y discusion
Parametros Fisicos

Se determinaron valores medios y desvios estandares
del volumen especifico (V) de panes frescos y panes

provenientes de las masas congeladas, almacenadas a
diferentes tiempos, que se representan en la Figura 1.

VOLUMEN ESPECIFICO
25
2 \
o 15 =

0 7 14 21 28
DIAS

Figura 1: Valores medios y desvios estandares del volumen especifi-
co de panes frescos y de panes de masas almacenadas congeladas
durante 7, 14, 21y 28 dias.

Se observé una diferencia significativa (p<0,05) del
volumen especifico de las masas congeladas con respecto
al fresco, no existiendo tal diferencia entre las masas
congeladas almacenadas diferentes tiempos.

El volumen de la masa disminuy6 comparando el fresco
con los congelados, pero se mantuvo constante entre ellos,
por lo tanto se evidencia que el proceso de congelacion
influye en el volumen especifico, no asi el tiempo de alma-
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cenamiento congelado; similares resultados se observaron
en trabajos realizados a partir de masas de panes elabo-
radas con harina de trigo; Carr y Tadini [8], almacenaron
en congelacion 28 dias y obtuvieron una disminucion del
volumen especifico de los panes en el orden del 30%;
mientras que Phimolsiripol y col. [19], obtuvieron un
decrecimiento del 9% almacenando las masas hasta 112
dias a diferentes rangos de temperatura. Mezaize y col.
[20], almacenando durante 7 dias masas libres de gluten
obtuvieron un decrecimiento en el orden del 20% en el
volumen especifico de los panes.

La disminucidn del volumen especifico indica un pro-
bable dafio en los componentes de la masa, producido por
la congelacion. Es evidente que el proceso de congelacion
produjo cambios en la microestructura de la miga debido
al crecimiento de los cristales de hielo, causando tanto pér-
didas en la actividad de la levadura como la disminucion
de la capacidad de la red proteica de la masa para retener
didxido de carbono [7]; [9].

Se determinaron valores medios y desvios estandares
del porcentaje de pérdida de peso (% PP) de panes frescos
y panes provenientes de las masas congeladas a diferentes
tiempos, que se representan en la Figura 2.

PORCENTAJE DE PERDIDA DE PESO

15

100\[/[’/4\1

0 7 14 21 28
DIAS

%PP

Figura 2: Valores medios y desvios estandares del porcentaje de pérdi-
da de peso de panes frescos y de panes de masas congeladas durante
7, 14,21y 28 dias.

No se obtuvo una diferencia significativa entre fresco y
congelados (p>0,05); sin embargo, los panes mostraron un
comportamiento variable: no existid diferencia estadistica
para pan de masa almacenada durante 7 dias con respecto
a un fresco, pero si en cambio se observd un incremento
significativo luego de 14 y 21 dias de almacenamiento, que
retornd a valores iniciales a los 28 dias. En cambio, otros
autores [19], obtuvieron resultados diferentes ya que sus
panes elaborados con harina de trigo sufrieron aumento
en el porcentaje de pérdida de peso con el proceso de
congelacién y con el tiempo de almacenamiento.

La pérdida de peso de la masa, esta intimamente re-
lacionada con los cambios que ocurren en la distribucion
del agua en la compleja matriz de la masa, lo cual podria
resultar en cambios en el microambiente de la levadura,
que llevarian a un dafio celular reversible o irreversible
[21]. Simmons; Smith y Vodovotz [17], indicaron que las
proteinas de la soja podrian proveer cierta proteccion a
las células de la levadura a temperaturas de congelacion;
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asi, la cantidad de agua libre seria menor, disminuyendo
la evaporacion, con lo cual tendriamos una menor pérdida
de agua y por consiguiente menor pérdida de peso de la
hogaza. En el presente estudio, a pesar de la tendencia a
la pérdida de peso, la utilizacion de harina de soja proba-
blemente favorecio a la formacion de mayor cantidad de
agua ligada a través del tiempo de almacenamiento, lo que
contribuyd a que retorne a valores semejantes al fresco y
al de masa almacenada 7 dias.

Una de las variables que incide de forma considerable a
la hora de elegir un producto, es el color; los resultados del
analisis, realizados tanto en miga como en corteza de panes
frescos y de aquellos provenientes de masas congeladas, se
presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Valores medios y desvios estandar de parametros de color
de panes frescos y resultantes de masas almacenadas congeladas.
Tiempos: 0, 7,14, 21y 28 dias.

L*: luminosidad, a*: rojo-verde, b*: amarillo-azul

Diferentes letras en la misma columna de cada parte del pan indican
diferencia significativa (p<0,05).

Dias L a* b*

0 65,42 + 1,582 2,81+0,73° 28,8+ 1,122

E 7 69,27 + 0,60° -4,63+0,85° 24,74+0,46°
§ 14 71,94 + 1,23¢ -3,97+0,61°¢ | 26,39+0,69°
21 71,48+0,23¢ -2,94+0,80°¢ 23,75+1,09°

28 77,450,109 -3,63+0,60° | 22,17x0,66°

0 66,16+0,342 -3,85+0,562 33,8+0,292

7 70,69+0,63° -5,02+1,082 27,42+0,47°

g 14 72,47+0,45° -5,54+1,162 24,48+0,79°
21 68,910,119 -4,38+0,50? 24,51+1,72¢

28 69,12+0,55¢ -5,01+0,922 29,60+0,73¢

Los parametros L* y b* presentaron diferencias esta-
disticamente significativa entre el fresco y los congelados,
como también entre los congelados entre si, tanto para la
corteza como para la miga (p<0,05). El pardmetro a* mos-
tr6 diferencias entre la corteza del fresco y los congelados
(p<0,05), no asi entre los congelados (p>0,05). En la miga
no se observo diferencia significativa (p>0,05) entre todas
las muestras.

Como se presenta en la Tabla 1 se observd un aumento
de los valores de L* con la congelacidon y con los dias
de almacenamiento; ambos factores influyeron también
sobre b* cuyos valores a diferencia de L* disminuyeron
en comparacion al fresco. Mientras que los valores de
a* para corteza y miga a pesar de haber disminuido en
panes congelados, no mostraron diferencias significativas
en el analisis estadistico. Estos resultados indicarian una
influencia de la congelacion sobre a* pero no del tiempo
de almacenamiento en estado congelado.

Es decir que el almacenamiento provoco un aumento
de la luminosidad del pan, asi como una reduccién en el
enrojecimiento y la tonalidad amarilla del mismo.

Otros investigadores obtuvieron resultados similares
trabajando con panes de trigo [22], y trigo enriquecido
con diferentes ingredientes [23]. Majzoobi y col [22],
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atribuyeron estos resultados a la formacion de cristales
de hielo en la superficie del pan, los cuales provocan la
destruccion de algunos pigmentos responsables del color
en el producto final.

Parametros Mecanicos

En la Tabla 2 se observan los resultados de las me-
diciones de los parametros texturales en panes de masas
elaboradas y congeladas a diferentes tiempos, y del pan
fresco.

Tabla 2: Parametros texturales de panes elaborados a partir de masas
almacenadas congeladas: firmeza (f), elasticidad (e), cohesividad (c),
gomosidad (g) y masticabilidad (m); tiempos: fresco, 7, 14, 21y 28 dias.
* Valores medios y desviacion estandar.

Diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa
entre los datos (p<0,05).

Pardmetros Texturales
Dias
()" e%” c% g (N m (N)*

0 | 86.63+9.72 | 92.4+127% | 54.6+1.70° | 47.1+3.13% | 43.61+3.4°

7 [241.9+24.7°| 90.9 £0.072 | 65.5+0.57> [ 158.34 + 14.8" | 143.82 +13.4°
14 |244.9 +1.40° | 90.8 +0.92% | 58.3 + 3.04° | 142.66 + 6.51° | 129.40 = 4.5°
21 |237.5+21.8°(90.7 £ 0.0012 | 62.6 +2.83" | 148.50 + 6.95° | 134.70 = 6.2°
28 [252.8+56.1°| 89.6+4.312 | 50.2 + 1.77¢ | 127.34 + 32.5° | 114.74 + 34.6°

La firmeza se vio afectada por el proceso de congela-
cidn; se observo una diferencia significativa (p<0,05) entre
el pan fresco y los congelados, no asi entre los congelados.
La firmeza de la miga es causada por cambios en la estruc-
tura del almiddén; una explicacion para el aumento de la
firmeza seria el crecimiento de los cristales de hielo duran-
te el almacenamiento de la masa que daiia la estructura [8].
Simmons; Smith y Vodovotz [17] que estudiaron pan con
harina y leche de soja, llegaron a la conclusion de que la
soja minimiza los cambios durante el congelado y conduce
a cambios minimos en la dureza al compararlo con pan
elaborado con harina de trigo; sin embargo, Carr y Tadini
[8] trabajando con panes de harina de trigo obtuvieron
aumento en la firmeza recién a partir del dia 21 de alma-
cenamiento congelado. Gallagher y col [2], encontraron
que la ausencia de gluten incrementa el movimiento del
agua desde la miga hacia la corteza resultando una miga
mas firme en panes libres de gluten, atin sin el proceso
de congelacion. La elasticidad no fue significativamente
influenciada por la temperatura y tiempos de almacena-
miento congelado (p>0,05), probablemente debido a la
formulacion, donde las proteinas de la soja interactian
fuertemente con el agua al igual que el almidon, originando
panificados mas elasticos y posiblemente menos propensos
a dafios por congelacion. Simmons; Smith y Vodovotz [17]
compararon su formulacion con panes de harina de trigo y
llegaron a la conclusion que los frescos tenian elasticidad
similar, mientras que hubo disminucion significativa
cuando se congelaron.

La cohesividad se vio afectada significativamente
(p<0,05) por la congelacion y por el tiempo de almacena-

miento llegando incluso a valores menores que el fresco, a
los 28 dias. Un comportamiento similar pudo ser observado
por Carr y col [8].

En los pardmetros gomosidad y masticabilidad hubo
diferencia significativa (p<0,05) entre el fresco y los
congelados, no asi entre los congelados, por lo tanto no se
ven afectados por el tiempo de almacenamiento. Leray y
col [24], estudiaron masas libres de gluten con el agregado
de diferentes emulsionantes y no obtuvieron diferencias
entre fresco y congelados en gomosidad y cohesividad, que
recién aumentaron al dia 28 de almacenamiento. Los panes
elaborados con harina y leche de soja [17] no sufrieron
cambios en la cohesividad y masticabilidad durante el
tiempo de almacenamiento congelado.

De la comparacion realizada con diferentes formula-
ciones se deduce la importancia de la formulacion en las
respuestas de cada parametro de textura.

Analisis sensorial

Los resultados obtenidos de las pruebas afectivas- des-
criptivas utilizadas, se presentan en la Tabla 3, discrimi-
nando los cuatros atributos evaluados: apariencia, dureza,
masticabilidad y sabor.

Tabla 3: Resultados del andlisis sensorial de panes provenientes de
masas almacenadas congeladas a diferentes tiempos: fresco, 7,14, 21
y 28 dias.

Parametros Tiempo de almacenamiento
fresco 7 dias | 14 dias | 21 dias | 28 dias
compacto 0 8 6 7 4
Apariencia

€spon;joso 15 7 9 8 11
duro 0 4 7 4 2
Dureza firme 6 8 4 10 8
blando 9 3 4 1 5
alta 5 1 0 1 2
Masticabilidad regular 8 6 6 10 9
baja 2 8 9 4 4
me gusta mucho 3 0 0 0 0
me gusta 8 7 4 6 8
sabor no me gusta ni 4 5 10 9 7

me desagrada
me desagrada 0 3 1 0 0
me desagrada 0 0 0 0 0

mucho

Con respecto a los frescos se obtuvo 100% de acep-
tacion en la apariencia, dureza y sabor y 80% para la
masticabilidad. En cuanto a los congelados, se observo
una variacion de los porcentajes en los dias 7, 14 y 21 para
los distintos atributos exceptuando masticabilidad. Se con-
sider6 como representativo el dia 28, maximo tiempo de
almacenamiento analizado en este trabajo, donde se obtuvo
un alto porcentaje de aceptacion, ya que en apariencia'y
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masticabilidad fue 73%, dureza 87% y sabor 100%. El
sabor, parametro que en interaccion con el aroma compone
el flavor, es el que mas influencia tiene a la hora de elegir
el producto, segun Annett y col [25].

Cabe destacar que la firmeza se relaciona directamente
con la dureza del pan, mientras que la elasticidad se asocia
con la masticabilidad; lo que indica la importancia de los
resultados que se obtienen en la evaluacidn sensorial ya
que los consumidores son los que determinan la aceptacion
o no del producto. En la Figura 3 se observa la correlacion
obtenida entre la firmeza (instrumental) y dureza (senso-
rial) ponderando un unico valor de dureza en una escala
del 1 al 10, para cada tiempo, dandole un valor numérico
arbitrario a cada nivel (duro = 10; firme = 6; blando = 3).

300

Dureza (sensorial)
O = oW B ;T @
+
R
b
<
firmeza (instrurmental)

v} - ! 10 15 20 25 in ® Dureza

Tiempo de almacenamiento (dias) O firmeza

Figura 3: Correlacién entre dureza (sensorial) y firmeza (instrumental)
de panes frescos y provenientes de masas almacenadas congeladas
durante 7, 14, 21y 28 dias.

Los resultados obtenidos para panes frescos son
similares a otros panes libres de gluten cuya formulacion
incluyen harinas de arroz y aditivos sintéticos [2]; [26]. En
el caso de los congelados, para los atributos de apariencia,
dureza 'y sabor, la variacion en los porcentajes de acepta-
cidn puede deberse a distintos factores, por una parte el
tipo de harina y su interaccion con los demads ingredientes
y por otro lado el tipo de fermentacidon y de levadura uti-
lizada [27]. Por ultimo también el proceso de produccion
ejerce una influencia importante, segun Gale y col [28].
Hay que destacar la masticabilidad de los panes ya que
se mantiene practicamente sin variaciones, a diferencia de
otros con formulaciones a base de trigo [29].

Conclusion

Al evaluar los resultados obtenidos de los productos
finales provenientes de masas congeladas libres de gluten,
elaboradas con fécula de mandioca y harina de maiz, uti-
lizando levadura fresca con textura de pasta comprimida,
se comprobo que la mayoria de los parametros fisicos y
mecanicos que definen la calidad del pan solo se vieron
influenciados por el proceso de congelacidn, no asi por
el tiempo de almacenamiento congelado, con una elevada
aceptacion incluso luego de 28 dias de almacenamiento.

Estos resultados permiten concluir que las masas
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analizadas son capaces de resistir un determinado periodo
de almacenamiento congelado sin que se produzca un
decrecimiento importante en la calidad del pan.
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Resumen

“Internet del Futuro” es llamada a representar dentro de las Tecnologias de Informacién y Comunicaciones en un
futuro no muy lejano, una bateria de conceptos y tecnologias que involucraran a dispositivos, interfaces y software.
Desde la Internet de las computadoras, pasando por la Web 2.0, la tendencia es la ubicuidad y fortalecimiento del
nuevo paradigma de la computacion “datacéntrica”.

En el presente trabajo se analiza la evolucién de las tecnologias y conceptos involucrados, fundamentalmente
considerando a Internet de las Cosas (IoT), los desafios e implicancias que conllevan el acceder a ese dominio al
cual denominamos Internet del Futuro.

Se concluye que los cambios de paradigmas involucrados envuelven a la sociedad toda, debiendo atenderse los
desafios éticos y tecnoldgicos a nivel global. Internet de las cosas debe abocarse a mitigar los riesgos en una
sociedad donde la informacion propia debe ser transparente para aquellos actores seleccionados y totalmente
invisibles para los demas.

Palabras clave: Internet del futuro; Internet de las cosas; Redes inalambricas; Ubicuidad; WSN; RFID.

Abstract

Introduccién

In the near future, within the framework of the Information and Communications Technology (ICT), the internet is
intended to represent a set of concepts and technologies that will involve devices, interfaces and software. From
the internet of computers, through Web 2.0, the trend is ubiquity and the strengthening of the new computing
paradigm aimed at “datacentric” networks. This paper analyzes the evolution of the technologies and concepts
so far involved in the development of Internet of Things (I0T); also, it analyses the challenges and implications
that are in the way to deepen in the domain known as “Future Internet”. A conclusion is settled that the change
of paradigms involves the whole society, and they must be addressed as ethical and technological challenges
worldwide. Internet of things must tackle mitigate risks in a society where its own information should be transparent
to those players selected and completely invisible to others..

Keywords: Future internet; Internet of things; Wireless networks; Ubiquity; WSN; RFID.

comunicarse a través de cualquier conjunto de redes inter-
conectadas (1). Esta suite puede incluir otros protocolos,

Nadie podia prever hace pocos afios el rol que jugaria
Internet en nuestros dias, convirtiéndose en una de las
piedras angulares de nuestra sociedad, siendo elemento
fundamental de soporte en las interacciones sociales y eco-
ndémicas a escala global. Todo comenzé como “Internet de
las computadoras”, una red global de servicios -tales como
la WWW- construida en las capas superiores de TCP/IP.
La “Suite de Protocolos TCP/IP”, comunmente conocida
como TCP/IP por sus dos principales protocolos (Transport
Control Protocol e Internet Protocol), es utilizada para
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aplicaciones e incluso los medios de red, siendo ejemplo
de ello UDP (User Datagram Protocol), ARP (Address
Resolution Protocol) e ICMP (Internet Control Message
Protocol), y aplicaciones como TELNET (Telecommu-
nication Network) , FTP (File Transfer Protocol) y RPC
(Remote Procedure Call). Han pasado los afios y el nuevo
paradigma es la “Internet de las personas”, con ejemplos
concretos como la web social 6 Web 2.0 (2), donde el
contenido es creado y utilizado por los mismos usuarios.
El término “Web 2.0” se ha convertido en soporte
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natural y fundamental con referencia a los patrones de
disefio y modelos de negocio referentes a tecnologia de
Internet y su utilizacion. El concepto es referenciado a
Internet basada en servicios, donde los clientes colaboran
y comparten informacion en linea, aportando asi una
nueva forma de interaccion social. Wikipedia es uno de
los mejores ejemplos de sitios web que han nacido, quién
sabe si al amparo de este concepto, o como motor de ¢l,
dado que su contenido es producido, editado, organizado
y traducido por los propios usuarios (3).

Una serie de conceptos y tecnologias (infraestructuras,
dispositivos, software, etc.) se enlazan indefectiblemente
con “Internet del Futuro” y conforman la tendencia de las
Tecnologias de Informacidon y Comunicacion en los afios
venideros. El tema primordial a considerar es Internet de
alta velocidad con acceso ubicuo. Con ello se habilitaran
nuevas formas de interaccion con el mundo digital. A modo
de ejemplo, vale nombrar que a inicios de Octubre de 2012
los usuarios de Facebook alcanzaban los 1.000 millones de
suscriptores, de los cuales 20 millones son de Argentina.
Facebook es el sitio con mayor audiencia de los usuarios
argentinos (4), conformando solamente el 1,7% del trafico
global a los contenidos del sitio mencionado.

En el futuro, el rol de Internet serd mas evidente a
medida que mas actividades basadas en la red lleguen,
para quedarse, a nuestra vida diaria. Hoy Internet es indis-
pensable. Los usuarios jovenes la utilizan como bandera
generacional y buscan continuamente instrumentarla de
acuerdo a sus preferencias. Internet como la conocemos,
un modelo de capas, permite a los usuarios innovar dentro
de cada una de las capas sin intervencion central, aplicando
toda la inteligencia de la red en los extremos de cada enla-
ce, y no en la red misma. Internet ha sido creada como una
plataforma para innovaciones. Probablemente, Internet en
el futuro poco se parecera a la que conocemos hoy.

Si bien parece ser un término de la jerga técnica, la
computacion ubicua es un modelo posterior de la interac-
cion persona-computadora de escritorio, y es un término
ya utilizado por Mark Weiser en la década de 1990 (5).
Esta permite acceder a nuevos contenidos; fundamental-
mente aquellos generados en escenarios conformados por
innovadores modelos de negocio adaptados a este nuevo
paradigma.

La investigacion sobre “Internet del Futuro”, de una
manera creciente y casi exclusiva, se centra en proyectos
y actividades de lo que se vino en denominar “Internet de
las Cosas” (Internet of Things - IoT -) 6 Internet del Mundo
Real. El desarrollo y avance en estos campos se funda-
menta en el incesante crecimiento del numero de equipos
electrénicos -notebooks, netbooks, teléfonos inteligentes,
nodos sensores- que dia tras dia interactian con el mundo
real en los mas diversos escenarios y situaciones, tales
como trafico vehicular, sitios de ocurrencia de catastrofes o
cataclismos, hospitales, medio ambiente, conflictos bélicos,
etc.

Las condiciones encontradas en estos entornos se ha
vuelto cada vez mas dificil de modelar, por lo que todo
intento de simular dichos entornos con las herramientas
normalmente utilizadas, concluyen casi siempre en re-
sultados que indican una relacién muy pobre y limitada
del comportamiento de los algoritmos y protocolos en
escenarios de la vida real. Para ello se propone en algunos
entornos reemplazar las simulaciones con investigacion
experimental (6). De aqui que laboratorios y redes exis-
tentes representan escenarios reales, a partir de los cuales
se obtienen resultados valederos de éstas investigaciones.

Internet de las Cosas

Después de la WWW (afios 1990) e Internet movil
(afios 2000), se presenta ahora la tercera y potencialmente
mas fragmentada fase de la revolucion en Internet, la [oT
(Internet of Things). loT une los objetos del mundo real
con el mundo virtual, para asi facilitar la conectividad en
cualquier momento y en cualquier lugar para cualquier
cosa, no solo considerando a las personas. Se refiere a un
mundo donde los objetos fisicos y los seres, los datos y los
entornos virtuales; estarian todos ellos interrelacionados
entre si temporal y espacialmente.

La experimentacion en la vida real ha evolucionado
tan rapidamente que hoy se interacttia con el mundo fisico
llevando a “Internet” al escenario elegido. Esto se realiza
generalmente instalando transceptores en distintos elemen-
tos de la vida cotidiana, permitiendo un nuevo modelo de
comunicacion, ya no solamente entre personas y cosas,
sino también entre las cosas entre si (Figura 1).

Cualquier momento

* Ubicuo
*Interior-
exterior
*Dia
*Noche

Tipos de Conexiones

* Ubicuo
* Interior
* Exterior
*En el equipo
*PCaPC (MM
 Humano-Humano (H2H)
*Humano a Cosa (H2T)
*(osa a Cosa (T2T)

Cualquier objeto

Source: [TU
Figura 1: Dimensiones de la comunicacién en las TIC's (7).

Cualquier lugar

De esta manera se adiciona una nueva dimension al
mundo de las comunicaciones en las TIC’s, donde al cono-
cido modelo de Internet: “en cualquier lugar, en cualquier
momento y entre todos” se ha adicionado la conectividad
“entre cualquier cosa”. Con ello las conexiones se multi-
plican exponencialmente y crean una red con una dindmica
completamente nueva, lo que se ha dado en llamar Internet
de las Cosas. IoT no es ni ciencia ficcién ni un boom in-
dustrial, sino que se basa en solidos avances tecnoldgicos
y en nuevos conceptos en cuanto a ubicuidad de las redes.

La utilizacion del término idiomatico IoT ha crecido
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considerablemente, siendo punto de convergencia en con-
ferencias, libros, revistas y programas de investigacion.
Debe notarse, que su utilizacion atin no es comparable a la
importancia que revisten términos como Web 2.0; cuando
se realiza una evaluacion referente a busquedas y/6 accesos
a sitios especificos. Si se considera la distribucion geografi-
ca global de la importancia del término, pareciera que IoT
estd centrada fundamentalmente en Europa.

La idea subyacente en el concepto de IoT es que virtual-
mente cada “cosa” existente en el mundo fisico también
puede convertirse en un elemento que esta conectado a In-
ternet (8). Las “cosas” no necesariamente se convierten en
computadoras, pero se pueden caracterizar como pequefios
dispositivos capaces de diferentes tareas, a las que se les
denominan “cosas” inteligentes. Obviamente ¢sta caracte-
rizacidon debe soportar serios cuestionamientos respecto a
la necesidad que las cosas realmente deberian comportarse
como computadoras para poder ser inteligentes.

Los productos inteligentes no son sindnimo de concep-
tos tales como computacion ubicua 6 inteligencia ambien-
tal (9). Estos conceptos tienden a centrarse en describir
la forma cémo los humanos interactuan con su entorno.
Los elementos inteligentes no son siempre invisibles e im-
perceptibles (10), en realidad son actuadores no reactivos
capaces de adaptarse a los cambios en su medio ambiente
de manera auténoma.

Caracteristicas de 10T

Internet de las Cosas no es algo nuevo (11), (12),
(13). Cuando pretendemos identificar adecuadamente a
IoT indefectiblemente se presenta la cuestion existencial:
(Cuales son las diferencias o similitudes que nos permiten
diferenciar a IoT con internet tal como la conocemos?

Internet de las cosas se ha desarrollado a contracorriente
de la forma usual de desarrollo de las tecnologias, donde se
propone una idea y luego se genera la tecnologia necesaria.
IoT ha cobrado relevancia de la mano de los avances en
el desarrollo y sociabilizacion de nuevo hardware durante
la década del 2000, avanzando en la miniaturizacion de
los dispositivos, el aumento en la capacidad de procesa-
miento y de transmision, y de la mano de nuevas técnicas
de ahorro energético. Ello ha conllevado asimismo que
los costos de produccion decrezcan continuamente a
lo largo del tiempo, fundamentalmente por cuestiones
de escala, hasta convertirse en asequibles por cualquier
persona (14).Se diferencian claramente a las tecnologias
que contribuyen al desarrollo de 10T, asi como a aquellas
que potencialmente le adicionarian valor al dominio, las
que se indican en la Tabla 1.
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Tabla 1: Tecnologias e Internet de las Cosas

Tecnologias que Contribuyen
directamente al desarrollo
de Internet de las Cosas

Tecnologias que pueden llegar a
adicionar valor a Internet de las Cosas

Interfaces maquina-maquina
(M2M) y protocolos de

comunicacion electrénica Etiquetado Geografico

Microcontroladores Biometria
Comunicacion inaldmbrica Maquinas de Vision
Tecnologia RFID Robotica

Tecnologia de almacenamiento Realidad aumentada

de energia Escenarios paralelos
Sensores Telepresencia
Actuadores Interfaces tangibles

Software
Tecnologia de localizacion

Tecnologias limpias

Definitivamente [oT nace como consecuencia de la
existencia de tecnologias disponibles en el medio, tales
como la identificacion por radiofrecuencia (RFID) y de
las redes inalambricas de sensores (WSN). La utilizacion
de ambas tecnologias a lo largo del tiempo no ha sido
coincidente en cuanto al dominio de aplicacién de cada
una de ellas.

Las WSN han sido preferidas en estudios e interaccion
con el ambiente y situaciones de emergencias y desastres.
RFID ha sido concebida como una herramienta ligada a
las cadenas de abastecimiento de diferentes productos.
Las primeras hacen uso de capacidades limitadas de pro-
cesamiento, almacenamiento, transmision y agregacion de
datos; tareas que son realizadas solamente en parte por
RFID. Estas diferencias han conllevado consecuentemente
a lineas de investigacion diferentes, por mas que ambas
utilizan a las TIC’s para interactuar con el mundo fisico.

El establecimiento de una red de sensores se determina
principalmente por la aplicacidon necesaria de la red. Nor-
malmente las tareas comunes a la mayoria de las redes de
éste tipo se encuadran en la determinacion del valor de
algin parametro en un lugar geografico determinado, de-
teccidn de la ocurrencia de eventos de interés, Clasificacion
un objeto detectado y Monitoreo de un objeto (14).

Las etiquetas RFID son unos dispositivos pequefios,
similares a una calcomania, que pueden ser adheridas o
incorporadas a un producto, un animal o una persona;
existiendo una gran variedad de dispositivos con diferen-
tes capacidades de computo y comunicacion; llegando a
utilizarse, como ejemplo, en hospitales mediante las cuales
se indica diagnostico y tratamiento indicado a cada uno de
los pacientes (15).

Se ha verificado en diferentes trabajos que ambas tec-
nologias convergen en prestaciones y capacidades (14), por
lo que se estima que en un futuro no muy lejano llegaran
a fundirse (Figura 2).
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Identificador RF Red Inalambrica
(RFID) de Sensores (WSN)
RFID ___, RFID ___Qispositivos __ pispositivos
pasivo activo integrados Potentes |
l Sin baterias Fuente energia Recursos limitados >> Recursos |

Hase

Tamaiio, consumo energético, Recursos fisicos, funcionalidad y costo >

Figura 2: Convergencia de tecnologias RFID y WSN.

Infraestructura loT

La infraestructura necesaria para soportar [oT ha ido
evolucionando rapidamente los tltimos afios. Hoy con el
advenimiento IPv6 y de la posibilidad tedrica de direccio-
namiento de alrededor de 340 undecillones de dispositivos
(2128) (16) se obtiene una inagotable capacidad de admi-
nistracion de dispositivos para la red soporte. El nimero de
teléfonos moviles para fines de 2011 alcanzaron las 6.000
millones de unidades (17) convirtiéndose en la tecnologia
lider en inversiones en cuanto a telecomunicaciones.
Debido a este inusitado desarrollo, inversiones y avances
en la telefonia movil, esta tecnologia ha derramado en
otras tecnologias emergentes la posibilidad de un rapido
desarrollo.

Hoy, estamos viviendo un cambio en la forma de acceso
a la red, desde el acceso primario por medio de PC hacia
los dispositivos moviles (teléfonos inteligentes, portatiles
o Tabletas PC). Los dispositivos son proporcionados al
usuario final con una cantidad cada vez mayor de sensores
y actuadores. La combinacidn de estos elementos crea un
entorno capaz de percibir, calcular, y por lo tanto actuar
inteligentemente como parte de la red. Los diferentes
objetos fisicos del presente, cada vez mas frecuentemente
son presentados con sus tarjetas RFID o cddigos de res-
puesta rapida (QR-Codes). Este tipo de combinaciones
interconectan al mundo fisico con internet, utilizando casi
ineludiblemente dispositivos inteligentes.

Caracterizacion de loT

La Internet del mundo real se basa en la ubicuidad de
los dispositivos méviles y la proliferacion de redes inalam-
bricas, permitiendo a todos el acceso permanente a Internet
continuamente y en cualquier lugar.

El aumento de la capacidad y potencia de computo

de los dispositivos ayudara a las personas a generar sus
aplicaciones, las que seran propias para cada actividad
social y cognitiva. La independencia del vinculo fisico
visible no importa solamente en los dispositivos de usuario,
otros elementos (prendas de vestir, neumaticos, cepillos
de dientes, edificios) pueden conectarse y colaborar com-
portandose como un elemento mas de una red global de
dispositivos, con conectividad a diferentes nodos a través
de redes locales 6 globales (8).

Si bien existen algunos experimentos embrionarios
bien conocidos -Arduino, Nabaztag, Pachube, Touchatag,
Thingspeak, Cosm-, el camino a recorrer es bastante largo
aun. Hoy los objetos pueden intercambiar informacion en
una “Intranet de cosas” en ambientes donde los procesos
son controlados. La cuestién aun no resuelta tiene que
ver con la interconexion a Internet de las Cosas, que por
definicion deberian ser abiertas, aleatorias y complejas.

Cabe preguntarse ahora: (Es 10T solamente otra cara de
conceptos bien conocidos respecto a la computacién
inaldmbrica, inteligencia ambiental, de las WSN y RFID?
¢Qué es realmente 10T? ;Cuales son sus principales
componentes?

Entre las diferencias sustantivas con Internet, tal como
la conocemos hoy, encontramos a la invisibilidad del hard-
ware, al nimero de nodos participantes, la conectividad,
la orientacién de los servicios y la especificidad de tarea.

Por norma, el hardware destacado para IoT es conside-
rablemente diferente a lo que estamos acostumbrados a ver
en las redes contemporaneas. Esto se debe fundamental-
mente a que el proposito de ambas tecnologias es comple-
tamente diferente. Mientras las terminales de Internet estan
normalmente establecidas por computadores personales
utilizadas como estaciones de trabajo, y teléfonos moviles
con una amplia gama de recursos; en el dominio de [oT las
terminales de red son de tamaifio insignificante, y en mu-
chos casos incluso invisibles y de muy baja disponibilidad
de recursos. Las diferencias paradigmaticas, pasan por la
necesidad de las primeras (internet de hoy) de permanecer
conectadas a la red de energia eléctrica, contra la necesidad
de las “cosas” de funcionar durante largos periodos de
tiempo antes de desaparecer o extinguirse. Comparando los
procesos de transmision y recepcidn, potencia de calculo,
capacidad de almacenamiento y consumo energético, los
nodos IoT poseen una fraccion de las capacidades de las
terminales/servidores actuales.

Otra de las reglas fundamentales que se cumple en
el dominio IoT, es que los dispositivos no interactuan
directamente con humanos. Existen mas de 4.109 teléfonos
moviles inteligentes; mas de mil trescientos millones de
computadoras personales, camaras de diferentes tipos,
PDAs y servidores (18) que prestan servicio para que
permanezcamos interconectados el 33% de las siete mil
millones de personas que habitamos el planeta.
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Estos nimeros semejan ser inconmensurables, pero
no son mas que una fraccion de la totalidad de “cosas”
que se crean y fabrican todos y cada uno de los dias.
Consideremos solamente a aquellos productos que portan
un microprocesador y que no poseen la capacidad de
comunicarse, tales como lavarropas, cepillos electrénicos,
heladeras y televisores. Considerando la potencialidad que
a los dispositivos mencionados se adicione un transceptor;
debe considerarse en todo momento que las personas no
pueden pretender comunicarse con ellos directamente;
y sobre todo la necesidad de la existencia de una nueva
infraestructura de red que soporte todo el trafico generado
por estos dispositivos.

Las tecnologias ofrecidas al usuario de Internet como
ultima milla, han avanzado considerablemente, posibilitan-
do alta capacidad de trafico, y un excelente nivel de calidad
de servicios de transmision de voz, datos, video y otros. En
las acometidas domiciliarias por medios fisicos como cobre
y fibra dptica, un valor normal de trafico de datos alcanza
a los 5 Mbit/s. En el futuro cercano este valor alcanzara
los 50-100 Mbit/s. En las redes de sensores inalambricas
-WSN- y de Identificacion por Radiofrecuencia -RFID- la
velocidad de transferencia es de 3 6rdenes menos, rondan-
do los 150 kbit/s.

Hoy en Internet, la gran mayoria de los servicios estan
orientados a los usuarios finales (e-mail, www, chat,
VoIP, FTP, comercio, etc). [oT viene a definir un rango de
servicios, que excluye taxativamente la posibilidad de la
intervencion directa del humano. En la mayoria de las apli-
caciones en el dominio de IoT, los dispositivos inteligentes
se comunican entre ellos de la forma M2M, aprobando la
interaccion con humanos solamente ante la necesidad de
tomar ciertas decisiones. En este punto se debe recordar
el concepto computacidon ubicua, entendiéndola como la
integracion de las TIC's en el entorno de las personas, de
forma tal que los ordenadores no se perciban como objetos
fisicos bien diferenciados (5).

La historia del éxito econémico de Internet ha comen-
zado con la WWW, que ha permitido a empresas alcanzar
a los clientes en forma global para asi proveer y distribuir
contenidos a costos muy bajos. Con la web 2.0 se ha avan-
zado en contenidos generados por los propios usuarios.
IoT permite que el mundo fisico (cosas y lugares) generen
datos de manera autonoma. [oT nace para llevar la red
hacia el evento, permitiendo aumentar la granularidad del
acto de “sentir”, adicionando millones de terminaciones
nerviosas nuevas (equipos); y con ello habilitando una
herramienta que permite adentrarse a un nuevo mundo de
oportunidades, desafios, como también de nuevos riesgos.

¢Es Internet de las Cosas una nueva Red?
De acuerdo a lo considerado hasta aqui se podria ar-
gumentar que IoT no es mas que una nueva aplicacion en

Internet; con varios elementos que actualmente conocemos
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como servicios en Internet. Algunos autores consideran por
ello que IoT es una exageracion y que deberia ser conside-
rada un servicio y ser llamado “web de las cosas” (19). Se
debe convenir que esta vision requiere de bloques de bajo
nivel necesarios para direccionar e identificar univocamen-
te cada una de las cosas inteligentes, interconectandolas
con los vinculos de tltima milla y luego con Internet. Por
ello se puede contextualizar a [oT como una extension de
Internet hacia el mundo real, dado que no existe diferencia
entre infraestructura y nivel de aplicacion. Son fundamen-
tales en este dominio las cuestiones relacionadas con la
posibilidad de establecer inter-operatividad total entre
los diferentes dispositivos, a los cuales se los vislumbra
cada vez con una mayor capacidad y con ello una mejor
adaptacion y comportamiento autonomo; garantizando asi
confianza, seguridad y privacidad.

Los problemas tipicos en este tipo de redes es que
precisan de soluciones y desarrollos sobre la eficiencia
tecnoldgica -energia, capacidad de calculo y poder de
procesamiento-, la cual debe trascender la pretendida
escalabilidad. Tal vez pueda considerarse en este caso
transformar a los objetos interconectados en actores reales
de Internet, desarrollando e implementando las metodolo-
gias correspondientes.

Desafios identificados

Las lineas de investigacion establecidas en el derrotero
hacia la aceptacion definitiva de IoT por la industria y la
sociedad consideran a los siguientes tdpicos: estandariza-
cion, privacidad, autenticacion, seguridad, confiabilidad,
integracion, coordinacion y regulacion.

La estandarizacion es un requerimiento primordial ha-
cia la globalidad de IoT, facilitando con ello la aceptacion
masiva. El hecho debe permitir aceptar la tecnologia de
conectividad ubicua propuesta abarcando a tal cantidad de
objetos sin sacrificar nada de privacidad. Cada uno de los
elementos de IoT debera ser etiquetado con el proposito
de identificacion y seguimiento; debiendo estar protegido
contra accesos indebidos y/o intercepcion de trafico por
medio de autenticacion.

La comunicacién “maquina a maquina -M2M-"" por
cable, inalambrica 6 mdvil es una tecnologia disponible
hace ya un tiempo, que se ha popularizado con los ser-
vicios de red inalambricos. Es la forma mas popular de
comunicacion en Internet de las Cosas (IoT) actualmente.
Debido a factores de escala y diseflo, existen importantes
vulnerabilidades en cuanto a seguridad que deberan ser
estudiadas y subsanadas en el futuro préximo.

La confiabilidad y privacidad de la informacion en la
red es otra de las cuestiones en juego. La confiabilidad
implica autenticidad de la informacién en transito, de la
identificacion inequivoca de los actores en la comuni-
cacion, como también un reaseguro de la calidad de las
mediciones efectuadas por los equipos desplegados.
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Todo lo anterior debe ser coordinado de una manera
tal que permita la utilizacion eficiente de la informacion
colectada, siendo precisas para ello la colaboracion y coo-
peracion de las personas, aplicaciones, procesos y servicios
a integrarse en el dominio IoT.

Las regulaciones en los diferentes escenarios es una
tarea complicada toda vez que involucra a las leyes y
preceptos locales, gubernamentales e internacionales. La
auto-regulacion es una propiedad pretendida en los dispo-
sitivos de la nueva generacion por ser rentable y eficiente;
pero en realidad la mayoria de los mismos no soportara
esta caracteristica.

Conclusiones

Hace un tiempo el nimero de dispositivos interconec-
tados ha alcanzado al numero de personas que habitamos
el planeta. Estos dispositivos no se conforman exclusiva-
mente de teléfonos inteligentes y tabletas. Existen imple-
mentaciones tan disimiles como aquellas para el control de
establos atendiendo al estado de salud o alimentacion de
los animales, como en ambientes donde se vigila la salud
humana en hospitales y/o en residencias geriatricas.

El cambio experimentado de paradigmas envuelve a
la sociedad toda, debiendo atenderse los desafios éticos
y tecnologicos a nivel global. El crecimiento de la red sin
ningln tipo de regulacion o interferencias podria devenir
en una sociedad bajo vigilancia, donde la privacidad de
cada uno de los individuos se veria fuertemente amenazada
por el registro de viajes, derroteros, ubicaciones y transac-
ciones econdmicas. Internet de las cosas debe abocarse a
mitigar los riesgos en una sociedad donde la informacion
propia debe ser transparente para aquellos actores seleccio-
nados y totalmente invisibles para los demas.

El desarrollo de IoT depende de la dinamica de la
innovacioén tecnoldgica en campos tan diversos como los
sensores inalambricos, la nanotecnologia, y el software
para sistemas embebidos. Las redes seran en el futuro un
negocio prospero y de bajo costo, y la dependencia de la
tecnologia podria convertirse en un problema serio para las
generaciones por venir.

Ademas del enfoque en las redes; las tecnologias
subyacentes tales como acceso movil, redes inaldmbricas
y redes de fibra; siguen siendo los factores clave para el
desarrollo de Internet en el futuro. Los principales desafios
son el soporte de aplicaciones para banda ancha movil,
manejo de escenarios, escalabilidad incluyendo soporte
QoS, seguridad y confiabilidad.
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Resumen

Las mediciones de propiedades eléctricas han sido exitosamente utilizadas en trabajos anteriores para caracterizar
mezclas de metilésteres de acidos grasos (FAME - fatty acid methyl esters) obtenidas a partir de aceite de soja. En
este trabajo se muestra que esta técnica puede ser también utilizada en FAME producido a partir de otros aceites
vegetales. Esta generalizacion es relevante en el ambito industrial, en mediciones de laboratorio, en control de
calidad y para realizar medidas en linea en sistemas automaticos de produccion.

En este trabajo se determinoé la dependencia de la permitividad y la conductividad con la temperatura de mezclas
de FAME obtenidos a partir de aceite de girasol, maiz, uva, chia, canola, jatropha, coco y algodon entre 300K
y 343K, para frecuencias desde 20Hz hasta 2MHz. En todas las muestras estudiadas la permitividad presenta
una dependencia lineal decreciente con la temperatura, en tanto la conductividad presenta una dependencia
exponencial (modelo de Arrhenius), con energias de activacion entre 0,20 eV y 0,25 eV.

Palabras clave: Permitividad; Conductividad; FAME; Biodiesel; Propiedades eléctricas.

Abstract

Introduccién

Electrical properties measurements have been successfully applied in previous works to characterize mixtures of
fatty acid methyl esters (FAME) obtained from soybean oil.

In this work, it is shown that these techniques may be applied to FAME samples from other feedstocks. This
generalization is relevant in industrial applications, as well as in laboratory measurements, quality control and “on
line” production systems. Permittivity and conductivity dependences on temperature were determined between
303 K and 343 K in the frequency range 20 Hz to 2 MHz in FAME samples from sunflower, corn, grapeseed, chia,
canola, jatropha, coconut and cottonseed oils. In all the samples analyzed permittivity decreases linearly with
temperature, and an exponential (Arrhenius) function fits well the conductivity data, with activation energies
between 0,20 eV and 0,25 eV.

Keywords: Permittivity, Conductivity, FAME; Biodiesel, Electrical properties.
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Las mezclas de metilésteres de acidos grasos (FAME) ROH

se obtienen a partir de aceites vegetales mediante una
reaccion denominada transesterificacion. En la misma,
reacciona un alcohol (usualmente metanol) con un aceite
de origen vegetal (¢éster) y se obtiene otro alcohol (glicerol)
y otro éster (Figura 1) [1, 2, 3].

Figura 1: Esquema de la reaccion de transesterificacion. R'OH y R"OH
representan quimicamente los alcoholes, y los grupos con el doble
enlace de oxigeno representan los ésteres.

En la préctica, la reaccion es catalizada con hidroxido
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de sodio. Ademas, normalmente se trabaja con exceso de
alcohol, con el objetivo de que la reaccion (de equilibrio)
se desplace hacia los productos. Tanto el hidréxido de
sodio como el alcohol en exceso son removidos mediante
sucesivas etapas de lavado con agua, de modo de asegurar
la calidad del producto final.

Si bien la principal aplicacién de FAME es como
biocombustible (biodiesel), tanto puro como en mezclas
con Diesel, es importante sefialar que también se utiliza
en muchas otras aplicaciones, tales como aislante liquido
de transformadores de distribucion y de potencia [4], en
la industria cosmética, y en la fabricacion de pinturas,
barnices, tintas, etc. [5].

Para que una muestra de FAME pueda ser considerada
biodiesel, los valores de ciertas propiedades (por ejemplo
la viscosidad, el indice de acidez y la densidad) deben
estar dentro de los rangos establecidos por las normas
internacionales. Si en una muestra dada se miden todas las
propiedades establecidas en las normas internacionales, y
al menos una propiedad toma valores fuera de los rangos
permitidos, entonces tal muestra no puede ser considerada
como biodiesel.

Existen dos propiedades eléctricas que, si bien hasta
el presente no estan contempladas en las normas inter-
nacionales de calidad de biodiesel, brindan informacion
util sobre las muestras de FAME. Estas propiedades son
la permitividad y la conductividad, y pueden ser medidas
mediante espectroscopia dieléctrica. Esta técnica es rapida,
no destructiva, econémica y adecuada tanto en laboratorio
como en aplicaciones industriales, incluyendo sistemas
automaticos de control “en linea” [6, 7, 8].

Las mediciones de conductividad y permitividad per-
miten detectar la presencia de contaminantes polares como
agua, hidroxido de sodio y alcohol, que afecta de forma
negativa la calidad de la materia prima y del producto final
[9, 10, 11]. Ademas, posibilitan diferenciar entre muestras
de aceite vegetal y de FAME.

El Grupo de Energias Renovables (GER) de la Facultad
de Ingenieria de la Universidad de Buenos Aires ha estado
produciendo y caracterizando FAME durante muchos
afios, a partir de aceites vegetales. El GER también estudia
técnicas de produccion automatica en la planta piloto. La
caracterizacion de FAME para su uso en motores Diesel se
lleva adelante mediante la medicioén de propiedades reque-
ridas en normas internacionales [12,13] y de propiedades
eléctricas.

Cabe destacar que el GER publicé anteriormente
estudios de FAME obtenidos a partir de aceite de soja
en las distintas etapas de produccion [8,14]. Dado que
en la actualidad se utiliza una amplia variedad de aceites
vegetales para la produccién de FAME en diferentes paises
[15], en este trabajo se extendid a otros aceites vegetales la
investigacion realizada con el aceite de soja [14].
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Materiales y métodos

Se analizaron muestras de FAME obtenidas a partir de
ocho aceites vegetales, tanto comestibles (girasol, maiz,
uva, chia y canola) como no comestibles (coco, algodon
y jatropha). Las muestras fueron producidas mediante la
transesterificacion entre cada aceite y metanol. La relacion
aceite-alcohol fue 25% (V/V). La reaccion se llevd a cabo
con agitacion continua a 60°C utilizando hidréxido de
sodio como catalizador. El FAME asi obtenido fue puri-
ficado mediante etapas de lavado y secado para eliminar
impurezas. Los aceites vegetales comestibles fueron ad-
quiridos en envases comerciales, mientras que los aceites
no comestibles fueron donados por productores argentinos.

La permitividad relativa compleja £, de una sustancia
es una propiedad vinculada a la acumulacion y disipacion de
energia debidas a la accién de campos eléctricos externos;
en este trabajo se supone que los campos tienen variacion
temporal arménica con frecuencia angular @ (@ =27f,
y f esla frecuencia del campo expresada en Hz).

Es posible obtener la permitividad relativa €, (60, T )
relativa de una sustancia mediante mediciones de capa-
cidad eléctrica. La capacidad en vacio C, de una celda
de medicion dieléctrica (analoga a un capacitor de placas
paralelas) puede suponerse independiente de la frecuencia
y de la temperatura y con resistencia ¢ inductancia des-
preciables en el rango de frecuencias estudiado en este
trabajo. Cuando se introduce un dieléctrico en la celda,
en general la capacidad depende de la temperatura y, si las
pérdidas del dieléctrico no son despreciables, la capacidad
pasa a representarse mediante un nimero complejo, como
se muestra en la Ec. 1

C(0,7)=C(0,T)-C "(,T) (Ec. 1)

donde C (w, T ) representa los efectos de acumulacion
de energiay C ' (a), T ) representa los efectos de disipa-
cién de energia. El cociente entre la capacidad C (a),T )
de la celda llena con la muestra en estudio y la capacidad
envacio C, es la permitividad relativa compleja €, dela
muestra a la frecuencia angular @ y a la temperatura 7,
como se indica en la Ec. 2

% =¢,(0.T)=¢(0.T)-is(0.T)

o

(Ec.2)

donde @ es la frecuencia angular del campo externo,
T es la temperatura de la muestra expresada en grados
Kelvin, y 8; (a),T) y 8: (a),T) son, respectivamente,
las partes real e imaginaria de la permitividad relativa
compleja.

El sistema de medicién de propiedades eléctricas utili-
zado [16, 17] se esquematiza en la Figura 2.
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Figura 2: Esquema del sistema de medicion.

El generador de sefiales produce un barrido de frecuen-
cias desde 20Hz hasta 2MHz. Las sefiales excitan la celda
termostatizada - que contiene la muestra de la sustancia en
estudio- a través de la interfaz de medicion. Un capacitor
de referencia de valor conocido se encuentra conectado a
la interfaz y también es excitado por las sefiales emitidas
por el generador. Las sefales de la celda bajo estudio y del
capacitor de referencia son captadas por el osciloscopio
digital, comparadas en modulo y fase y enviadas a la com-
putadora personal (PC), donde son almacenados los datos;
las mediciones son controladas por la PC. La comparacion
en mddulo y fase de las sefiales de la celda portamuestras
y del capacitor de referencia permite conocer el valor de la
capacidad de la muestra y posteriormente, como se indico
con anterioridad, obtener los valores de la permitividad
relativa compleja.

A cada temperatura, las partes real e imaginaria de la
permitividad relativa compleja fueron descriptas como
funciones de la frecuencia mediante las Ecs. 3 y 4 de
la Seccion Resultados y Discusion. Para determinar los
parametros se empled un algoritmo no-lineal de cuadrados
minimos (Leventhal-Marquardt) a fin de minimizar el error
cuadratico medio del ajuste.

Resultados y Discusion

A partir de las mediciones realizadas, se obtuvieron los
espectros dieléctricos de las ocho muestras de FAME me-
didas, para frecuencias entre 20Hz y 2MHz y temperaturas
entre 300K y 343K con una precision de + 0,1K. Como
ejemplo, las Figuras 3 y 4 muestran los valores de las par-
tes real e imaginaria de la permitividad relativa compleja
en funcion de la frecuencia. Se trata de una muestra de
FAME obtenida a partir de aceite de chia, medida a una
temperatura de 343K.
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Figura 3: Parte real de la permitividad relativa compleja en funcion de
la frecuencia.

0.9
0.8
e 0,7
0,6
0,5
0.4
0,3
0,2
0,1
0 P
1.E+01  1E+02  1E+03  1E+04  1E+05
Frecuencia w [Hz]

T=343K

1,E+06

Figura 4: Parte imaginaria de la permitividad relativa compleja en
funcion de la frecuencia.

En cada figura, los valores experimentales estan re-
presentados con puntos, el ajuste con linea continua y los
limites de las bandas de incertidumbre con lineas puntea-
das. El ancho de cada banda de incertidumbre corresponde
a dos veces el error cuadratico medio del ajuste. Cabe
destacar que todas las muestras de FAME presentadas en
este trabajo, en todo el intervalo de temperaturas estudiado,
presentan dependencias cualitativamente similares.

En el rango de frecuencias estudiado, la parte real de la
permitividad relativa 8; de las sustancias medidas resulto
independiente de la frecuencia, como muestra la Ec. 3
£, (a),T) =g, (T) (Ec. 3)
donde T es la temperatura expresada en K.

Por otro lado, la disipacion de energia se debe princi-
palmente al movimiento de portadores de carga, los cuales
aparecen tanto por la presencia de contaminantes como
por efectos térmicos, ya que los efectos de relajacion se
producen a frecuencias mucho maygres que la maxima fre-
cuencia de medicion d“e este trabajo Z&‘ " 0). Entonces,

pol
la parte imaginaria &, puede escribirse del siguiente modo
" ol\T
e (@,T)= ol7) (Ec. 4)
g @

o
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donde g, €s la permitividad del vacio 8,85 x 102 %
y O es la conductividad de la sustancia en estudio expre-
sada en S/ . La expresion resultante de la permitividad
relativa compleja para este caso, se indica en la Ec. 5.

¢ (07)= (1)1 70

o

(Ec.5)

Al aplicar un campo externo a una sustancia dieléc-
trica, como las muestras estudiadas en este trabajo, los
momentos dipolares moleculares tienden a alinearse con
el campo externo. Por un lado el movimiento debido a la
agitacion térmica se opone al ordenamiento de los mismos;
por otro lado la densidad molecular disminuye debido a
la dilatacion del fluido por el incremento de temperatura.
Se comprende asi que & r (T ) tienda a decrecer a medida
que la temperatura aumenta. En el rango de temperaturas
estudiado en este trabajo, es posible ajustar la dependencia
de 8; mediante una funcion lineal, como se indica en la
Ec. 6

()= (T )+ ng

(T-T)  (Ec6)

donde 5; (To) es la parte real de la permitividad relativa

a la temperatura de referencia T =318K vy %5 es el
coeficiente de temperatura a la temperatura de referencia,
expresado en 1.

Por otra parte, el valor de la conductividad O'(T ) au-
menta rapidamente a medida que aumenta la temperatura,
y puede ser ajustado como se indica en la Ec. 7

o(T)= Aexp(BT) (Ec.7)
donde las constantes A y B son mayores que ceroy T es la
temperatura expresada en K.

La Figura 5 muestra mediante simbolos los valores de
&, enfuncionde 7' =T, (con 7, =318K )y con lineas
continuas los ajustes lineales para cada una de las muestras
de FAME medidas.
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Figura 5: Parte real de la permitividad en funcion de la temperatura de
muestras de FAME obtenidas a partir de aceites vegetales.
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En todos los casos, el valor de g; se ajusto bien a
una funcién lineal decreciente con la temperatura, con
coeficientes de correlacion R? comprendidos entre 0,985
y 0,998.

Los parametros de ajuste de la Ec. 6 y sus incertezas
fueron obtenidos a partir de los valores experimentales.
Los valores de 8; (To) y ‘;; para 7 = 318K para cada

muestra de FAME estudiada se muestran en la Figura 6.
En todos los casos las bandas de incerteza corresponden a
dos desvios estandar.
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Figura 6: Parametros de ajuste de la parte real de la permitividad para
FAME producidos a partir de diferentes aceites vegetales.

Los valores de 8; (T = 318K) de las muestras de
FAME obtenidos a partir de distintos aceites vegetales
estuvieron comprendidos entre 3,08 (coco) y 3,26 (chia).
En todos los casos, la incertidumbre relativa fue menor al
0,35%. Los valores de 9%, estuvieron comprendidos entre
-4,4x103 (FAME obtenc{({o a partir de aceite de canola) y
-6,2x103 (FAME obtenido a partir de aceite de algoddn).
La incertidumbre relativa para este parametro estuvo
comprendida entre 5% y 14%.

Los resultados expuestos indican que los valores de la
parte real de la permitividad de las muestras de FAME
estudiadas no dependen apreciablemente del origen del
aceite vegetal utilizado. Esto es debido a que la estructura
molecular de los FAME varia poco al utilizar para su pro-
duccidn aceites vegetales de distintos origenes [9,14]. Esta
independencia respecto al origen del FAME se observa
también en otras propiedades fisicas y quimicas especifi-
cadas en normas internacionales, las cuales toman valores
contenidos en intervalos estrechos. La correlacion entre
algunas de esas propiedades y las propiedades eléctricas
de FAME fue reportada en aceite de soja [9,18]. Asi, las
mediciones de la parte real de la permitividad pueden ser
utilizadas para detectar la presencia de contaminantes,
como restos de metanol o aceite no transesterificado (es
decir, aceite que no reacciona con el metanol).

La conductividad en funcion de la temperatura de las
muestras de FAME estudiadas se grafica en la Figura 7, en
escala semi logaritmica. Los simbolos indican los valores
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de O'(T) obtenidos para las muestras de FAME a distintas
temperaturas, a partir del ajuste de la Ec. 4, y las lineas
representan los ajustes como se indica en la Ec. 7.

La dependencia exponencial permite analizar los
resultados experimentales con un enfoque diferente. En
lugar de describir la dependencia de la conductividad con
la temperatura mediante la Ec. 7, es posible ajustarla con
una funcion de tipo Arrhenius como indica la Ec. 8:

o(r)=, exp(gj

donde el parametro d puede considerarse proporcional

(Ec.8)

a una energia de activacion AE expresada en J , siendo

d= T k es la constante de Boltzmann (1,3806503 x 10 -3

JKy O, es el factor pre-exponencial expresado en y .
m
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Figura 7: Conductividad en funcién de la temperatura para FAME
producidos a partir de diferentes aceites vegetales.

La Ec. 8 permite calcular la energia de activacion de
la conductividad eléctrica, la cual indica la rapidez de
variacidn de la conductividad al variar la temperatura.
Los valores de energia de activacion AE asi obtenidos
estuvieron comprendidos entre 0,20 eV (FAME obtenido
a partir de aceite de algodon) y 0,25 eV (FAME obtenido
a partir de aceite de girasol) y tuvieron, en todos los casos,
incertidumbres relativas menores al 12%, con coeficientes
de correlacion R? mayores que 0,980 indicando que la
correlacion estadisticamente significativa (Tabla 1).

Tabla 1: Parametros de ajuste: factor pre-exponencial o,, energia de
activacion AE y coeficiente de correlacion R2 para FAME producidos a
partir de diferentes aceites vegetales.

Materia prima o [S/m] AE [eV] R?

Girasol 2,06E-06 0,25 + 0,02 0,980
Chia 1,04E-06 0,20 + 0,01 0,984
Algodon 1,02E-05 0,24 0,01 0,999
Canola 1,00E-06 0,23 + 0,02 0,983
Coco 8,73E-05 0,20 + 0,01 0,999
Maiz 2,06E-06 0,21 +0,01 0,991

Uva 1,04E-05 0,23 + 0,01 0,994
Jatropha 2,92E-04 0,23 + 0,01 0,996

Los valores obtenidos son comparables a los reportados
en muestras de FAME producidas a partir de soja (aproxi-
madamente 0,21eV) [14].

Es importante destacar que el factor pre-exponencial

O, no es una propiedad intrinseca de las muestras, debido
a que depende fuertemente de la presencia de humedad
y otros contaminantes [9,10]. Dado que la energia de
activacion es una propiedad intrinseca, es posible realizar
mediciones de la conductividad o'(T) a diferentes tem-
peraturas y, a través de la dependencia de Arrhenius, refe-
rirlas a una temperatura comun. De esta manera es posible
comparar cuantitativamente el grado de contaminacion
de las muestras de FAME (relacionado con &, con inde-
pendencia de la temperatura (por ejemplo, en las distintas
etapas de produccién, almacenamiento y transporte).

Conclusiones

Se obtuvieron los espectros dieléctricos de muestras
de FAME obtenidas a partir de distintos aceites vegetales,
para frecuencias entre 20Hz y 2MHz, y a temperaturas
comprendidas entre 300K y 343K. Las muestras fueron
producidas a partir de aceite de girasol, maiz, uva, chia,
canola, jatropha, coco y algodon.

En todos los casos, el valor de la parte real de la per-
mitividad de las muestras de FAME decrece a medida que
aumenta la temperatura de la misma; ademas, se obtuvo
un ajuste de los valores experimentales con una funcion
lineal con coeficientes de correlacion R2 mayores a 0,985
en todos los casos.

Los parametros de ajuste de todas las muestras toman
valores contenidos en un intervalo estrecho, como era de es-
perar dado que la estructura molecular de todas las muestras
de FAME es similar. De la misma manera que sucede con
otras propiedades fisicas y quimicas, cuyos valores deben
estar acotados dentro de determinados limites establecidos
por normas internacionales, los valores de la parte real de
la permitividad resultaron practicamente independientes del
origen de las muestras de FAME. En consecuencia, las me-
diciones de la parte real de la permitividad pueden utilizarse
para determinar la presencia de contaminantes, como restos
de metanol o aceite vegetal no transesterificado.

El incremento de la conductividad de las muestras de
FAME a medida que aumenta la temperatura se modela en
forma exponencial (dependencia de tipo Arrhenius) con
coeficientes de correlacion mayores a 0,980 en todos los
casos. Los valores de energia de activacion de las muestras
estudiadas estuvieron comprendidos entre 0,20 eV y 0,25
eV. Debido a que la conductividad de los FAME depende
de la presencia de contaminantes, los resultados obtenidos
posibilitan utilizar las mediciones de conductividad para
comparar cuantitativamente el nivel de contaminacion de
FAME a diferentes temperaturas, por ejemplo, en las dis-
tintas etapas del proceso de produccion y también durante
el almacenamiento y transporte del producto final.

En resumen, los resultados presentados en este trabajo
muestran que las mediciones de propiedades eléctricas,
que ya fueron aplicadas a muestras de FAME obtenido a
partir de aceite de soja, también pueden ser utilizadas en

Rev. Cienc. Tecnol. / Afio 16 / N° 21 / 2014



52 Julian Corach et al.. Propiedades eléctricas de metilésteres obtenidos de aceites vegetales

muestras obtenidas a partir de diferentes aceites vegetales.
La generalizacion de estos resultados es relevante para la
caracterizacion de muestras tanto en ambitos industriales
como en laboratorios, para control de calidad, y para su
aplicacion “en linea” en sistemas de produccion automa-
ticos.
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Resumen

La cadena de produccion de ricino ha surgido como una de las mas importantes de la agroindustria, siendo
empleada en una gama de aplicaciones tales como industrial, medicinal, cosmética y energética. Con el desarrollo
de investigaciones en bioenergia, se ha descubierto que es posible aprovechar el aceite de ricino para la produccion
de biodiesel y esto incrementd su importancia otorgandole un gran impacto, especialmente econémico. En Brasil,
la apuesta de su plantacion de ricino tuvo implicaciones tanto sociales como econdémicas y ambientales y por lo
tanto se introdujo en algunas regiones del nordeste semiarido, donde la produccion es realizada por pequefios
y medianos productores con mano de obra familiar en consorcio con otros cultivos alimenticios, especialmente
con especies de ciclo corto para alcanzar mayores ingresos con estos cultivos. El énfasis en los temas sociales es
fuerte debido a que la sequia en la region semiarida promueve un obstaculo para una amplia gama de agricultores.
Estos sitios se han considerado en estado de calamidad publica y el interés de dar continuidad y consolidacion
al proyecto de plantacion trajo a estas areas una infraestructura escasa. Considerando el interés econémico
por el ricino, existen diferencias de opinion, porque incluso el gobierno ha puesto en marcha incentivos para
susplantaciones, mientras que hay otros cultivos que tienen mejores ingresos para la produccion de energia.

Palabras clave: Sostenibilidad; Combustibles; Agricultura familiar.

Abstract

The production of castor bean has emerged as one of the most important agro-industry, which employs a range
of applications such as: industrial, medicinal, cosmetic and energy. With the development of bioenergy research,
they have discovered that it is possible to enjoy the castor oil for biodiesel production and then, your importance
had a big impact, especially economic. In Brazil, the bet in the plantation appeals such social as economic and
environmental, therefore introduced in some regions of the semi-arid northeast, where production is done by small
and medium producers familiar with a consortium with other food crops with short cycle species to achieve higher
revenue from crops. The emphasis on social issues is strong, because the drought in the semiarid region promotes
an obstacle for a wide range of farmers. These places have been considered in the state of public calamity and
the interest of continuing and consolidation of the plantation project brought to these areas a lack infrastructure.
Already in the economic interest of castor have differences of opinion, because even the government has released
incentives for planting castor beans, there are otherscultivations that have better incomes for energy production.

Keywords: Sustainability; Fuel; Family farming.

Introduccién

Actualmente, en el mercado mundial, la escasez de
recursos y el alto precio de los combustibles fdsiles, las
fuertes leyes ambientales y los debates sobre el desarrollo
sostenible se han vuelto preocupantes para Brasil y esto
ha hecho que el pais genere proyectos en el area de los
biocombustibles.

Uniendo todos estos factores sociales, economicos y

ambientales, se establecid en la region semiarida de la
mitad norte del Piaui, un proyecto de energia que tiene
como objetivo el cultivo de ricino para la produccion de
combustibles de origen bioldgico, que se origind a partir de
una mezcla de una o mas especies. El ricino por ser oleagi-
nosa, es util para la produccion de biodiesel y su cultivo es
propicio en el clima del estado nordeste (CESAR, 2010).
La comercializacion de las cosechas de ricino es hecha
junto al frijol caupi, siendo el primero con la empresa Bra-
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sil Ecodiesel y el segundo con Conab (Compaiiia Nacional
de Abastecimiento). Existe también un proyecto integrado
entre el Gobierno Federal, Gobierno Estatal, EMBRAPA
Medio-Norte-PI y PI SEBRAE que tiene como objetivo
crear una mayor inclusion social y el desarrollo sostenible
del Piaui semiarido.

Cabe destacar que la Universidad Federal de Piaui
(UFPI) con la planta de la Escuela de Produccion de
Biodiesel, ya instalada y en funcionamiento desde 2004,
opera para la produccion de biocombustibles; para la
capacitacion y formacion de los estudiantes de graduacion
y postgrado; para el desarrollo de nuevas tecnologias y los
equipamientos relacionados a area.

El proyecto mira el cultivo de ricino con el objetivo
especifico de utilizacion para resultados energéticos, y es
relativamente nuevo, pues fue iniciado a mediados de 2005
por el SEBRAE. Este cultivo fue dado como una promesa
de alto desarrollo y los indices sociales y econémicos han
mejorado mucho en la regidn. Sin embargo, se sabe que el
ricino no es el cultivo ideal para el uso de energia, ya que
hay otros con mejor consistencia para esto. Asi, el ricino
no es tan citado entre los cultivos de semillas oleaginosas
mas importantes para la produccion de biocombustibles,
y de este modo los indices sociales no se han mejorado
como lo esperado. Por otro lado, la asociacion de empresas
con técnicos de la UFPI consiguieron crear métodos que
utilizan otros productos y logran resultados eficaces para
ser utilizados como fuente energética.

A través del estudio de la cadena agroindustrial de
ricino para la produccion de biodiesel, se propone des-
cribir sus eslabones, volumen producido, productividad y
tecnologia. Otro objetivo es discutir el papel social de este
cultivo abordando su importancia, y las fallas del proyecto
gubernamental para la produccion familiar de semillas
oleaginosas, de manera de establecer una relacidn final
entre las barreras y oportunidades del cultivo de ricino para
la produccion de biodiesel.

Metodologia

El principal método de investigacion utilizado fue el
exploratorio, donde hubo un levantamiento de datos y
mediante la investigacion cualitativa se puedo establecer
la relacion entre los datos numéricos y su posible influencia
en la esfera politica, social y econdmica.

El estudio del ricino para biodiesel es un tema relati-
vamente reciente. La integracion entre los datos de ricino
y el biodiesel es una practica comun, pero hay diferencias
entre sus practicas. Muchos estudios aplican la técnica de
interconectar la cadena a la energia, porque su importancia
es mayor en este requisito. Varios estudios realizados sobre
el tema consideran similares las opiniones politicas y
econdmicas sobre el asunto.

Hay muchas lineas de investigaciones sobre el tema
principalmente econémico y social. No hay limitaciones
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para el estudio de esta area por ser rentable y tener siempre
nuevos descubrimientos, sobre todo por el contexto global
energético. En el presente trabajo, considerase imprescin-
dible el analisis de los dos estudios, tanto cualitativo como
cuantitativo.

Dentro de los objetivos de este trabajo, esta la contex-
tualizacion y caracterizacion de la cadena de ricino, asi
como una evaluacion de su tendencia para el futuro. En
la integracion de los datos se optd por una abordaje tanto
social cuanto politica, revelando las mejores opiniones
sustentadas.

Resultados

El gobierno puso en marcha un programa de incentivos
para el plantio de ricino, pero la poblacion no esta segura
en cuanto el mismo, sobre todo una vez que acreditase que
Jatropha Curcas es la principal alternativa del ricino. Para
este proyecto, la especie bioldgica en discusion es de gran
importancia, pero no es una prioridad para la produccion
de biodiesel.

Hay una gran inestabilidad en los precios, poca in-
version privada en las fabricas, un exceso de oferta y la
concurrencia con otras semillas oleaginosas. A pesar del
incentivo dado por el gobierno, el plantio es poco o nada
mecanizado, donde los agricultores usan semillas comunes,
cosecha manual debido a la maduracién no uniforme y no
utilizan insumos modernos, como fertilizantes y agrotoxi-
cos. El problema para los productores es la venta abajo del
precio de coste para las empresas, ademas de la cuestion de
los intermediarios, donde se encuentran la mayor parte del
costo agregado para el productor (DIAS, 2013).

Buscando mejorar la calidad de la produccién de las
familias que participan en el programa de agricultura
familiar del gobierno, se estan implementando politicas
que buscan diversificar y agregar valor a la produccion de
estas familias. Un ejemplo es la asociacion del cultivo de
gusanos de seda. Las hojas del ricino alimentan a la mari-
posa que produce un capullo de seda, lo que permite una
renta extra de entre R$ 255,00 y R$ 357,00 por hectarea,
de modo integrado con la produccidn de ricino.

Contextualizacion de la cadena y producto
Politica

El ricino fue elegido en varios paises de la América del
Sur, América Central y el Caribe, como una de las cultu-
ras agricolas para suministro de aceite y por esa razon el
tercer Congreso Brasilefio de Ricino abrid espacio para la
internacionalizacion de los intercambios de informaciones
sobre las investigaciones agropecuarias en este campo.

Segun investigaciones de la Embrapa Algodon, debido
a los altos precios alcanzados por el petrdleo en los tltimos
tiempos, todos estan buscando alternativas para sustituir a
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los combustibles fosiles. Esta busqueda es cada vez mas
intensa y el Brasil se ha destacado en el escenario mundial
por tener desarrollado un programa exitoso de produccion
de etanol y por estar actualmente implementando un nuevo
proyecto para producir biodiesel.

Como forma de estimular la construccién de plantas
de biodiesel, el gobierno establecio las subastas reguladas
por la Agencia Nacional de Petréleo (ANP) para la venta
anticipada a precios Free on Board (FOB) de la produccion
planeada de las plantas a la Petrobras. Como condicion de
participacion de las plantas en las subastas se estipuld el
fomento y la adquisicion de materias primas procedentes
de la agricultura familiar en porcentajes diferentes segtin la
region de actuacion. Las plantas con proyectos defomento
y adquisicidon de materia prima familiar aprobados por el
Ministerio de Desarrollo Agrario (MDA) reciben el “Sello
Combustible Social” y son beneficiadas de la exencion de
tributos sobre el PIS (Programa de Integracion Social) y
COFINS (Contribucion para el Financiamiento de la Segu-
ridad Social) en la venta de biodiesel (BERMAN, 2011).

La introduccién del biodiesel como matriz energética
brasilefia ocurrié en Enero de 2005, mediante la ley 11.097
y establecid un porcentaje minimo de mezcla de biodiesel
con diesel mineral. Para el periodo de 2005 a 2007, se
autorizo la adicion de 2% de biodiesel. A partir de 2008, el
porcentaje de 2% se torna obligatorio, siendo autorizada la
adicion de 5% y a partir de 2013 este porcentaje se vuelve
obligatorio (BARNOSA, 2010).

El Sello Combustible Social es concedido por el
Ministerio del Desarrollo Agrario a los productores de
biodiesel que promuevan la inclusiéon social y el desarrollo
regional mediante la generacion de empleo y renta para
los agricultores familiares que participan del PRONAF
(Programa Nacional de Fortalecimiento da Agricultura
Familiar). Con este sello, el productor de biodiesel tiene
derecho a alicuotas de PIS/Pasep y Cofins con coeficientes
de reduccion diferenciados y acceso a mejores condiciones
de financiacioén con las entidades financieras que poseen
condiciones especiales de financiacioén para proyectos con
el Sello Combustible Social.

El productor debe establecer contratos que contienen el
plazo contractual, el valor de la compra y los criterios de
reajuste del precio contratado, las condiciones de entrega
de las materias primas y la identificacién y concordancia
de la representacion de los agricultores que participaron en
las negociaciones y todavia deben asegurar la asistencia y
capacitacion técnica de los agricultores familiares. Para
que las plantas alcancen los beneficios del Sello Combus-
tible Social, la agricultura familiar debera producir 560 mil
toneladas de ricino, un nimero mucho mas grande do que
la produccion brasilefia de ricino de 2007, estimada en 93,7
mil toneladas por la Conab.

El porcentaje de materia prima oriunda de la produc-
cion familiar de los diferentes estados se distribuye de la
siguiente manera: Semiarido y Nordeste con 50%, Sudeste

y Sur con 30% y el Norte con 10%.

Aunque el gobierno establezca proyectos e intervencio-
nes para la aceptacion del biodiesel en el mercado nacional,
la situacioén ha tomado algunos rumbos preocupantes. Las
GUnicas materias primas que no poseen un mercado ya
establecido en la cual su demanda compite con el biodiesel
son la grasa animal, la soja y la semilla de algodén. Otras
culturas presentan concomitantemente al mercado de bio-
diesel utilizaciones alimenticias, farmacéuticas, cosméticas
y otras, lo que hace con que el precio se torne oscilante y
sea una actividad de alto riesgo (Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas de las principales oleaginosas para la produc-
cion de biodiesel.

Especie Productividad % Qe Cic!o de Rendimiento
tonelada /ha aceite vida (tonelada aceite/ha)
Dendé (Palma) 15a25 20 Perene 3aé6
Girasol 15a2 34a48 Anual 05a0,9
Ricino 05a2 43a45 Anual 0,22a0,9
Mani 1,50a2 40a43 Anual 0,6a0,8
Haba de Soja 2a3 17 Anual 0,2a04
Algodon 0,86a1,4 15 Anual 0,1a0,2
Jatropha Curcas 2a12 50a52 | Perene 1a6

Fuente: Adaptado de Meireles, F.S. (2003).

Econ6émica

El mayor productor mundial de ricino y también de su
aceite, es la India, seguida por China y Brasil, conforme se
muestra en la Tabla 2. La region con la mayor produccion
en Brasil es la region nordeste, debido a su adaptabilidad
a las condiciones de cultivo, y el segundo mayor productor
es la region Sudeste, en que se cultiva con fines cosméticos
y no para la produccion de biodiesel (Tabla 3).

Tabla 2: Produccién y valor de la produccion de ricino en los principa-
les paises productores.

po— Proqucci()n Valorlde la produccion
(miles t) (millones de U$$)
India 1.098,0 425,2
China 190,0 73,3
Brasil 91,1 34,6
Mozambique 374,9 14,0
Paraguay 13,0 50

Fuente: Food and Agriculture Organization (FAO), 2009.

Tabla 3: Produccion por region en Brasil de 1996 a 2006.

Cantidad producida (miles toneladas)

1996 (1997 | 1998 | 1999 [ 2000 (2001 | 2002 [ 2003 {2004 | 2005 | 2006

Brasil | 41,3 (97,4 | 16,7 [ 33,4 [112,5| 100 | 76 | 83,7 (138,7(168,8| 95

Nordeste [ 39,5 [ 93,8 | 13,1 | 28,1 | 87,4 | 73,4 | 67 |757 (126,7| 154 | 83,3

Sudeste | 1,4 | 1,2 1 29 13467 |27 |23 |25 |89 |65

Sur 0,1 0 0 0,1 1 11104 |05 1 1.1 |07

Centro-
Oeste

Fuente: Producao Agricola Municipal - PAM/IBGE (2011).

03 (25|25 (22 (108|188 | 58 |52 |85 |47 |38
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El precio de venta de ricino es definido diariamente
por el mercado y puede ser afectado por muchos facto-
res como: la produccion mundial liderada por la India;
la cotizacion del dolar ya que la mayor parte del aceite
producido es exportado; las condiciones locales como la
distancia hasta la industria y los impuestos. Para evitar
esta variacion, el Gobierno Federal a través de la CONAB
estipula un precio minimo de venta para garantizar que el
agricultor cubra por lo menos sus gastos de produccion.

Social

En los ultimos afios, hubo un aumento significativo en
relacion a los productos derivados del ricino, haciendo que
aumente el plantio. Esta oleaginosa puede ser utilizada para
la fabricacidn de biodiesel, cosméticos, medicamentos,
lubricantes, fabricacion de colorantes, anilinas, desinfec-
tantes, germicidas, fabricacion de tintas y protectores o
aislantes. Otro factor que torna la extraccion del aceite
de ricino de gran importancia, desde el punto de vista
agropecuario e industrial, es que toda la planta puede ser
aprovechada.

Los restos de la produccion se pueden tornar biomasa,
y pueden volver al suelo; las hojas se pueden utilizar para
alimentar los gusanos de seda y, si mezclada con el forraje,
puede aumentar la capacidad de produccion de leche del
ganado. Del tallo puede obtenerse celulosa para tejidos
groseros; y de las semillas puede ser extraido el aceite. Hay
mas de 400 subproductos, que van desde medicamentos,
tintasa fungicidas y lentes de contacto.

Se cree que uno de los factores que ayudan a que el
mercado de biodiesel a partir del aceite de ricino sea
inviable antes a los otros cultivos, tales como soja, es la
utilizacion del ricino para diversos fines. La demanda de
su aceite es grande, tienen una vasta invocacion social, por
presentar diversos usos, y asi los productores y los agricul-
tores prefieren vender a los que remuneran mejor, en este
caso el mercado ya establecido tiene mayores condiciones
de pagar por el producto que la industria de biodiesel.

Descripcion de la cadena productiva

La cadena productiva de ricino es compuesta por el
productor de materia prima, pasando por diversos inter-
mediarios hasta la industria de procesamiento. En esta
industria, el aceite producido es destinado a la fabricacion
de derivados o a la exportacion. Las etapas de la cadena
de biodiesel de ricino incluyen la produccion agricola de
ricino, la produccion industrial de biodiesel y glicerina,
destinando los subproductos a diversos otros propdsitos.

En la Figura 1, las flechas representan los flujos fisicos,
financieros y de informaciones a lo largo de la cadena. El
flujo fisico (entrada, subproductos y productos) van del
proveedor de materias primas hasta el consumidor final, ya

Rev. Cienc. Tecnol. / Afio 16 / N° 21 / 2014

que los productores de un determinado factor econémico
son entradas para el proximo factor a ajuste en la cadena
productiva.

SUMINISTROS:
fertilizantes, semillas

! Subproducto gusanos de seda
Subproducto Pulp

Produccién de 6leo Subproducto pastel
!

Oleo de ricino

Subproducto racion

Produccién de biodiesel Subproducto glicerina

Biodiesel

Distribucion Mayorista

Distribucion en el mercado

ENTORNO INSTITUCIONAL

FLUJO DE INFORMACION

FLUXO FisICO

FLUJO FINANCIERO

Figura 1: Diagrama de flujo fisico y financiero de ricino.

Fuente: Desarrollado por los autores.

Barreras y oportunidades

A pesar del gran beneficio traido por la agricultura
familiar en el plantio de ricino, el agricultor encuentra
grandes dificultades para entrar en el mercado, tanto por la
falta de informacion y tecnologia, cuanto por el bajo precio
pagado por las industrias de biodiesel. El productor tiene
decepciones con el biodiesel de ricino, ya que el gobierno
incentivo el plantio, pero las industrias de transformacion
no fueron implantadas en el tiempo, lo que desalento la
produccion, dice Soares, investigador de Embrapa. Eso es
el resultado de un mal planeamiento del Gobierno y de la
concurrencia de otros cultivos de oleaginosas con el ricino
en la produccion de biodiesel.

Ademas, la alta viscosidad del aceite de ricino que fue
descripto como una barrera para el uso sin ningun tipo de
mezcla, ya no puede ser utilizada como un argumento. Esta
llegando de Espafia un nuevo linaje de ricino que tiene
el aceite con una menor viscosidad. Luego, el costo del
producto debe ser reducido con el uso de la tecnologia en
el cultivo.

Segun Soares, con la semilla mejorada, mas fertilizan-
tes y control de plagas, el aceite de ricino se venderia a un
precio mas favorable que otros aceites en los proximos
afios.

conclusion

Llevando en cuenta que el beneficio social y el bene-
ficio econdmico presentan vertientes distintas, el gran be-
neficio social traido por la agricultura familiar mediante el
plantio de ricino para biodiesel esta condenado al fracaso.
A pesar de su facil adaptacion al clima semiarido nordes-
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tino y favoreciendo la cosecha manual, lo que beneficia la
agricultura familiar, el proyecto no tuvo éxito.

Entre los factores que contribuyeron para eso podemos
citar la falta de estabilidad en los precios de venta gene-
rados por el mercado de uso de ricino para otros fines ya
establecidos, lo que conduce a desalentar la plantacion por
el productor, y el bajo precio pagado por la produccion,
resultado de la retencion de lucros de los intermediarios.

Es un hecho que las oleaginosas como la soja son mas
rentables, pero mismo cuando favorece las culturas que
incluyen regiones de climas desfavorables, el ricino pierde
junto a la Jatropha Curcas, que incluso sin muchos estudios
al respecto se muestra una gran potencia productiva para
el semiarido.

Una posible salida para esta situacion fue intentar au-
mentar la rentabilidad de ricino asociando otras culturas a
su plantacion y utilizando toda la planta, no solo la semilla
para la extraccion del aceite. Asimismo, la falta de tecnolo-
gia y apoyo a los agricultores hizo que la produccion fuese
perdiendo cualidad y productividad, haciendo al agricultor
procurar otros cultivos para su subsistencia.

Luego, se concluye que a pesar de la gran importancia
en la produccion de ricino para el Brasil y el mundo, este
producto no presenta el perfil ideal para la produccion de
biodiesel sin un mejor planeamiento en el proyecto de agri-
cultura familiar y las politicas mas consolidadas que vienen
del gobierno para la produccién de ricino para biodiesel
tiende a perder cada vez mas espacio en el mercado, siendo
gradualmente reemplazados por nuevas culturas.
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Resumen

Fundiciones 2, Rinconada, Jujuy, instalacion metallrgica probablemente de finales del siglo XVIil, consta de dos
recintos adosados, un refugio techado y cinco hornos de reverbero, tres de los cuales se encuentran dentro de
un tercer recinto. Se presentan los resultados de los estudios microscopicos y de caracterizacion quimica de los
desechos de fundicién recuperados alli, para dar a conocer la naturaleza de la carga mineral y las condiciones de
los procesos metallirgicos desarrollados.

La metodologia consisti6 en la observacién y andlisis mediante microscopio éptico, microscopio electrénico de
barrido (MEB con espectrometria de energia dispersiva de rayos X EDRX) y microsonda analitica de electrones
(MAE con espectrometria dispersiva de longitud de onda EDLO) de escorias metallrgicas recuperadas en la
excavacion de dos hornos y dos recintos. Estos resultados, junto a la informacion contextual, permiten comprender
el funcionamiento de esta instalacion y aproximarnos a la tecnologia de la metalurgia extractiva de minerales de
plomo y plata durante el periodo colonial en la region.

Palabras clave: Escorias; Metalurgia; Hornos de fundicién; Periodo colonial; Arqueologia.

Abstract

Fundiciones 2, Rinconada, Jujuy, a metallurgical facility in operation probably since the late eighteenth century,
consists of two attached rooms, a roofed shelter and five reverberatory furnaces, three of them are inside
another structure. This paper presents the results of microscopic studies and chemical characterization of slag
samples recovered there, to further the understanding of the nature of the smelted minerals and the conditions
of metallurgical processes developed.

The methodology employed was observation and analysis by means of optical microscope, scanning electron
microscope (SEM with energy dispersive spectrometry EDS) and electron microprobe microanalysis (EPMA with
wave-length dispersive spectrometry WDS) of metallurgical slag recovered during the excavation of two furnaces
and two enclosures. These results, and the contextual information, help to understand the operation of this facility
and to explore the technology used in extractive metallurgy of lead and silver ores during the colonial period in
the region.

Keywords: Slag; Metallurgy; Foundry Furnaces; Colonial Period; Archaeology.

Introduccion Jujuy durante momentos prehispanicos y coloniales. En

esta oportunidad se presentan los primeros resultados
Este trabajo se enmarca dentro de un proyecto de in-  obtenidos mediante un estudio sistematico de la instalacién

vestigacion mayor centrado en el analisis de las practicas  metaltrgica de Fundiciones 2, un complejo metalurgico
minero-metalurgicas desarrolladas en la llamada Puna de  probablemente construido durante la segunda mitad del
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Figura 2: Vista del recinto que alberga tres hornos de reverbero (de
arriba hacia abajo, hornos 1 a 3).

siglo XVIII. Este se encuentra a unos pocos kilometros
de Santo Domingo, localidad fundada durante la colonia
a partir de la explotacion aurifera del area. Asimismo, se
localiza a unos 2,5km en linea recta de un rico yacimiento
de plomo, plata y zinc, conocido como Mina Chinchillas,
al lado del cual se ha identificado otro complejo de hornos
de reverbero, Fundiciones 1, que hemos estudiado en
profundidad en otra oportunidad [1, 2].

Fundiciones 2 presenta ciertas particularidades que la
diferencian del resto de los complejos registrados arqueo-
logicamente en la region de la Puna de Jujuy. La misma
consta de dos recintos adosados, un refugio techado y cinco
hornos de tipo reverbero, tres de los cuales se encuentran
dentro de una estructura construida especialmente para
albergarlos. Esta es de planta rectangular (14m x 3m) y
de 2m de altura y posee en uno de sus muros siete vanos

rectangulares con dintel: tres menores (anchos y bajos),
en el lugar donde se encuentra la caja de fuego de cada
uno de los hornos, y cuatro mayores (altos y angostos),
intercalados con los anteriores. En el lado opuesto se
observan tres vanos que coinciden con las chimeneas de
dichos hornos. Por ultimo, en uno de los muros laterales
del recinto se localiza otro vano, orientado hacia donde se
encuentra el cuarto horno, externo, con una béveda de 2m
de diametro interior. Presenta tres orificios de respiracion
en uno de sus laterales mientras que en el otro se encuentra
derrumbado. A 8 metros de éste, se halla el quinto horno,
de reducidas dimensiones (la boveda presenta menos de 80
cm de diametro externo) (Figuras 1y 2).

Ademas de la disposicidon de los distintos hornos
(interior y exterior de la estructura) y de las diferentes
dimensiones y nimero de orificios de respiracion, se ha
observado que las paredes internas de las bovedas de los
tres hornos internos presentan vitrificacion de color ama-
rilla, mientras que en el cuarto horno, externo, la misma es
de un verde oscuro, recubriendo también parte del suelo.
En el caso del quinto, en éste no se identifica este tipo
de alteracidn, con excepcion de las paredes internas de
la chimenea. La diversidad observada entre los distintos
hornos nos ha llevado a suponer el empleo de los mismos
para etapas diferentes en el proceso metalargico.

Para el estudio de esta instalacion se realizé un registro
minucioso de la arquitectura y estructuras de fundicién
identificadas. También se efectuaron recolecciones super-
ficiales sistematicas y sondeos en sectores seleccionados.
Mas alla de una gran cantidad de residuos de fundicion
en superficie y en excavacion, no se registro otro tipo de
material cultural (ceramica, litico, dseo, vidrio, etc.). Dadas
las posibilidades que brindan los estudios de caracteriza-
cion de escorias metalurgicas para la comprension de los
procesos técnicos desarrollados en instalaciones arqueolo-
gicas semejantes [3, 4, 5], se decidié continuar el estudio
de Fundiciones 2 a partir del analisis de dichos residuos.

El objetivo de este trabajo es presentar los resultados
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obtenidos mediante estudios microscopicos y de carac-
terizacion quimica de una muestra seleccionada de las
escorias recuperadas en este sitio, de modo tal de conocer
la naturaleza de la carga mineral y las condiciones de los
procesos metalurgicos desarrollados, permitiéndonos de
este modo alcanzar una mejor comprensidn acerca del
funcionamiento de Fundiciones 2.

Materiales y Métodos

En pos de identificar qué tipo de procesos se desarrolla-
ron en los hornos presentes en Fundiciones 2, se selecciond
en total una muestra de 42 escorias (9 provenientes del
horno 1, 12 del horno 4, 9 del recinto 1, 8 del recinto 2 y 4
de recoleccion superficial en el espacio entre recintos). Las
mismas fueron preparadas para su observacién microsco-
pica mediante su inclusion en acrilico, desbaste y pulido
con pulidora metalografica (PRAZIS PUL 01). Para ello,
se utilizaron papeles abrasivos de distinta granulometria
(desde 220 hasta 1200) y pafios con pasta de diamante
(hasta 1 micrometro). Las probetas fueron observadas, en
primera instancia,en un microscopio 6ptico (MO) meta-
lografico de reflexion Olympus BX-60M. En ningtin caso
se procedio a atacar quimicamente las superficies de las
probetas obtenidas.

En base al estudio de las micrografias del total de la
muestra, se seleccionaron seis probetas (tres de cada tipo
de horno -M1, M3 y M5 de horno 1; M9, M10 y M37 de
horno 4-) para ser analizadas mediante microscopio elec-
tronico de barrido (MEB). Para ello, las probetas fueron
grafitadas. En las fases detectadas de las distintas microes-
tructuras se realizaron analisis cuali-cuantitativos, de modo
preliminar, por espectrometria de energia dispersiva de
rayos X (EDRX) y luego se procedio a efectuar mediciones
puntuales y mapas de composicidn por microsonda anali-
tica de electrones, MAE, con espectrometria dispersiva de
longitud de onda, EDLO (JEOL Modelo JXA 8230). Los
analisis fueron realizados en el LAMARX, Facultad de
Matematica, Astronomia y Fisica, Universidad Nacional
de Cérdoba. La interpretacion de los datos se realizd fase
por fase identificada en cada probeta y sobre la base de
la bibliografia de estudios arqueométricos similares [3,
6, 7], de tratados de mineralogia y de interconsultas con
especialistas.

Resultados
Microscopia Optica

La observacion del total de la muestra bajo microscopio
optico permitid obtener un primer panorama de las carac-
teristicas generales de las escorias. Aquéllas provenientes
de los hornos 1 y 4, a diferencia de lo presupuesto en base
a sus dimensiones, localizacion y caracteristicas generales,
mostraban grandes similitudes entre si.
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En lineas generales, se distingue un patrén semejante en
todas las probetas, las cuales se componen de una matriz
vitrea predominante, homogénea. Solo en casos puntuales
las matrices resultan mas complejas. Se detectan tres tipos
de inclusiones: unas alargadas oscuras, opacas y dispersas,
otras circulares de aspecto metalico y un tercer tipo, bri-
llantes irregulares o circulares también, que en la mayoria
de los casos presenta una fase intermedia, de tonalidad
gris, rodeando el borde de grano. En algunas, ademas, se
observan pits de clivaje, de forma triangular (Figuras 3 y 4).

Figura 3: Detalle de las fases presentes en la probeta M10 proveniente
del horno 4: matriz, inclusion brillante, fase intermedia y fase de aspec-
to metalico. También se observan los pits se clivaje. MO, 25x.

Fase de aspecto
metalico

Fase
intermedia

Matriz

Inclusiones
alargadas

E— 100um JEOL
15.0kV COMPO HOR WD 11.

Figura 4: Detalle de las fases presentes en la probeta M1. Micrografia
MEB, 190x.

Composicion cuali-cuantitativa

Como se ha mencionado, en base a las observaciones
preliminares, se seleccionaron seis probetas para efectuar
analisis cuali-cuantitativos y caracterizar las fases identi-
ficadas mediante MAE.

Las matrices de las escorias, no importa su asociacion
a los hornos, presentan todas una composicion muy seme-
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Tabla 1: Composicion en porcentaje en peso (%w) de las matrices de cinco probetas, en los distintos puntos medidos en cada probeta.

Pbta Punto Na,0 Mgo sio, ALO, As,0, PbO S0, cuo | zo $b,0, FeO | KO0 | cao
M1 1 0,39 0,87 19,74 392 0,06 5782 | 434 | 004 | 160 1,20 443 | 141 | 445
1 035 0,80 18,68 3,98 59,75 | 043 | 0,01 1,72 1,26 449 | 141 | 428
M3 2 033 0,74 17,75 3,70 6268 | 046 | 005 | 1,69 1,21 412 | 131 | 44
3 037 0,83 19,01 3,95 0,06 5929 | 036 | 002 | 139 1,26 439 | 147 | 438
1 035 0,61 19,76 3,72 0,04 59,76 | 0,39 1,46 1,07 419 | 132 | 250
Mo 2 0,30 0,77 20,75 372 0,01 6221 | 035 | 008 | 159 1,12 403 | 130 | 343
1 0,42 1,42 21,84 372 0,07 5826 | 0,15 6,20 0,91 428 | 044 | 1,65
" 2 047 0,53 24,45 623 6135 | 004 | 001 1,90 1,38 38 | 070 | 1,15
1 0,57 1,55 28,81 4,87 4758 | 038 | 006 | 445 0,99 326 | 152 | 583
M10 2 0,53 1,60 28,36 4,92 4747 | 035 | 0418 | 463 0,95 332 | 155 | 625
3 0,54 1,53 28,41 4,84 4756 | 051 | 011 4,58 0,95 329 | 153 | 59

Tabla 2: Composicion de la fase brillante, circular o irregular, en porcentaje en peso (%w), en distintos puntos de las seis probetas.

Pbta Punto S Pb As sn Si Cu Zn Ag Sb Fe Al
1 13,98 84,41 - - - 2,49 - 0,08
i 2 13,94 83,42 - 0,02 - 4,47 - 0,07 0,06 0,05
1 13,52 84,16 - - - 1.38 - 0,34 0,01
M3 2 13,23 85,28 - - - 1,17 0,04 0,24 0,01
3 13,85 81,81 - - 0,01 5,57 0,08 0,34
1 13,28 84,51 0,03 - - 0,66 - 0,02 0,01
M5 2 12,94 85,22 0,02 0,03 - 0,60 - 0,02 0,03
3 13,29 85,29 - - - 0,43 - 0,04
1 13,41 86,98 0,05 - 0,01 0,74 0,02
M9 2 13,78 85,86 - - - 1.25 0,09 0,05 0,01
3 13,73 80,10 - - - 4,88 0,02 0,06 0,03
M10 1 13,55 88,25 - - 0,01 0,54 - 0,11
1 5,97 60,50 - 0,02 0,01 1,24 - 0,08 0,40
M7 2 6,13 60,38 - 0,09 0,04 1,22 - 0,22 0,35

jante: entre 18 a 24%w de SiO, y un promedio de 56%w
de PbO (Tabla 1). Se observa una composicion constante
de A1203 entre 4 y 6%w. La probeta M10 varia un poco
mads que las demas, con mayor porcentaje de SiO, (llega
a 28%w), de CaO y de ZnO que el resto, disminuyendo la
proporcién de PbO. Sin embargo, no es representativa del
horno 4 (se observa que la probeta M9 es casi idéntica a
las del horno 1) y se encuentra entre valores considerables
de variacidn en escorias de este tipo de hornos.

En cuanto a las inclusiones oscuras, alargadas (Figura
4), éstas estan compuestas por SiO, en un 35%w y CaO en
un 30%w, con altos porcentajes de ZnO también. El zinc
parece concentrarse en la matriz y en estas inclusiones no
metalicas, mientras que en las metalicas no se lo encuentra
en altas proporciones. En la fase de aspecto metélico, en
cambio, se detectaron porcentajes de Pb que varian del 75
al 84%w;, casi llegando al total cuantificado (sin detectar
oxigeno). Por sus caracteristicas, se puede hablar de una
fase de PbO con bajisimos porcentajes de Cu y de Ag,
aunque en la probeta M10 se detecto alrededor de 7%w
de Ag.

La fase brillante circular o irregular, como se puede ob-
servar en la Tabla 2, estd compuesta por sulfuro de plomo,
en una proporcion promedio de 14%w de S y alrededor de

85%w de Pb, con variados porcentajes de cobre y plata.

Por altimo, en relacion a las fases intermedias, se
observan dos tonalidades diferentes, que, de acuerdo con
los resultados obtenidos, dependen de la cantidad de Cu
presente, en una relacion inversa con el contenido de Pb
(en el tono mas claro, el Cu varia entre 38 a 52%w, mien-
tras que en el mas oscuro va desde 40 a 81%w) (Figura 5).
En cuanto a la presencia de plata en las escorias analizadas,
los porcentajes detectados son considerablemente bajos,
con excepcion de una de las probetas, que es parte del
piso vitrificado del horno n® 4 (M37). En ella, se identifica
un porcentaje promedio de 10%w de Ag, llegando a un
24%w en pequefias inclusiones, también circulares pero
con fases no tan claras como las que se presentan en las
otras probetas.
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Figura 5: Mapeo de composicion (a 230x) que muestra la distribucion del plomo, plata, cobre y azufre en una de las inclusiones claras, con fases
intermedias y fase de aspecto metalico de la muestra 10. La escala de colores frios a calidos indica la concentracion ascendente del elemento en

cuestién (azul: menor concentracion; rojo: mayor concentracion).
Discusion

A partir de los resultados obtenidos tanto en campo
como en laboratorio se pueden establecer una serie de
cuestiones sobre el funcionamiento de esta instalacion. En
cuanto al empleo de los hornos, los estudios microscopicos
y de caracterizacion quimica de los desechos de fundicion
recuperados permiten afirmar que alli se efectuaba la me-
talurgia extractiva de minerales de plomo, cobre y plata,
probablemente con el objetivo de obtener esta ultima.

En un esquema tedrico, de acuerdo con las descripcio-
nes de la época [8, 9], en los hornos de reverbero se coloca-
ba el mineral a fundir, -por ejemplo, galena argentifera-, en
trozos, sobre el piso preparado de la boveda, sin crisoles.
En la caja de fuego se quemaba el combustible (yareta o
quefioa), mientras que la llama y los otros productos de
combustion se movilizaban hacia la carga mineral en la bo-
veda, en el trayecto a la salida por la chimenea. El calor de
la boveda se transmite asi por radiacion hacia la carga que
queda debajo. Esto resulta claro para el horno 4, externo,
en donde la béveda presenta un piso vitrificado que ha sido
extraido en parte, seguramente con intenciones de volver a
fundir para obtener el metal que haya quedado entrampado
(la probeta M37, extraida de este piso, es la que conserva
la mayor cantidad de plata detectada) (Figura 6).

Las escorias analizadas son caracteristicas de este
proceso de metalurgia extractiva: los sulfuros de plomo
ricos en plata al fundirse habrian liberado, en una primera
etapa, el azufre en forma de S,0, aunque, como se observa,
no en su totalidad, ya que parte de la galena fundida, habria
vuelto a solidificarse con su composicion original (fase
clara en Figura 4). El resto del plomo se habria aleado con
la plata y el cobre metalico, como 6xido de plomo (fase de
aspecto metalico en Figura 4), mientras que gran parte de
este elemento habria reaccionado con el silice y el aluminio
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de los minerales arcillosos (parte del horno, de la mena
o del sedimento del piso del horno), formando la matriz
vitrea rica en plomo presente en todas las escorias. A pesar
de la presencia de galena re-solidificada, que indicaria
ciertas fallas en la eficiencia de los procesos, es destacable
que es baja la presencia de plata en todas las escorias
(con excepcion del piso vitrificado del horno, que habria
atrapado parte del metal). El cobre por el contrario, es mas
abundante en las inclusiones de galena, especialmente en
las fases intermedias.

Figura 6: Detalle del piso vitrificado de la boveda del horno 4.

Por el contrario, el empleo del horno 1 resulta aun poco
claro. Las escorias recuperadas durante su excavacion no
presentan diferencias significativas con las del horno 4,
aunque el analisis detallado de la bdveda y caja de fuego,
como también de su ubicacion en un recinto techado, su-
giere que fueron empleados para diferentes funciones. Se
debe destacar, por ejemplo, que no solo hay una ausencia
de piso vitrificado en la boveda del horno 1, sino que la
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excavacion mostro una capa de ceniza blanquecina de
20 cm de espesor. Ante esta situacion, se sugiere que las
escorias analizadas, a pesar de haber sido recuperadas en
excavacion, hayan sido parte del sedimento de relleno que
colmatd el horno 1 y no desechos de la actividad desarro-
llada alli. En ese caso, los tres hornos dentro del recinto
pudieron haber sido empleados para el proceso de refina-
cion, en el que no se producirian este tipo de residuos. El
tratado de Alonso Barba afirma que la refinacion de la plata
se hace también en hornos de reverberacion pero de menor
tamafio [9]. Bargallo [10] relata que para la copelacion se
prepara el piso del horno de reverbero con cenizas y caolin,
bien apisonado, pero dejando cavidades pequeiias o cope-
las, donde se colocaba la aleacion plumbica. La cendrada
(preparacion de ceniza y arcilla sobre la que se realizaba
la refinacion) embebia, entonces, el plomo. Segiin Alonso
Barba, la que sélo contiene este metal es de color amarillo
por dentro, mientras que la que tiene tonalidad oscura,
también contiene plata y debe guardarse para refinarse de
nuevo. Segun los estudios etnoarqueoldgicos realizados por
el equipo de M. Van Buren [4, 11] el proceso de copelacion
se realiza en hornos de reverbero pequefios, en recintos
techados, lo que se asemejaria a los tres hornos hallados en
Fundiciones 2. El horno 5, de pequeiias dimensiones, en el
que no se encontraron escorias de fundicion y que presenta
también una capa de ceniza en la boveda, habria servido
para funciones semejantes. Por otra parte, la coloracion
indicada por Alonso Barba para la ceniza y la arcilla se
asemeja a la de las paredes de los diferentes hornos.

Conclusiones

Este trabajo ha presentado los resultados obtenidos
mediante el analisis composicional de una muestra acotada
de las escorias de fundicidn recuperadas en Fundiciones
2. Aunque el estudio de esta instalacion se encuentra
aun en curso, el objetivo de este articulo es dar cuenta
de las posibilidades que brindan este tipo de analisis en
la comprension del funcionamiento de un sitio de estas
caracteristicas y de las tecnologias empleadas alli.

En este sentido, a partir de las mediciones cuali-
cuantitativas efectuadas se ha podido establecer que este
complejo habria estado dedicado a la metalurgia extractiva
de sulfuros de plomo ricos en cobre y plata, al menos en el
horno de mayores dimensiones (horno 4), localizado al aire
libre. Los tres hornos ubicados en el interior del recinto y
el quinto, pequeflo, en el exterior, en base al hallazgo de
ceniza en sus bovedas y de esmalte de las paredes como a
la ausencia de pisos vitrificados, habrian sido empleados
para el proceso de refinado del producto de plomo y plata
obtenido en la primera etapa (horno 4). La ausencia de
otro tipo de hallazgos, tales como restos de crisoles, herra-
mientas u otra clase de elementos vinculados a la vida de
los trabajadores no permite por el momento avanzar en las
interpretaciones acerca de la dinamica de esta instalacion.

Sin embargo, a pesar de estas limitaciones, se ha logrado
alcanzar una mejor comprension de la tecnologia meta-
lurgica empleada y por tanto, acrecentar el conocimiento
acerca de la actividad minero-metaltrgica desarrollada en
la region durante el periodo colonial, a partir de este caso
particular.
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Resumen

Se estudia la calidad cristalina de una oblea comercial monocristalina de ZnSe (Cradley Crystals) combinando
diferentes técnicas. Se utiliza microscopia 6ptica para la observacion de defectos macroscopicos y figuras de
corrosion obtenidas por revelado quimico de la misma y microscopia electrénica de transmision para determinar
su calidad estructural, también se evallia su transmitancia 6ptica por su aplicacion en ventanas infrarrojas. Una
presencia pequena de defectos macroscopicos, un orden estructural notable entre dislocaciones y la baja densidad
de dislocaciones y desorientacion angular halladas entre subgranos adyacentes confirman una adecuada calidad
cristalina para el empleo de este material en dispositivos optoelectronicos.

Palabras clave: ZnSe; MET; Espectroscopia infrarroja de Fourier; Revelado quimico.

Abstract

This project involves the study of the crystalline quality of a single crystalline commercial wafer of ZnSe (Cradley
Crystals) combining different techniques. We use optical microscopy for the observation of macroscopic defects
and etching figures which were obtained by chemical etching and transmission electron microscopy to determine
the structural quality of the sample. We also measure the optical transmittance of the wafer due to its application
as infrared window. The results show low presence of macroscopic defects, remarkable structural order between
dislocations and small values of dislocation density and angular misorientation between adjacent subgrains. This

confirms an adequate crystalline quality of the material as required for optoelectronic devices.

Keywords: ZnSe; TEM; FTIR; Chemical etching.

Introduccién

Los semiconductores II-VI basados en ZnSe son
esenciales para la fabricacion de diodos laser en el rango
azul-verde del espectro, dado su ancho de banda prohibida
(2.715 eV a 300 K). Estos materiales encontraran en el
futuro aplicacién inmediata en dispositivos opticos, con la
consecuente demanda de materiales de alta calidad, dado
que los detectores y dispositivos dpticos que se elaboran
dependen criticamente de las propiedades del mismo [1, 2].

Con el objetivo posterior de comparar el material co-
mercial con el obtenido en nuestro laboratorio, se evalua

y presenta la calidad cristalina de una oblea comercial
monocristalina de ZnSe, adquirida en Cradley Crystals,
combinando diferentes técnicas. También se estudia su
transmitancia dptica por su posible aplicacion en ventanas
infrarrojas. La observacion de los defectos macroscopicos
y de la superficie de la oblea revelada quimicamente se
efectiia por microscopia dptica determinando en este
ultimo caso la densidad de dislocaciones y la desorien-
tacion entre subgranos adyacentes mediante el uso de la
aproximacion de Shockley-Read. La estructura cristalina se
estudia por microscopia electronica de transmision (MET)
en muestras obtenidas por combinacidn de desbastado
mecanico y adelgazamiento idnico.
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Procedimiento experimental / Metodologia

En la Figura 1 se observa una oblea de ZnSe comercial
(Cradley Crystals) en la orientacion (110) material obteni-
do por el método de Bridgman de alta presion (HPB). Se
verifico su orientacidn cristalina por difraccion de rayos x
(Técnica de Laue) utilizando un difractometro Phillips con
radiacion Cu K.

La oblea fue adquirida con un pulido mecanico (Figura
2) que no afecta la transmision optica del material (Figura
3) dado que dicho espectro (en rojo) es comparable a los
obtenidos cuando se efectuaron pruebas de pulido en el
laboratorio (UNIDEF) en la misma oblea con alimina alfa
de 1 um libre de aglomerados (LECO Corporation) para
longitudes de onda en el infrarrojo cercano (0,75 pm <A
<3 um).

Figura 2: Pulido mecénico.

La transmision dptica fue medida con un equipo de es-
pectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (Perking-
Elmer System 2000). La medicion se realizo entre 1 um <A <
25 um interponiendo la muestra al haz de emision infrarroja
generada por el equipo mencionado con exposicion al aire,
por lo que aparecen en el espectro los picos de absorcion
tipicos del agua y CO,. Se comparo el espectro obtenido de
esta oblea con el que muestra la empresa Cradley Crystals en
http://www.cradley-crystals.com/ [Figura 3].

Para el estudio por microscopia optica de los defectos
macroscopicos en la oblea, se utilizé una lupa Nikon
[Figura 4]. No se ha observado la presencia de poros, pero
si de planos cristalinos que limitan volimenes pequefios
contenidos en el espesor de la oblea manteniéndose la
homogeneidad en el material y en el color alrededor de
los mismos.

En la Figura 5, obtenida con un microscopio meta-
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lografico (Union Versamet 5279), se puede observar la
distribucidn de las figuras de corrosion que corresponden
al revelado quimico de esa oblea efectuada con la solucion
de KMnO, en H,SO,. La eleccion se realizo de acuerdo a
la informacioén hallada en [3] y por mostrar una reactividad
levemente mayor respecto de otras alli indicadas sin pro-
ducir el sobrerevelado en el material. Las referencias [4-6]
demuestran su aplicabilidad a este material.

Se realizaron observaciones de la estructura cristalina
del ZnSe comercial por microscopia electronica de trans-
mision (MET) [Figuras 6-7] mediante un microscopio
Philips CM200 UT con filamento de LaB,, operado a 200
kV. Se obtuvieron laminas delgadas para su observacion
combinando el desbastado mecanico, utilizando un tripo-
de SBT 590, y el adelgazamiento i6nico, con un equipo
GATAN PIPS 691, operado a energias menores que 4 keV.
Las imagenes de baja y alta resolucion se obtuvieron con
una camara de la firma Olympus -SIS, model Keen View
de 1,3 k x 1 k pixels, a una tension de operacion de 200
kV. El principal objetivo de la utilizacion de diferentes
instrumentos es la deteccion de defectos en dicho material
a escalas micrométricas y/o nanométricas.
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Figura 5: Figuras de corrosion obtenidas por revelado quimico de la
oblea.

Resultados y Discusién

Figura 4: a, b y ¢ muestran un mismo grupo de cristales incluidos con La Trasmisién Optica del ZnSe comercial muestra
maghnificaciones diferentes. En d puede observarse un cristal incluido valores del 42% en la oblea adquirida para su estudio frente
en otra zona de la oblea. al 70% que figura en la pagina web de la empresa Cradley
Crystal, Inc [Figura 3]. La presencia de defectos cristalinos
macroscopicos [Figura 4], como también dislocaciones
[Figura 5] y maclas [Figura 7] explica la diferencia en los
valores de esta magnitud entre los distintos materiales. Este

Figura 6: a) Imagen de alta resolucion con eje de zona [001]. b) Diagrama de difraccion de electrones por transmision en la misma region segin
eje de zona [001].
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Figura 7: a) Micrografia donde se observa la presencia de una macla. b) Diagrama de difraccion de electrones por transmision en la misma region

seglin eje de zona [011] con una de las reflexiones de tipo [111].

resultado indica que la empresa obtiene lingotes monocris-
talinos con defectos cristalinos cuya densidad es variable,
si bien en esta oblea tanto cristales incluidos como disloca-
ciones tienen una presencia pequeiia. Por otra parte, ambos
espectros decaen notoriamente hacia los 22 pm, aunque en
nuestro caso las curvas espectrales muestran oscilaciones
indeseables en las longitudes de onda de absorcion del agua
y del CO, provenientes del célculo interno que realiza el
programa de FTIR, dado que en esas bandas de absorcion
el error de medicion aumenta al dividir por valores de sefial
muy pequefios. Es posible que el espectro de FTIR de la
empresa comercial no presente las oscilaciones por tomarse
con atmdsfera controlada.

El valor de la densidad promedio de dislocaciones,
calculada efectuando el conteo sobre las micrografias to-
madas sobre toda la superficie de la oblea, es de §,=4,4.10*
cm? y la desorientacién angular promedio entre subgranos
contiguos, determinada utilizando la aproximacién de
Schokley-Read [7], es de ¢=4”. Estos valores son seme-
jantes y comparables con los registrados en la bibliografia
[4, 5, 8].

La imagen de alta resolucion y el diagrama de difrac-
cion de electrones correspondiente a la misma region en la
Figura 6 se obtuvieron segun el eje de zona [001]. La alta
resolucion se empled en este caso para determinar, a orden
local, la existencia de dislocaciones, ya que el analisis por
resolucion media y baja muestra un mayor promedio de
area analizada. No sélo no se observan dislocaciones a
nivel nanométrico sino que también se ha determinado un
excelente orden estructural entre dislocaciones [Figura 5].

En la micrografia de la Figura 7 se observa lo que
aparentemente es un borde de grano. Pero el diagrama
de difraccion correspondiente a la misma zona descarta
esta hipdtesis dado que la disposicion de puntos es de una
macla, con eje de zona [011], siendo una de las reflexiones
de tipo [111].

En ninguna de las muestras de ZnSe estudiadas por
MET se observd dislocaciones, ni tampoco fallas de api-
lamiento. Este ultimo tipo de defecto, como asi también
poros con una alta densidad, si se presentd en ZnTe comer-
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cial (eV, Inc) ambos materiales crecidos por HPB [9-10].
Conclusiones

La oblea comercial de ZnSe (Cradley Crystals, Inc) esta
pulida mecanicamente, como vimos anteriormente, con una
malla que no altera la transmision optica del material. Asi
que esta propiedad esta determinada fundamentalmente
por los defectos generados por el método de crecimiento
(HPB) y la pureza de los elementos de partida. Los
defectos cristalinos macroscopicos observados, cristales
ocluidos, estan presentes en una densidad pequefia, como
asi también las maclas y dislocaciones. La desorientacion
angular entre subgranos contiguos es leve. Entre disloca-
ciones el ordenamiento estructural es excelente. Dado que
no parece razonable que la empresa trabaje con distintas
purezas en los diferentes crecimientos consideramos que
si bien hablamos de presencia de defectos cristalinos con
densidades reducidas estos valores son suficientes para que
la transmisién optica de la oblea de ZnSe adquirida tenga
valores muy inferiores a los que la empresa presenta en la
pagina web.
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Impact on the budget of drugs for the treatment of Ischemic Heart Disease, due to
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Resumen

El objetivo del presente trabajo es analizar el impacto de la variacién de costos farmacologicos en pacientes con
cardiopatia isquémica en el presupuesto del Servicio de Farmacia, ocasionado por el aumento en el nimero de
camas de la UTI.

Se llevo a cabo un estudio observacional, descriptivo y transversal en la UTI del hospital Domingo Funes, Cordoba-
Argentina. Se realizé un andlisis comparativo del consumo de medicamentos en los afios 2009 (UTI con 4 camas)
y 2011 (UTI con 11 camas) en base al correspondiente protocolo de actuacion.

Las patologias cardiacas representaron un mayor porcentaje en el perfil de atencion de UTI, tanto para el afo 2009
como para el 2011, determinandose como patologia prevalente la cardiopatia isquémica.

La ampliacién de la UTI significo un incremento superior al 70% del gasto en medicamentos, impactando
directamente en los costos del Servicio de Farmacia. Con el aumento en la cantidad de camas, el nimero de
pacientes anuales se incrementd entre un 90% y 120%, tanto en el total de pacientes como en el grupo con
patologias cardiovasculares, respectivamente.

Palabras clave: Servicio de farmacia de hospital; Costos; Unidad de terapia intensiva; Cardiopatia isquémica;
Utilizacion de medicamentos.

Abstract

The aim of this study was to analyze the economic impact on the budget of the Pharmacy Service caused by the
increase in the number of beds in the ICU, identifying the treatment expenditure in the prevalent pathology. An
observational, descriptive and cross sectional study was conducted in the ICU of the hospital Domingo Funes in
Cordoba-Argentina. This study shows a comparison analysis between 2009 (ICU with 4 beds) and 2011 (ICU with
11 beds) based on the corresponding protocol. Heart diseases accounted for a higher percentage in the attention
profile of the ICU in recente years. Myocardial ischemia was detected as the prevalent disease. The cost of the
expansion of the ICU room was 70% higher than the expenditure on drugs, this had a direct impact on the budget
of the institution. With the increase in the number of beds, the number of patients per year will increase between
90% and 120%, both in the total number of patients and in the group with cardiovascular pathologies, respectively.

Keywords: Pharmacy service, Hospital; Costs and cost analysis; Intensive care; Myocardial ischemia; Drug use.
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Introduccién

El Hospital Provincial Domingo Funes esta situado
en Villa Caeiro en la localidad de Santa Maria de Pu-
nilla, a 500 metros de la Ruta Nacional 38, enclavado
al pie del corddn montafioso de las Sierras Chicas,
provincia de Cordoba. En el afio 1939, se inaugura como
hospital monovalente de afecciones tuberculosas [1] y
en el afio 1971 se transforma a polivalente, siendo en la
actualidad referente de zona del departamento Punilla.

Depende del Ministerio de Salud de la provincia de
Coérdoba, regulado por la Ley N° 7625 que comprende al
equipo de Salud y la Ley N° 7233 de empleados publicos
administrativos y servicios generales. Cuenta con una
complejidad de Tercer Nivel de Atencion — 2do Nivel de
Referencia [2], posee 93 camas para internacion que inclu-
yen los Servicios de Cirugia, Neonatologia, Ginecologia y
Obstetricia, Emergencia, Pediatria y Clinica Médica y la
Unidad de Terapia Intensiva (UTI) de adultos.

El hospital dispone de un Servicio de Farmacia (SF),
a cargo de un Director Técnico Farmacéutico, auxiliares
idéneos y administrativo. Dentro de las numerosas acti-
vidades realizadas por el SF, se destacan la provision de
medicamentos y productos médicos para la atencion del
paciente internado [3,4,5,6].

En el afio 2009 comenzo una reforma edilicia para
refuncionalizar el ala sur. El Servicio de UTI inicialmente
situado en el 3er piso, area central, contaba con 4 camas
y luego de las reformas de este sector, en el afio 2010, se
habilit6 la UTI con 11 camas.

Como expresan algunos autores, en las unidades de te-
rapia intensiva se concentran la mayor parte de los recursos
materiales, humanos y tecnologicos de los establecimientos
asistenciales con internacion de pacientes y se le suele
atribuir un alto porcentaje de los recursos destinados al
financiamiento hospitalario. Esto determina la importancia
de encaminar esfuerzos que se propongan el uso eficiente
de los recursos [7, 8].

Como era de esperar, la ampliacion del ala sur demando
una mayor cantidad de recursos, tanto en el presupuesto
general del hospital como en el SF en particular. Tal incre-
mento se relaciona directamente con mayores demandas
de recursos humanos, infraestructura, volimenes de
compra de insumos, entre otros. Sin embargo, ante este
incremento de camas en la UTI, se desconoce la incidencia
en el consumo de productos sanitarios [9] para satisfacer la
demanda de prestaciones luego de la ampliacion.

En una UTI son numerosas las patologias que se
presentan. En esta institucion hospitalaria se tratan prin-
cipalmente patologias cardiovasculares, respiratorias,
postoperatorias, shock, digestivas, renales, traumatoldgi-
cas, sepsis y metabdlicas. El grupo de las cardiovasculares
abarca diversas patologias dentro de las que podemos
mencionar la cardiopatia isquémica (CI), insuficiencia
cardiaca, arritmias, hipertension arterial, pericarditis, shock

cardiogénico, miocardiopatias, entre otras [10].

La hipotesis de este trabajo es que debido a la amplia-
cioén de la UTI en el afio 2010 se produciria un incremento
en el consumo de productos sanitarios con el consecuente
aumento en el gasto hospitalario debido a la ocupacion de
las camas con pacientes que requieran internacién en una
UTI (Ej.: cardiovasculares, respiratorios, infecciones, etc.).

El objetivo general es analizar la variacion de costos
farmacologicos en el presupuesto del SF, ocasionado por
el aumento de camas en la UTI, identificando el gasto del
tratamiento en la patologia prevalente.

Los objetivos especificos consistieron en:

 Estimar la ocupacion efectiva/real de las camas en la
UTI ampliada para el tratamiento de pacientes que
requieren monitoreo intensivo.
 Obtener informacion de costos producidos por consumo
de medicamentos, segin protocolo de tratamiento far-
macologico de la patologia prevalente en ambos afios.
Relacionar el aumento de camas de UTI con el aumento
del gasto, a partir del analisis del consumo de medica-
mentos, para la estimacion de necesidades.
Generar informacion de utilidad al Servicio Contable de
la institucion, a los efectos de mejorar las estimaciones
presupuestarias.

Materiales y metodologia

Este trabajo corresponde a un estudio observacional,
descriptivo y transversal. Se llevo a cabo en la UTI perte-
neciente al hospital Domingo Funes con datos obtenidos
del afio 2009 y 2011 de pacientes internados tomando
como referencia la patologia prevalente. El criterio para
esta eleccion es que el mismo resulta representativo de la
mayoria de los pacientes internados.

La patologia prevalente se determind mediante el
analisis exhaustivo de los datos provistos por el libro de
internacidn en el cual se clasifican y registran todos los
pacientes atendidos en los afios bajo analisis resultando ser
la Cardiopatia Isquémica.

Se realizé una evaluacién de costos, comparando los
gastos en medicamentos de ambos afios [11]. Para ello se
estimo6 el consumo comparando el afio 2009 (UTI con 4
camas) con el afilo 2011 (UTI con 11 camas) en base al
correspondiente protocolo de tratamiento farmacoldgico,
acordado en los primeros 7 dias, para el tratamiento de
la CI en el HDF, esquematizado en la Tabla 1. Para la
valoracion de pacientes con mas dias de internacion se
realiza una revision de pautas que no estan contempladas
en este trabajo.
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Tabla 1: Protocolo de tratamiento farmacoldgico para el tratamiento
de la cardiopatia isquémica en el HDF.

Productos sanitarios Numero de dosis

Alprazolam 1 mg 3 comprimidos/dia

Acido acetil salicilico 100 mg 1 comprimido/dia

Atenolol 50 mg 1 comprimido/dia

Atorvastatina 20 mg 1 comprimido/dia @

Clopidogrel 300 mg 1 comprimido/tratamiento ®

Clopidogrel 75 mg 1 comprimido/dia ¢

Dobutamina 250 mg 2 ampollas /tratamiento

Dopamina 200 mg 4 ampollas/tratamiento

Enalapril 20 mg 1 comprimido/dia

Espironolactona 25 mg 1 comprimido/dia

Furosemida 20 mg 1 ampolla/dia

Nitroglicerina 25 mg 4 ampollas/dia

Ranitidina 50 mg 3 ampollas/dia

Solucion de dextrosa 5 % x 250 ml 3 sachet/dia
Solucion de dextrosa 5 % x 500 ml 1 sachet/dia
Solucion fisiologica x 250 ml 3 sachet/dia

Estreptoguinasa 1.500.000 Ul 1 frasco ampolla/tratamiento ¢

a) Dosis disponible de acuerdo a protocolizacion
local y no con guias internacionales

b) El primer dia

c) Durante los restantes 6 dias

d) Seglin corresponda, en base al estadio de la Cl
Fuente: elaboracion propia

Para ambos afios de estudio, se valord en términos
monetarios las actuaciones con medicamentos calculando
el costo por dia del tratamiento farmacoldgico de acuerdo
al protocolo expresado en la tabla 1. Luego, de acuerdo a
los dias de internacién de cada paciente en particular, se
calculd el costo de su tratamiento. El incremento se midio
en términos del gasto, en pesos argentinos constantes
ajustados a noviembre de 2011 y traducidos a porcentaje.

El porcentaje de incremento de gastos en el SF se
calculd de acuerdo a la ecuacion 1.

Consumo 2011 - Consumo 2009

% Incremento del gasto = X 100 (Ecuacion 1)

Consumo 2009

Definicion de variables

Caso de cardiopatia isquémica (CI): se considera a
todo paciente diagnosticado con esta patologia y sus tipos.
La CI es la enfermedad del miocardio producida por la
falta de riego sanguineo en €1, 0 mas concretamente por la
desproporcidn entre el aporte del flujo sanguineo coronario
(que puede ser normal) y las necesidades miocardicas (que
pueden estar muy elevadas). Puede manifestarse en forma
de episodios agudos, temporales o cronicos [12, 13].

Calculo de costos: se realiza con base en los precios
unitarios de la cotizacion mensual suministrada por el
servicio de compras del hospital correspondiente al mes
de noviembre de 2011. Para poder realizar la comparacioén
de los precios unitarios se estimaron a la fecha de la coti-
zacion de los meses noviembre y diciembre de 2011.

Captura de la informacién: planillas de estadisticas
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anuales del servicio de UTI, libro de registro de pacientes
ingresados a la UTI, planillas de cotizaciones mensuales,
cuaderno de registro de entrega de insumos especiales a
UTI, planillas de estadisticas de atencion en UTI, entre
otros.

Criterios de inclusidn: pacientes internados del grupo
cardiovasculares diagnosticados con CI, con o sin comor-
bilidades, registrado durante el tiempo y el lugar de estudio
sefialados.

Criterios de exclusion: pacientes del grupo cardiovas-
culares con diagnosticos diferentes a CI.

Resultados y discusién

Se registraron 283 pacientes en 2009 y 554 en 2011. En
ambos afios, coincidieron como prevalentes las patologias
cardiovasculares (104 y 227 pacientes respectivamente), y
dentro de ellas, la CI con 52 y 100 pacientes respectivamente.

Las patologias cardiacas representaron el mayor por-
centaje en el total de pacientes atendidos en UTI, tanto
para el aflo 2009 como para el 2011 (Tabla 2). En ambos
afios se mantiene esta tendencia, por lo que la comparacion
resultaria util.

Tabla 2: Grupos terapéuticos de patologias tratadas en el servicio de
UTI del Hospital Domingo Funes (afios 2009 y 2011).

Pacientes internados segtn diagnéstico principal
de ingreso por grupo terapéutico
Afo 2009 Ao 2011
Grupo 0 (%) Grupo o (%)
pacientes | pacientes| *
Cardiovascular 104 Cardiovascular 227
- Cardiopatia isquémica 52 - Cardiopatia isquémica 100
- Insuficiencia cardiaca 21 - Insuficiencia cardiaca 66
- Arritmias 17 36,7 | - Arritmias 46 41,0
- Crisis hipertensivas 4 - Crisis hipertensivas 8
- Pericarditis 2 - Pericarditis 0
- Shock cardiogénico 8 - Shock cardiogénico 7
Respiratorios 41 14,5 |Respiratorios 84 15,2
Post operatorios 34 12,0 |Post operatorios 54 9.8
Shock 24 8,5 [Shock 38 6,9
Neurologico 8 2,8 |Neurologicos 35 6,3
Infecciones/sepsis 20 7,1 |Infecciones/sepsis 15 2,7
Digestivos 13 4,6 |Digestivos 26 4,7
Renales 9 3,2 |Renales 9 1,6
Trauma 8 2,8 |Trauma 14 2,5
Metabdlicos 7 2,5 [Metabdlicos 24 4,3
Intoxicaciones 2 0,7 [Toxicos 15 2,7
|Otros* 13 4,6 |Otros* 13 2,3

* Otros: gineco-obstétricos, hematoldgicos, trastornos hidroelectroliticos, tumores.
Fuente: elaboracion propia en base a datos extraidos del libro de internacion.

El costo total en medicamentos para los pacientes
atendidos con CI es de $ 33.759,38 en el afio 2009 y de
$ 58.797,73 en el afio 2011, seglin la cantidad de dias de
internacion de cada paciente.

De acuerdo a la ecuacion 1, se determiné para el afio
2011 un 74,2% de incremento de los costos totales en
relacién a los costos de 2009.
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Por otra parte, se determin6 el promedio de dias de
internacion para esta patologia en ambos afios; siendo 2,9
y 3,3 dias para el afio 2009 y 2011 respectivamente.

Adicionalmente, ¢l porcentaje de ocupacion de las
camas de la UTI, teniendo en cuenta todos los pacientes
internados, se determind en un 92,4% para el afio 2009 y en
un 57,1% en el afio 2011, con 4,0 y 4,2 dias de internacion
promedio respectivamente.

La evaluacion econdmica [14] de las patologias preva-
lentes es necesaria para proveer informacion a las autori-
dades sanitarias a fin de establecer protocolos de trabajo
que tengan como objetivo garantizar una mejor asignacion
de recursos, necesariamente limitados, que garanticen la
utilizacion de los mismos en aquellas acciones que provean
el beneficio maximo [15,16,17,18].

La utilizacidon de medidas de actuacién unificadas
ante determinadas patologias, unifica los criterios y
ante posibles cambios, son evaluados en revista de sala
fomentando un uso racional de medicamentos, siendo
premisa del SF la utilizacion efectiva de los recursos
disponibles.

En cuanto a las caracteristicas demograficas y socio-
econdmicas de la poblacidn de pacientes que concurrieron
al hospital y requirieron internacion en UTI, en ambos
periodos, no presentaron una variacién notoria, por lo que
los datos son comparables.

El afio 2010 no fue tenido en cuenta en esta evaluacion
ya que se lo considera un afio de transicion y no refleja el
real cambio en el nimero de pacientes internados.

Los resultados presentados en este estudio dan a
conocer una aproximacion del porcentaje de incremento
en el consumo de productos sanitarios como consecuencia
del aumento del nimero de camas de un servicio critico.
Dada la evidente urgencia de reevaluar las partidas pre-
supuestarias, estos resultados pueden ser utilizados por
el Servicio Contable para justificar potenciales aumentos
presupuestarios. La informacion es parcial ya que sélo se
consideran los costos directos de la atencion ocurridos
por el consumo de medicamentos en el tratamiento de la
patologia prevalente [19]. En este nuevo escenario, no se
analizaron los requerimientos referidos a recursos humanos
en el SF. Otra limitacion del trabajo fue tomar a todos los
pacientes que presentan la patologia definida como pacien-
tes ideales, sin destacar menor o mayor gravedad en el
tratamiento, complicaciones, ni comorbilidades.

Este trabajo no es una evaluacion econdmica dado que
solo analiza parcialmente los costos incurridos por los
pacientes atendidos con una patologia en particular. Se
propuso demostrar variaciones en el consumo de farmacos
vinculados con aumentos en el nimero de camas de la
UTI a los efectos de que futuras intervenciones, logren
brindar una mayor calidad en salud a todos los pacientes
atendidos mediante la asignacion eficiente de los recursos
sanitarios [20], por lo general limitados ante una demanda
creciente [21]. La intencion es aportar datos acerca de la

ampliacion de la UTI y brindar a los expertos herramientas
para posibles intervenciones sanitarias.

Acciones eficaces y efectivas aseguran intervenciones
que sean beneficiosas en pos de una mejora de la salud en
la poblacién atendida [22, 23].

Los datos econémicos no deben ser numeros descono-
cidos por los profesionales de la salud. Muy lejos de ser
condicionantes de la libertad clinica, son herramientas en la
adopcion de criterios de eficiencia en la toma de decisiones
[24].

Conclusiones

El incremento en el nimero de camas en la UTI llevd
a un aumento en la cantidad de pacientes atendidos y, en
consecuencia, en el consumo de productos sanitarios, lo
cual se tradujo en un incremento del consumo de farmacos.

La correlacion entre el aumento en el numero de
pacientes atendidos y la cantidad de camas ocupadas
efectivamente evidencid la necesidad de la ampliacion.
Practicamente las camas se triplicaron, el personal se
duplico y el nimero de pacientes anuales aumento entre
un 90% y un 120%, tanto en los totales como en el grupo
con patologias cardiovasculares, respectivamente.

La ampliacion de la UTI significd un incremento supe-
rior al 70% del gasto en medicamentos del SF, impactando
directamente en el presupuesto de la institucion.

La informacion generada se elevo al Servicio Contable
a los fines de justificar una mayor demanda presupuestaria.

A partir de estos incrementos, es necesario continuar
ajustando la provision del SF atendiendo a los potenciales
cambios que ocurran en el hospital tales como futuros
traslados de otros servicios al ala sur, recientemente
reformada.

Las estimaciones de costos no deben tener como unico
objetivo contener el gasto farmacéutico, sino también
lograr mayor eficiencia en términos de los resultados de
salud. Si bien algunas medidas, como la expansion en el
nimero de camas pueden incrementar el gasto sanitario en
lo inmediato, se pretende que las mismas se traduzcan en
beneficios para la poblacion con la premisa del uso racional
del medicamento y la utilizacion eficiente de los insumos
disponibles. El SF se propone la valoracion de las opciones
terapéuticas con el principio de equidad para la poblacion
a cargo, como aporte a la eficiencia institucional.
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