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Evaluacion de dos formulaciones de pate de trucha Arcoiris
elaboradas con diferente composicidn lipidica
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Paté de trucha ahumada La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) constituye una de las especies acuicolas de mayor
Evaluacién sensorial potencial en Argentina, aunque se comercializa principalmente en filets frescos y congelados. Por
Consumidores otro lado, el desarrollo de productos con valor agregado representa una oportunidad para
Valor agregado diversificar la oferta y responder a la demanda de alimentos saludables. El objetivo del presente

trabajo fue formular dos tipos de paté de trucha ahumada: uno con grasa semisdlida (M-01) y
otro con aceite vegetal (A-01), comparando su perfil nutricional, calidad microbioldgica y
aceptacién sensorial segin el método de comparacion por pares. Los filets fueron sometidos a
un proceso de ahumado en caliente y procesados para obtener ambas formulaciones. Los
recuentos microbioldgicos se mantuvieron dentro de los limites establecidos. La formulacién M-
01 presentd un mayor contenido lipidico y humedad, mientras que la A-01 registré un nivel
superior de carbohidratos. En el analisis sensorial, el 67% de los consumidores prefirié la M-01
frente al 33% que eligid la A-01, diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05). La M-01
destacd por su textura cremosa y sabor suave, mientras que la A-01 presenté una textura mas
firme y sabor ahumado mas intenso. Ambas formulaciones resultaron aceptables, evidenciando
la necesidad de continuar investigando alternativas mds saludables que satisfagan las demandas
de los consumidores.

Evaluation of two formulations of rainbow
trout paté prepared with different lipid compositions

KEYWORDS ABSTRACT

Smoked trout paté Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is one of the aquaculture species with the greatest
Sensory evaluation potential in Argentina, although it is primarily marketed as fresh and frozen fillets. However, the
Consumers development of value-added products represents an opportunity to diversify the supply and
Added value respond to the demand for healthy foods. The objective of this study was to formulate two types

of smoked trout paté: one with semi-solid fat (M-01) and another with vegetable oil (A-01),
comparing their nutritional profiles, microbiological quality, and sensory acceptance using the
pairwise comparison method. The fillets were hot-smoked and processed to obtain both
formulations. Microbiological counts remained within established limits. The M-01 formulation
showed higher lipid and moisture content, while A-01 had higher carbohydrate levels. In the
sensory analysis, 67% of consumers preferred M-01 compared to 33% who chose A-01,
representing a statistically significant difference (p < 0.05). M-01 was distinguished by its creamy
texture and mild flavor, while A-01 exhibited a firmer texture and more intense smoky flavor.
Both formulations were acceptable, highlighting the need for continued research into healthier
alternatives that meet consumer demands.
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1. Introducciéon

El aumento sostenido en el consumo de productos
pesqueros, junto con su sobreexplotacion, ha
causado una disminucion significativa en la cantidad
disponible de especies de interés comercial. Frente a
esta problematica, la acuicultura se posiciona como
una alternativa productiva factible, principalmente
nivel global, donde dicha actividad ha
experimentado un marcado aumento en los ultimos
afios, particularmente en paises desarrollados donde
los productos alimenticios derivados de estos
cultivos estdn adquiriendo un aumento significativo
en los diferentes mercados.

En Argentina, el cultivo de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) ha mostrado un notable
crecimiento en los ultimos afios, alcanzando en 2022
el 76% de la produccidn acuicola nacional (Direccién
de Acuicultura, 2022). No obstante, su
comercializacién se concentra principalmente en
formato filet fresco y congelado, asi como en
productos ahumados envasados al vacio de forma
artesanal, pero con escaso desarrollo de
subproductos con valor agregado.

Por otra parte, histéricamente, el consumo de
salmén chileno ha mostrado una notable estabilidad
comercial a lo largo del tiempo,
independientemente de las  fluctuaciones
econdmicas. En este contexto, y considerando que la
trucha arcoiris presenta atributos sensoriales
similares a los del salmdén, se presenta como una
alternativa potencial para reemplazarlo. De este
modo, laincorporacion de productos procesados con
valor agregado a base de trucha arcoiris podria
favorecer su posicionamiento en el mercado
argentino, no solo como sustituto del salmon
chileno, sino también como una opcidn viable capaz
de responder a la creciente demanda de alimentos
de alta calidad.

Paralelamente, el creciente interés de los
consumidores por una alimentacidon saludable ha
impulsado la demanda de alimentos de origen
natural, particularmente aquellos con bajo
contenido de grasas saturadas, asociadas al
desarrollo de enfermedades crénicas como
enfermedades cardiovasculares y obesidad. En este
contexto, el desarrollo de productos icticolas con
valor agregado y que se orienten a la reduccion de
grasas animales y su reemplazo por lipidos
insaturados de origen vegetal representa una linea

de investigacion de gran relevancia en el desarrollo
de productos alimenticios en el mercado actual,
haciendo  hincapié principalmente en las
propiedades nutricionales, pero sin afectar los
atributos  sensoriales  esperados por los
consumidores.

El objetivo del presente trabajo fue formular dos
tipos de paté de trucha ahumada, una elaborada con
grasa semisdlida (Formulacién M-01) y otra
empleando aceite vegetal (Formulacién A-01), con el
fin de determinar el perfil nutricional, aptitud
microbiolégica y evaluar la preferencia de los
consumidores mediante un ensayo sensorial.

2. Materiales y métodos

Siguiendo la metodologia de Hualde et al. (2010), se
llevd a cabo el proceso de ahumado en caliente. Para
ello, se procesaron 1,5Kg de filet de trucha arcoiris
en un ahumador artesanal con capacidad de 140
litros. El procedimiento consistié en un salado previo
al 10% de salmuera durante 6 horas a 5 °C, seguido
de un oreado con circulacién de aire durante 8 horas
a 10 °C, permitiendo de esta manera reducir la
humedad y favorecer la formacion de una pelicula en
la superficie de las muestras. Posteriormente, se
llevdé a cabo el ahumado emparrillado y el
procedimiento consistid en las siguientes etapas:

e Etapa 1: Secado: 30 + 4 minutos a 30 °C.
e Etapa 2: Coccidn: 45 + 5 minutos a 60-70 °C.
e Etapa 3: Deshidratado: 60 * 5 minutos a 45-50 °C.

Una vez obtenidos los filets de trucha ahumada, se
llevé a cabo el emprolijado de los mismos. Con los
recortes generados se elabord el paté ahumado,
triturando la materia prima hasta obtener una pasta
fina y de consistencia homogénea. A partir de esta
base, se disefiaron dos formulaciones mencionadas
en laTabla 1.

El producto final fue envasado en recipientes de
vidrio de 250 cm® y posteriormente sometido a un
proceso de pasteurizacion de 85 + 52C durante 15
minutos, con el fin de garantizar la inocuidad de los
productos.

Posteriormente se evaluaron los posibles
indicadores de contaminacién BAM (ISO 4833),
Coliformes totales (ISO 4832), Escherichia coli
(ICMSF), Hongos y Levaduras (ISO 21527-2:2008),
Staphylococcus aureus (IRAM 15115-2), Listeria
monocytogenes (USDA-FSIS) antes de su consumo.
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Tabla 1. Formulacidn de las muestras ensayadas de Trucha Arcoiris ahumada

Ingredientes

Formulaciéon M-01

Formulacion A-01

Pasta de pescado (%)
Manteca (%)
Harina de trigo (%)
Crema de leche (%)
Leche entera (%)
Aceite vegetal (%)

42,3
12,3
8,6
18,4
18,4

Asimismo, se determind la composicidén nutricional
de las diferentes muestras (Humedad AOAC
950.46B, Cenizas AOAC 942.05, Grasas AOAC 991.3,
Proteinas  (Kjeldahl), Carbohidratos vy valor
energético (por calculo) y se evaluaron los atributos
sensoriales de color, olor, sabor y la aceptabilidad
entre ambas formulaciones. La evaluacidn sensorial
se llevd a cabo con un panel de 90 consumidores,
comprendiendo un rango etario de 18 a 65 afios. Las
muestras de cada tratamiento se sirvieron untadas
sobre una rodaja de pan sin sal como vector, a
temperatura ambiente y en platos descartables con
su respectivo codigo formado por tres digitos al azar.
Para cada consumidor se colocé un vaso con agua
para neutralizar el sabor de su paladar antes y
después de probar cada muestra a evaluar. A través
de una prueba de comparacién pareada (ISO
5495:2005), se identificaron las preferencias entre
ambas formulaciones, asi como los motivos de
eleccién e intencién de compra.

El procesamiento de los datos se realizé utilizando el
software Microsoft Excel 2016, aplicando un analisis
estadistico de diferencia binomial de dos colas con
un nivel de significancia de a = 0,05.

3. Resultados y Discusion

Andlisis Microbioldgicos

De acuerdo con los resultados microbiolégicos,
ambas formulaciones presentaron una carga
microbiana con valores dentro de los limites
establecidos por el Cdédigo Alimentario Argentino
(CAA, 2022) y ausencia de microorganismos
patégenos que pudieran comprometer la inocuidad
de los productos.

Composicion proximal

Al analizar la composicién proximal, se pudo
observar que la Formulacion M-01 presentd un
mayor contenido de humedad (63,9%) en

comparacién con la Formulacion A-01 (61,4%). Esta
diferencia podria explicarse por el hecho de que una
mayor proporcién de lipidos contribuye a una mayor
retencidn de agua en el producto, siendo un efecto
que se ve potenciado principalmente en matrices
emulsificadas (Absalimova et.al., 2025). Resultados
similares fueron reportados en trucha arcoiris
ahumada por Gaibor y Santos (1995), quienes
observaron un contenido de agua aproximadamente
dos veces superior al de productos de origen cérnico.
Esta diferencia en la composiciéon podria influir de
manera directa en la percepcidon sensorial,
particularmente en atributos como untuosidad vy
jugosidad del producto final (Villarroel et al., 2010).

En relacién con el contenido de extracto etéreo, la
Formulacién M-01 presentd un valor
significativamente superior (14,2%) en comparacion
con la Formulacién A-01 (11,4%). Este resultado era
esperable, dado que la inclusién de manteca en la
formulacién M-01 aporto un mayor contenido de
lipidos, particularmente acidos grasos saturados,
incrementando de esta manera el valor porcentual
en la muestra evaluada.

El contenido proteico no presentd diferencias
significativas entre la formulacion M-01 (11,7%) y la
formulacién A-01 (11,3%), lo cual podria atribuirse a
la utilizacién de una proporcion equivalente de pasta
de trucha como ingrediente principal en ambas
preparaciones. Los valores obtenidos se asemejan
con los reportados por Aquerreta et al. (2002), para
patés de atin (11%) y anchoveta (10%), pero un poco
menor a los demostrados por (Villarroel et.at., 2010)
donde el pate de trucha presenté un 13,8% de
proteina. Esta diferencia podria atribuirse a diversos
factores, tal como la variabilidad en la edad o
condiciones de cultivo de los especimenes,
alimentacidn, diferencias en las proporciones en la
formulacion, etc.
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Respecto a la cantidad de carbohidratos presentes,
la Formulacion A-01 presenté un valor superior
(13,1%) frente a la Formulacion M-01 (8,2%).

Estos valores estdn relacionados con la mayor
proporcién de hidratos de carbono incorporados en
la muestra elaborada con aceite vegetal, con el fin de
aumentar la emulsidn y consistencia del producto.

En cuanto al valor energético, se observaron
diferencias minimas entre las formulaciones
evaluadas, registrandose 201,8 kcal/100 g en la
Formulacién A-01 y 205,8 kcal/100 g en la
Formulacién M-01 respectivamente.

Tabla 2. Comparacion de los resultados microbioldgicos entre ambas formulaciones

Parametro Formulacion M-01 Formulacién A-01
Bacterias meséfilas aerobias 260 UFC/g 50 UFC/g
Coliformes totales <10 UFC/g <10 UFC/g
Escherichia coli Ausenciaen 1g Ausencia en 1g
Staphylococcus aureus <100 UFC/g <100 UFC/g
Hongos y levaduras <100 UFC/g <100 UFC/g

Listeria monocytogenes

Ausencia en 25g

Ausencia en 25g

Tabla 3. Composicidn proximal de las formulaciones ensayadas.

Parametro

formulacion A

formulacion B

Humedad (%)
Cenizas (%)

Grasas (%)
Proteinas (%)
Carbohidratos (%)
Valor energético (Kcal/100g)

63,9 61,4
2,4 2,4
14,2 11,4
11,3 11,7
8,2 13,1
205,8 201,8

Evaluacidn sensorial

El analisis sensorial demostré que la Formulacién M-
01 presentd una mayor aceptacion global, con un
67% de preferencia, frente al 33% de la Formulacion
A-01, diferencias que resultaron ser
estadisticamente significativas (p < 0,05) (Figura 1).

Al analizar la percepcion del sabor, la Formulacion A-
01 se identific6 como un producto con sabor
ahumado intenso y persistente en el paladar,
mientras que la Formulacién M-01 se percibié mas
suave y atenuado.

En cuanto a la textura, la muestra elaborada con
manteca (Formulacion M-01) fue caracterizada
como mas cremosa, untuosa, suave y homogénea,
asociandose a un paté tradicional. En contraste, con
la formulacion A-01 la cual fue descrita como pastosa
y ligeramente arenosa.

En el atributo olor, la Formulacién A-01, fue
mencionada por los consumidores con mayor

frecuencia ya que consideraron que presentaba un
aroma mas intenso, asociado directamente a la
carne ahumada. En contraposicion con la
Formulacién M-01 que se percibié con un aroma mas
tenue, lo que podria explicarse por un efecto de
enmascaramiento del atribuido al incorporar el
ingrediente manteca a la formulacién.

Finalmente, en lo referente al color, no se
registraron diferencias entre ambas formulaciones
como tampoco fue sefialado como un descriptor
relevante por los consumidores durante la
evaluacién.

Asimismo, al analizar la intencidon de compra entre
ambas formulaciones, se observé que el 90% de los
participantes estaria dispuesto a adquirir el
producto. Sin embargo, un 20% de los encuestados
sefialaron que la decisién final de compra estaria
condicionada al precio de venta.
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Preferencia en consumidores

= Fi lacion M-01 = lacion A-01

Figura 1. Porcentaje de respuestas de los consumidores
segun las muestras analizadas

De acuerdo con los resultados obtenidos,
discriminados segin los diferentes atributos
evaluados, se pueden observar en la figura 2, la
distribucion comparativa entre las caracteristicas
sensoriales que obtuvieron mayor mencién por los
consumidores.

Comparacion de la preferencia en consumidores

Categoria de preferencias

m Formulacion M-01 @ Formulacion A-01

Figura 2. Distribucion de los resultados de acuerdo con
los principales atributos sensoriales

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos permitieron concluir que
ninguna de las muestras evaluadas superé los limites
microbioldgicos establecidos por el Cdédigo
Alimentario Argentino, confirmando caracteristicas
higiénico-sanitarias aptas para el consumo humano.

En cuanto a la composicion proximal, la Formulacién
M-01, presenté un mayor contenido de grasas
saturadas y humedad, obteniendo un producto
alimenticio con caracteristicas de textura cremosa,
pero con un leve incremento en el valor energético.
En contraposicién, la formulacion A-01 elaborada
con aceite vegetal demostré un mayor aporte de
hidratos de carbono, asociado a una textura mas
firme y compacta

Desde el punto de vista sensorial, la muestra
formulada con manteca, M-01, obtuvo una mayor
preferencia entre los consumidores, principalmente
debido a su sabor ahumado mds suave y textura
untuosa, cremosa y homogénea.

El presente estudio demostré que el desarrollo de
paté de trucha ahumada con valor agregado,
utilizando ingredientes de origen vegetal, constituye
una oportunidad para la diversificacion de la
industria acuicola argentina. Dicho trabajo evidencié
que la preferencia del consumidor por el paté de
trucha ahumada esta influenciada principalmente
por el sabor y la textura de los productos, siendo la
Formulacién M-01, elaborada con grasa semisélida la
de mayor aceptacion por parte del consumidor. Sin
embargo, la Formulacidon A-01, con aceite vegetal,
que ofrece un perfil nutricional mas saludable podria
posicionarse como una alternativa atractiva para
consumidores que priorizan alimentos mas ligeros y
funcionales.

En este contexto, el presente estudio demostré que
los productos con mayor contenido graso fueron los
de mayor preferencia, lo que resalta la necesidad de
avanzar en el desarrollo de nuevas formulaciones
que permitan lograr productos de origen acuicola
con valor agregado mas saludables y que, a su vez,
respondan a las expectativas de los consumidores,
resultando esencial para mantener la competitividad
del sector y satisfacer las demandas del mercado.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN
Aneurismas cerebrales La rotura de aneurismas intracraneales representa una de las principales causas de discapacidad
Descriptores biomecdnicos y mortalidad en adultos. Comprender sus causas resulta de interés por su impacto en la
Rotura de aneurismas prevencion, diagndstico y planificacion de intervenciones endovasculares. En este trabajo se
cerebrales emplean herramientas software para caracterizar las variables biomecanicas relacionadas con

zonas estructuralmente sensibles de la pared ante la accion de una carga localizada. A tal efecto,
se simula la fuerza ejercida por un microcatéter sobre el lumen en 613 sitios de carga, en la region
circundante al cuello de un aneurisma lateral, extraido de la base de datos AneuriskWeb. El
estudio se lleva a cabo mediante simulaciones numéricas con aproximantes de superficies de
subdivisién de Loop con control de borde, bajo un abordaje variacional por el método de
Galerkin. Los programas se implementaron en C/C++ y Octave. Los resultados muestran que la
maxima densidad de energia interna es el descriptor mas significativo para analizar los efectos
de cargas localizadas. Ademas, se observa una relaciéon entre la curvatura gaussiana y la
respuesta mecanica del material..

Study of structurally sensitive zones of a cerebral aneurysm using
biomechanical descriptors under Kirchhoff-Love theory

KEYWORDS ABSTRACT
Cerebral aneurysms Cerebral aneurysm rupture represents one of the leading causes of disability and mortality in
Biomechanical descriptors adults. Understanding their underlying causes is of significant interest due to its impact in

Cerebral aneurysms rupture  endovascular interventions prevention, diagnosis and planning. In this work, software tools are
employed to characterize the biomechanical variables related to structurally sensitive regions of
the wall under the action of a localized load. To this end, the force exerted by a microcatheter
on the lumen is simulated at 613 loading sites in the region surrounding the neck of a lateral
aneurysm, extracted from the AneuriskWeb database. The study is conducted through numerical
simulations using Loop subdivision surface approximants with boundary control, under a
variational approach via the Galerkin method. Software were implemented in C/C++ and Octave.
Results show that the maximum internal energy density is the most significant descriptor for
analyzing the effects of localized loads. Furthermore, a relationship between Gaussian curvature
and the mechanical response of the material is observed.
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1. Introduccion

Los aneurismas cerebrales son una patologia
caracterizada por una dilatacién anormal de la pared
de las arterias cerebrales, con una prevalencia de
entre el 2% y el 5% de la poblaciéon adulta a nivel
mundial (Vlak et al., 2011). Las muertes relacionadas
con la rotura de aneurismas cerebrales constituyen
alrededor del 25% de todas las muertes por
accidente cerebro vascular (Wardlaw y White, 2000).
Al detectarse un aneurisma, los especialistas estan
sujetos a la incertidumbre de ocluirlo o no, ya que las
intervenciones para ocluir el aneurisma conllevan un
riesgo no despreciable de rotura intraoperatoria.
Este riesgo puede incrementarse debido a las fuerzas
externas aplicadas cerca del cuello del aneurisma por
los instrumentos utilizados durante el
procedimiento, como ser la rotura de la arteria,
lesiones en la tunica intima, complicaciones
tromboembdlicas o perforaciones del domo del
aneurisma (Humphrey y Canham, 2000; Lee et al.,
2011).

El estudio de este problema implica considerar una
estructura multicapa de materiales compuestos,
cada uno con un comportamiento mecanico
diferente (Frésen, 2014; Savastano et al., 2018).
También, existe una notable variabilidad en la
estructura 'y comportamiento mecdnico en
diferentes regiones de un aneurisma, por la
presencia de trombos, calcificaciones y cambios en
el espesor (Laurence et al., 2021). Se ha observado
que el domo y la zona de transicion del saco
aneurismatico cercana al cuello tienden a ser mas
rigidos en comparacién con otras areas, debido a una
reorganizacion de la estructura de la pared sana
(Savastano et al., 2018).

Existen diversas formas de modelar la falla por
fractura de las paredes arteriales. Las mds populares
introducen discontinuidades en el campo de
desplazamientos, lo que implica la necesidad de
remallar el dominio computacional a medida que la
fractura se propaga (Camacho y Ortiz, 1996).
Alternativamente, existen otros métodos que
enriquecen el espacio de las funciones base
mediante la insercién de discontinuidades utilizando
el método de particion de la unidad (Babuska y
Melenk, 1997; Moés et al., 1999; Fries y Belytschko,
2010; Natarajan et al., 2011). Los enfoques descritos
presentan buenos resultados en el anadlisis de
geometrias sencillas. Sin embargo, las extensiones
de estos modelos a problemas tridimensionales
complejos conllevan grandes desafios por el
aumento de la complejidad de los algoritmos, asi

como los cddigos necesarios para resolver las
casuisticas asociadas.

Adicionalmente, en el caso de laminas delgadas el
analisis de la interaccidn entre la fractura y la forma
de la superficie sobre la que ésta se propaga
presenta miultiples desafios, tanto desde el punto de
vista del modelado mecanico como de su resolucion
y analisis computacional (Li y Arroyo, 2017; Mitchell
y Mitchell, 2020). Sin embargo, recientes avances en
modelos de campo de fase y las actuales
prestaciones computacionales permiten realizar
estudios sistematicos que antes eran impracticables
(Gultekin et al., 2016; Li et al., 2018; Gultekin et al.,
2019). Estos avances ofrecen la posibilidad de
modelar la propagacién de fisuras en diversas
patologias, desde aneurismas (Humphrey y
Holzapfel, 2012; Kim et al., 2012) hasta
arteriosclerosis (Holzapfel et al., 2004; Chatzizisis et
al., 2007), o incluso en la diseccién de aorta (Criado,
2011; Roccabianca et al., 2014) y el desgarro de
tendones (Lee et al., 1988; Weiss y Gardiner, 2001;
Sharma y Maffulli, 2005). Racionalizar Ia
interrelacion entre el mecanismo de fractura en
materiales débilmente anisotrépicos y la geometria
de la superficie, en combinacién con grandes
deformaciones, constituye actualmente un conjunto
de problemas abiertos (Kamrin, K., 2017). En
particular, la curvatura de Gauss, que describe la
forma intrinseca de la superficie, puede influir de
manera significativa en cdmo se inicia la rotura y
como se propaga (Vaziri y Mahadevan, 2008).
Debido a esto, resulta de interés analizar las
variables biomecanicas y geométricas observadas al
someter a la pared arterial a cargas externas.

Dadas las caracteristicas de la patologia, puede
utilizarse un modelo de |dminas delgadas para
describir su comportamiento mecanico. En
particular, el modelo de laminas delgadas de
Kirchhoff-Love considera que las deformaciones y
tensiones son uniformes a lo largo del espesor. Es
decir, se asume que no existen tensiones de corte, lo
que permite describir la cinematica empleando
Unicamente deformaciones de membrana y de
flexion.

En este trabajo, se modelé la aplicacién de una carga
localizada emulando la accién del microcatéter sobre
la pared arterial en la regidon cercana al cuello de un
aneurisma lateral. Se seleccionaron 613 puntos de
carga diferentes, y se analizaron variables
biomecanicas observadas en dichas simulaciones. En
la seccidn 2 se presenta la base de datos utilizada y
se hace una breve descripcion del modelo de laminas
delgadas geométricamente no lineal, asi como de la
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carga aplicada, la implementacién numérica y la
consideracidn de espesor variable. En la seccion 3 se
analizan los resultados obtenidos para los sitios de
carga considerados. Las conclusiones se detallan en
la seccién 4.

2. Materiales y métodos

Base de datos utilizada

La base de datos utilizada proviene del proyecto
Aneurisk, realizado entre 2005 y 2008, y financiado
por SIEMENS Medical Solutions en colaboracidn con
varias instituciones médicas (Aneurisk-Team, 2012).
La misma incluye 103 modelos geométricos de
aneurismas intracraneales de 99 pacientes,
obtenidos a partir de angiografias rotacionales 3D,
de las cuales 23 imagenes médicas 3D estdn
disponibles en la base de datos. Estas imdagenes
tienen una resolucién espacial de 0.3 mm (256 x 256
x 256) y fueron segmentadas mediante un proceso
semi-automatizado (Piccinelli et al., 2009) validado

\GJ

2

por un experto. En particular se analiza el caso 0034,
un aneurisma lateral ubicado en la arteria carétida
interna extraido de una paciente femenina de 42
afios de edad, ver Figura 1. Puede encontrarse una
versién curada y organizada de todos los modelos
geométricos de la base de datos en el repositorio de
GitHub del software AneuSI| (Muzi y Millan, 2025),
utilizado para la extraccion automatica del
aneurisma y su entorno a partir del modelo del arbol
arterial.

Modelo eldstico geométricamente no lineal de
ldminas delgadas

La cinematica de deformacidn se describe mediante
un modelo geométricamente no lineal de ldminas
delgadas bajo la teoria de Kirchhoff-Love, la cual
establece que las fibras normales a la ldmina media
se mantienen rectas y ortogonales durante la
deformacion, lo que implica despreciar Ila
deformacion por corte. El cuerpo de la ldmina
delgada "S" esta dado por:

a)sf < @,(El,fz)eﬁ/} (1)

Figura 1. Modelo geométrico del caso C0034 de la base de datos AneuriskWeb, con el detalle del modelo aislado utilizado

para realizar las simulaciones en este trabajo. Este caso corresponde a un aneurisma lateral ubicado en la arteria carétida

interna

donde .~/ € R? es el espacio paramétrico para la
superficie media, siendo ¢ la funcién de mapeo en
R3.

Por lo tanto, vemos una configuracién como un
mapeo de un dominio paramétrico ./ X [—h/2 ,h/
2]en R3. El dominio paramétrico se describe
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mediante las coordenadas {¢1,&2,&3} (donde
identificamos 53 en la direccion normal), cuya base
dual correspondiente es {E'}.

El elemento area de la superficie media deformada
se define como d2 = j d§'d¢?, donde j = [l@; X
@ .|| v la normal unitaria es t = (@ X (p‘z)/]_'. El

tensor de deformacién de membrana, que mide
cambios en el tensor métrico sobre el plano, se
define como

1
Eap =5 (@o Pp—Pou Pogp)- (2)

El tensor de deformacion de flexion, que mide
cambios en la segunda forma fundamental, estd
dado por

Pap =Pa tp—Poa top- (3)

Modelo de carga puntual

El trabajo externo que realiza la fuerza puntual del
microcatéter se modela por una funcion tipo Plateau
que decae en funcion de la distancia geodésica,
expresada como:

¢ ew[-3)]

, (4)
e [10]

q(r) =

donde r representa la distancia radial, o es un
parametro que controla el ancho de la funcién, y €
es una constante determinada de manera que la
integral de §(r) sea igual a uno (Muzi et al., 2021).
Utilizando esta funcién sobre la superficie de la
[dmina, el radio r es reemplazado por la distancia
geodésica dg, y la carga aplicada es ¢ = QG (ds)t,,
donde Q es un valor de carga de 100 mmHg y 0 =
0.25 mm.

Energia total

Para una ldmina elastica, la energia potencial se
expresa exclusivamente en funcion del mapeo ¢ a la
superficie media, y se escribe como:

Hioel@] = Hiel@] — Moxe @]
(5)
= W(,p)dQ, +

29 29

q- (@ — @o) dQ,,

donde W es la densidad de energia de deformacién
por unidad de superficie y g es la carga externa por
unidad de drea.

Implementacion numérica

Para el cdlculo de la energia total es necesario
obtener la derivada segunda de las deformaciones
delalamina, lo que requiere emplear funciones base
con continuidad C! para aplicar una discretizacién de
Galerkin. En particular se emplean aproximantes de
superficies de subdivision de Loop con control de
borde (Cirak y Long, 2011), lo que permite describir
la superficie media de la configuracion de referencia
como

N
(POh(fl' 52) = Z Ba(fli 52) Poas (6)
a=1

donde B, (&%, £2) son funciones base de superficies
de subdivisién, N es el nUmero de nodos de la malla
computacional y ¢ la posicion en el espacio del a-
ésimo punto de control definiendo la superficie
media de la configuracion de referencia.

El espesor de lalamina se discretiza y varia seguin una
funcion que depende de la distancia geodésica d¢
desde cada punto hasta la curva que define el cuello
del aneurisma (Muzi et al., 2021). Este espesor varia
de forma continua desde un valor de 300 um en la
arteria sana hasta 50 um en el domo del saco
aneurismatico, en base a valores reportados en
literatura especializada. El mismo criterio se utilizé
para el médulo de elasticidad, donde se utilizaron
valores de 2 y 4 MPa para la arteria sana y el
aneurisma respectivamente, teniendo en cuenta la
variacién de las propiedades mecdnicas del tejido
enfermo. La energia total se expresa en funcidn de
las variables nodales a = 1, 2, ..., N, que se minimiza
respecto a los grados de libertad dados por la
deformacion usando el método de Newton-
Raphson, combinado con un método de busqueda
lineal dirigida por gradientes. Esto se repite hasta
alcanzar el criterio de convergencia, luego se
selecciona otro punto de carga y se repite todo el
proceso.

Para las simulaciones, se utilizdé un entorno de
herramientas software en C++, desarrollado por el
grupo de Modelado Computacional en Ciencias
Aplicadas e Ingenieria (MoCCAl, https://icai.conicet.
gov.ar/grupos/grupo-moccai), para calcular las
deformaciones finitas en ldminas delgadas
hiperelasticas, a partir de los supuestos de Kirchhoff-
Love y la consideracion de un espesor no uniforme.
En total, se llevaron a cabo 613 experimentos, cada
uno correspondiente a un punto de carga distinto.
Los puntos de carga se seleccionaron de tal forma
que se encuentran a una distancia geodésica al
ostium de 0.5 a 1.5 mm, y garantizando una distancia
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minima de 0.165 mm entre puntos adyacentes, ver
Figura 2, dando como resultado una “bufanda” de
sitios distribuidos de forma aproximadamente
uniforme.

Figura 2. Detalle de los 613 puntos de carga. Estos se encuentran limitados en una regién cercana al cuello del aneurisma
formando una "bufanda", donde los puntos se encuentran a una distancia de entre 0.5 mmy 1.5 mm de la curva que define

el cuello (azul). Cada punto representa un experimento individual, y esta separado de puntos adyacentes por una distancia

d mayor o igual a 0.165 mm. El mapa de colores indica la distancia geodésica al cuello del aneurisma.

3. Resultados y Discusion

Se analizaron diversos descriptores biomecanicos,
incluyendo la densidad de energia elastica total, de
membrana, de flexion y externa (en sus valores
maximo, promedio y minimo), la diferencia de
curvatura gaussiana, y la magnitud del
desplazamiento de la superficie media, asi como el
espesor local de la lamina y el aporte de la carga
externa. El postproceso de los datos se realizo en el
software Octave (Eaton et al., 2024), donde se
ingresaron los resultados de las 613 simulaciones
para identificar los puntos criticos. Estos puntos, que
se destacan por tener los valores mas altos de los
descriptores antes mencionados, fueron
seleccionados para un estudio detallado en
ParaView (Ayachit, 2015).

La densidad de energia interna se identificé como el
parametro mas influyente debido a su estrecha
asociacién con la energia requerida para la
formaciéon de fracturas. La densidad de energia
interna combina la energia de membranay la energia
de flexion, proporcionando una medida integral de la
energia almacenada en el material.

En la Figura 3 se observan los puntos de carga que
poseen una alta acumulacién de energia. La
evaluacion se realizo sobre el campo de curvatura de

Gauss del modelo de referencia, lo que proporciona
un contexto adicional sobre cémo la variacién en la
curvatura puede afectar la distribucion de esta
energia y, en consecuencia, indicar la posible rotura
de la pared.

En contraparte, en la Figura 4 se representan los
puntos de carga que contienen una menor densidad
de energia maxima. Estos resultados revelan una
importante relacion entre la geometria de la
superficie y la respuesta mecanica del material. Se
encontré que los puntos con menor densidad de
energia interna se localizan en areas con curvatura
gaussiana negativa, mientras que aquellos con
mayor densidad de energia interna se ubican en
regiones con curvatura gaussiana igual a cero. Esta
distribucion sugiere que la alta acumulacion de
energia interna en zonas con curvatura cero puede
ser indicativa de un mayor riesgo de fracturas, ya que
esta acumulacion de energia puede predisponer al
material a fallos bajo condiciones de carga.

En contraste, el andlisis del desplazamiento de la
configuracion deformada en comparacién con la
configuracion de referencia fue desestimado como
indicador mecanico confiable. La inspeccion visual de
los resultados indica que estos desplazamientos
estan influenciados por movimientos de cuerpo
rigido (rotaciones) del aneurisma, en contraposicién
con deformaciones relativas significativas del
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material. Debido a ello, se considera que los
desplazamientos de la malla no proporcionan una
indicacion precisa del estado mecanico del material,
y en su lugar se recomienda utilizar informacion
relacionada con las deformaciones relativas.

Curvatura de Gouss
130 -100 -0.50

0.00 080 100 130
L

Figura 3. El mapa de colores corresponde a la curvatura de Gauss del modelo de referencia calculada en los 613 nodos. Los
circulos rojos representan los 13 puntos de carga con mayores densidades de energia.

Curvatura de Gauss

0.00 0.50 100 1.30
]

Figura 4. El mapa de colores corresponde a la curvatura de Gauss del modelo de referencia calculada en 613 puntos. Los
circulos azules representan los 13 puntos de carga con menores densidades de energia interna

Por ultimo, en las Figuras 5 y 6 se presenta una
comparacion entre los puntos de carga que exhiben
la mayor y la menor densidad de energia interna. En
la Figura 5, correspondiente al punto con mayor
densidad, se identifica una concentracion localizada
de energia en una regidon especifica del cuello del
aneurisma, con una distribucién puntual claramente
definida, lo que se refleja en la zona mas calida del
mapa de colores. Esta acumulaciéon sugiere una
respuesta estructural mas severa ante la carga
aplicada, lo que podria indicar una mayor
susceptibilidad al dafio en esa zona. En contraste, en
la Figura 6, que representa el punto con menor
densidad de energia interna, la respuesta es mas
difusa y de baja magnitud, sin zonas criticas
claramente delimitadas. Esta comparacion destaca la
importancia de la posicion del microcatéter en
relacion con el comportamiento mecanico de la

pared del aneurisma, ya que pequefias variaciones
en el punto de contacto pueden generar respuestas
biomecanicas significativamente distintas.

A fin de complementar estos resultados, se llevd a
cabo una simulacion de dindmica de fluidos
computacional, bajo el supuesto de pared rigida,
sobre el caso C0034 de la base de datos. Esta
simulacion permite obtener el campo de esfuerzo
cortante sobre la pared (WSS, por sus siglas en
inglés), el cual es un factor hemodinamico que esta
vinculado con el crecimiento y desarrollo de
aneurismas cerebrales (Shaaban y Duerinckx, 2000;
Sforza et al., 2009). La magnitud del WSS se visualiza
en la Figura 7, donde se observa un valor maximo
localizado en la regidon proximal del cuello del
aneurisma.
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Figura 5. El mapa de colores indica los diferentes tipos de energia interna en el punto de carga, que posee la mayor densidad de
energia interna. Este punto es representado por un circulo de color rojo. Los valores de energia estan expresados en J/mm?2,

Densidad de Energia de Flexion Densidad de Energia de Membrana
0.0e+00 1.0e-4 20e-4 3.0e04 0.0e+00 1.0e-4 20e-4 3.0e-04

-_— o -_— -

Figura 6. El mapa de colores indica los diferentes tipos de energia interna en el punto de carga que posee la menor densidad de
energia interna. Este punto es representado por un circulo de color azul. Los valores de energia estan expresados en J/mm?2.
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Figura 7. Magnitud del WSS del caso C0034 de la base de datos. Se observa un valor elevado en la region proximal del cuello.
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Esta zona de WSS elevado coincide espacialmente
con la regién identificada previamente como
estructuralmente sensible segun la densidad de
energia interna mdxima de la Figura 6. Esta
concordancia sugiere una correlacion entre los
esfuerzos hemodindmicos ejercidos sobre la
superficie interna de la pared y la acumulacion de
energia mecanica en el material, lo cual refuerza la
hipdtesis de que el cuello representa una zona
vulnerable. Aunque el enfoque del presente trabajo
se centra en el modelado de la pared arterial y no
incluye un analisis hemodindmico detallado, la
coincidencia entre estas variables apoya la validez de
los descriptores biomecanicos utilizados como
predictores de zonas propensas a romper.

4. Conclusiones

Este trabajo presenta resultados sobre la seleccion
de parametros mecanicos relevantes para el analisis
del fendmeno de rotura. Se aplic6 una carga
localizada de forma sistemdtica en distintas
posiciones, emulando la acciéon de un microcatéter
en puntos cercanos al cuello del aneurisma.

Los resultados obtenidos evidencian que la densidad
de energia interna constituye el descriptor
biomecanico mas significativo para identificar zonas
criticas en la superficie del aneurisma. Este
parametro, que integra los aportes de energia de
membrana y de flexion, mostré6 una fuerte
correlacion con la geometria local, particularmente
con regiones de curvatura gaussiana nula, donde se
concentran los valores maximos. Ademas, se
observé una coincidencia espacial entre las zonas de
mayor densidad de energia interna y las regiones de
mayor esfuerzo cortante (WSS) en simulaciones
hemodinamicas, lo cual refuerza la hipdtesis sobre la
vulnerabilidad del cuello aneurismatico. En
contraste, el andlisis del desplazamiento absoluto de
la configuraciéon deformada fue desestimado como
un indicador confiable del estado mecanico, debido
a su variabilidad ante movimientos globales del
aneurisma - rotaciones, lo que sugiere la necesidad
de utilizar descriptores basados en deformaciones
relativas.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Liofilizacién Se evalud un protocolo de liofilizacién para la conservacion y produccién de un starter de
Aureobasidium pullulans Aureobasidium pullulans m11-2, una cepa autdctona de la regidn vitivinicola Oasis Sur de
Actividad pectinolitica Mendoza (Argentina), con capacidades de producir enzimas pectinoliticas de interés enoldgico.
Levaduras secas activas La cepa fue cultivada en condiciones controladas, cosechada en fase exponencial y sometida a

liofilizacién en presencia de distintas soluciones lioprotectoras. Su viabilidad y funcionalidad
enzimatica fueron determinadas durante 18 meses. Glutamato de sodio (2,4%) fue el lioprotector
mas eficaz, al permitir conservar tanto la viabilidad celular como la actividad pectinolitica tras
periodos prolongados de almacenamiento a 4 °C. La actividad enzimatica fue evaluada de forma
cualitativa mediante la formacion de halos de clarificacion en placas, que se mantuvieron
proporcionales al tamafio de las colonias. Dado que preservar la funcionalidad de levaduras no-
Saccharomyces representa un desafio biotecnoldgico relevante, este trabajo presenta un
protocolo estandarizado para la obtencién de levaduras secas activas (starters) con actividad
enzimdtica, aportando una alternativa Util para su uso industrial en procesos de vinificacion.

Freeze-drying of pectinolytic non-Saccharomyces yeasts for enological
starter production

KEYWORDS ABSTRACT

Freeze-drying, A freeze-drying protocol was evaluated for the preservation and production of a starter culture
Aureobasidium pullulan of Aureobasidium pullulans m11-2, an indigenous strain from the Oasis Sur wine region of
Pectinolytic enzymes Mendoza, Argentina, with the capacity to produce pectinolytic enzymes of enological interest.
Active dry yeasts. The strain was cultivated under controlled conditions, harvested at the exponential growth

phase, and subjected to freeze-drying in the presence of different lyoprotectant solutions. Its
viability and enzymatic functionality were assessed over 18 months. Sodium glutamate (2.4%)
was the most effective lyoprotectant, allowing the preservation of both cell viability and
pectinolytic activity during prolonged storage at 4 °C. Enzymatic activity was qualitatively
evaluated by halo formation on agar plates, which remained proportional to colony size. Since
preserving the functionality of non-Saccharomyces yeasts represents a relevant biotechnological
challenge, this work presents a standardized protocol for obtaining active dry yeasts (starters)
with enzymatic activity, providing a useful alternative for their industrial application in
winemaking processes.
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1. Introduccion

La vinificaciobn es un proceso microbioldgico
dindmico que involucra una amplia diversidad de
géneros, especies y cepas de levaduras. Si bien la
especie que se encarga de llevar a cabo Ia
fermentacion  alcohdlica es  Saccharomyces
cerevisiae, estudios previos demuestran que existen
otras levaduras en las primeras etapas de la
vinificacion (Barata et al., 2012). En los ultimos afios,
ha crecido el interés en la utilizacidn de levaduras no-
Saccharomyces durante el proceso de vinificacién
para contribuir a mejorar la calidad del vino
obtenido, debido a sus grandes potencialidades
(Martin et al., 2024).

Dentro de este grupo de microorganismos se
encuentra Aureobasidium pullulans, una de las
especies mas abundante en la superficie de la uva,
en el mosto fresco y en etapas muy tempranas de
fermentacion (Merin et al., 2015; Pinto et al., 2015;
Sternes et al.,, 2017). A. pullulans es un hongo
euascomycete dimdrifo, el cual presenta
innumerables aplicaciones a nivel industrial. En
vinificacion tiene gran importancia por su capacidad
de producir enzimas tales como pectinasas,
celulasas, proteasas, lipasas, xilanasas, lacasas,
amilasas, entre otras (Oskay, 2022). Particularmente,
las pectinasas cumplen un rol fundamental en la
degradacion de la pectina presente en la pared
celular de la uva, facilitando la extraccién del jugo,
optimizando el prensado, mejorando la clarificacion
y filtracién del vino, y promoviendo la liberacién de
compuestos de color y sabor que se encuentran
atrapados en la piel de la uva (Claus & Mojsov, 2018;
Longhi et al., 2022; Rio Segade et al., 2015).

En este contexto, diversas investigaciones han
explorado el uso de cultivos iniciadores (starters)
mixtos, que combinan cepas no-Saccharomyces con
S. cerevisiae, con el fin de generar enzimas in situ y
lograr vinos de mayor calidad (Binati et al., 2019;
Buzzini Pietro et al., 2017; Y. Chen et al., 2022;
Pietrafesa et al., 2020). Para ello, es necesario que
los cultivos iniciadores se mantengan viables y en
cantidad suficiente para que, al ser inoculados en los
mostos, desempefien  adecuadamente  sus
funciones.

Una de las estrategias mas utilizadas para conservar
cepas microbianas y mantener sus actividades
biolégicas a largo plazo es la liofilizacion. Este
proceso permite prolongar la vida util de los
microorganismos, posibilitando el almacenamiento
de grandes volumenes en forma de polvo durante
mas de un periodo de vendimia, sin pérdida de
propiedades fermentativas y/u organolépticas, con

beneficios financieros y proteccion frente a la
contaminacion (Nikolaou et al., 2020). En
vinificacion, se aplica para la obtencién de cultivos
iniciadores mixtos de levaduras secas
biolégicamente activas (LSA) que deben conservar
sus propiedades tecnoldgicas tras la preservacién.

La liofilizacion consiste en la sublimacion del hielo
intracelular bajo vacio, luego de una congelacién
previa, lo que detiene el metabolismo microbiano y
permite preservar los cultivos durante periodos que
pueden extenderse entre 5 y 20 afos, dependiendo
de la cepa (Burguet-Lago et al., 2014; Merivaara et
al.,, 2021). Sin embargo, la deshidratacion puede
inducir dafios estructurales en la membrana celular,
desnaturalizacién de proteinas y ADN, y reducciéon
significativa en la viabilidad celular al momento de su
rehidratacion (Dimitrellou et al., 2016; Wang et al.,,
2020; Wang et al., 2020; Wolkers & Oldenhof, 2021).

Para minimizar estos efectos, se emplean estrategias
como el control de parametros térmicos y cinéticos,
y el uso de lioprotectores, como azucares vy
aminodacidos (Polo et al., 2017; Yang et al., 2019).
Estos compuestos reducen el dafio celular tanto
durante la liofilizacion como en la fase de
rehidratacién, ayudando a conservar la actividad
fisioldgica de las células y su estabilidad a largo plazo
(Shu et al., 2017; H. Wang et al., 2020). No obstante,
aun no existe un lioprotector universalmente eficaz
para todas las cepas, ya que su efectividad depende
del tipo de microorganismo, por lo que resulta
imprescindible evaluar la supervivencia celular en
cada caso especifico (Avila et al., 2015; Burguet-Lago
et al., 2014). Entre los compuestos que han
demostrado propiedades protectoras se encuentra
ciertos azucares y polioles empleados en
concentraciones del 1 al 10% (Han et al.,, 2018).
Asimismo, extractos complejos como la leche, el
extracto de levadura o el mosto de uva han sido
propuestos como alternativas viables por su
composicion rica en proteinas, péptidos y otros
nutrientes celulares (Avila et al., 2015).

En este sentido, y considerando la importancia de
conservar cultivos iniciadores viables y funcionales
para su aplicacion en vinificaciéon, resulta
fundamental estudiar el efecto de distintos agentes
protectores durante la liofilizacién y su impacto
sobre la viabilidad celular y la funcionalidad
metabdlica posterior. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de diversos
lioprotectores sobre cultivos puros de A. pullulans
m11-2, con el fin de obtener levaduras secas activas
mediante liofilizacién, y estudiar su estabilidad
durante el almacenamiento a 4°C, corroborando
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ademas la conservacion de su actividad enzimatica
post-liofilizacion.

2. Materiales y métodos

Microorganismos y medios de cultivo

El microorganismo utilizado fue una levadura del
género no-Saccharomyces, Aureobasidium pullulans
m11-2, previamente aislada y seleccionada por
nuestro grupo de trabajo, a partir de superficie de
uvas Malbec provenientes de la region vitivinicola
San Rafael, Mendoza, Argentina (Longhi et al., 2022).
La cepa forma parte de la Coleccién de Cultivos
“Biodiversidad San Rafael” de SCCM-AAM
(Asociacion Argentina de Microbiologia). Para su
cultivo se empled caldo YPD (g/L: extracto de
levadura, 10; peptona, 20; glucosa, 20; pH 4,5) y YPD
agarizado cuando se requirié en medio sélido (g/L:
agar, 20). Las incubaciones se realizaron en un bafio
termostatico con agitacidn (Semedix, SHZ-88) a 28°C
por 48-72 h a 100 rpm.

Caracterizacion morfoldgica

La caracterizacién morfoldgica de la cepa en estudio
se realizo a partir de cultivos desarrollados en medio
YPD agarizado a 28°C después de 3 a 7 dias de
incubacién. Para el analisis macroscépico, se
evaluaron caracteristicas de las colonias tales como
forma, tamafio, borde, textura, color y presencia de
pigmentos. La observacidon microscépica se llevd a
cabo mediante la preparacion de montajes simples:
se tomd una porcidn de colonia con ansa estéril y se
distribuyd sobre un portaobjeto con una gota de
agua estéril, cubriéndose con cubreobjeto. Las
preparaciones se observaron en microscopio ptico,
utilizando aumentos de 40x y 100x, con el fin de
examinar la morfologia celular y la formacion de
estructuras reproductivas, tanto en su fase
levaduriforme como micelial.

Soluciones lioprotectoras

Se prepararon soluciones acuosas de distintos
lioprotectores utilizando agua destilada estéril:
glutamato de sodio al 2,4%, extracto de levadura al
4%, fructosa al 10%, glucosa al 10%, leche
descremada al 10% y mosto de uva variedad Bonarda
(corregido a 18° Brix y pH 5,0). Todas las soluciones
fueron esterilizadas por filtracion mediante
membranas Millipore de 0,22 um de poro, a
excepcion de la leche, que se esterilizd en autoclave
a 121 °C durante 15 min. Los tubos Falcon se sellaron
con microfilm para asegurar una esterilidad
prolongada durante el almacenamiento.

Liofilizacion

La cepa en estudio se cultivé en 20 mL de caldo YPD
al 2% y se incubdé a 28 °C durante 24 h o hasta
alcanzar la fase estacionaria. Posteriormente, las
células se recolectaron mediante centrifugacion a
3000 xg durante 20 min; el precipitado resultante se
lavé una vez y se resuspendié en 1 mL de la solucién
lioprotectora. Dicha suspension se fracciond en
viales o ampollas de 300 pL para su posterior
liofilizacion. Los viales se colocaron inicialmente en
freezer a -40 °Cy, posteriormente, se sometieron a
liofilizaciéon en un equipo Rificor S.H. (L-A-E50-CRT,
Industria  Argentina), bajo las condiciones
recomendadas por el fabricante (temperatura de
congelado de producto: -36°C; vacio: 0,022 mmHg;
tiempo: 8 h). Una vez finalizado el proceso, los viales
se cerraron en condiciones de vacio utilizando el
sistema integrado del equipo de liofilizacién y se
almacenaron a 4 °C. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

Resistencia al proceso de liofilizacion

Inmediatamente  después del proceso de
liofilizacion, el material liofilizado fue resuspendido
en 300 plL de una solucién de sacarosa al 5% y se
incubd a 35 °C durante 10 min. Posteriormente, se
colocd en un agitador orbital a 65 rpm durante 5 min
a temperatura ambiente y, finalmente, se incubd a
28 °C durante 20 min.

La viabilidad celular (UFC/mL) se determind
mediante el método de diluciones seriadasy siembra
en superficie en placas de Petri. Para evaluar la
resistencia al proceso de liofilizacion, se definié un
factor de sobrevida (FS) segun la siguiente férmula:
< UFC____ UFC )
FS — 1 _ lnlcu[l]FC fina (1)

mL

inicial

Alternativamente, los resultados fueron expresados
como porcentaje de sobrevida, utilizando |Ia
siguiente ecuacion:

UFC

%Sobrevida = <%> * 100 (2)

MLinicial

Evaluacion de la viabilidad a lo largo del tiempo

Para analizar la estabilidad de la cepa liofilizada a lo
largo del tiempo, se conservaron viales a 4 °C vy, a
intervalos definidos, se realizaron pruebas de
viabilidad que consistieron en la rehidratacién de la
cepa ml11-2 liofilizada, seguida de diluciones
seriadas y siembras en superficie en placas de Petri
con medio YPD. Posteriormente, las placas fueron
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incubadas a 28 °C durante 48-72 h para realizar el
recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

Deteccion de actividad pectinolitica

La capacidad de la cepa para hidrolizar pectina se
evalué mediante el método de halos de clarificacién
de acuerdo a Merin et al. (2015). El cultivo se inoculd
de forma puntual sobre un medio de pectina-agar
(g/L: cloruro de calcio, 0,05; fosfato de potasio, 0,2;
sulfato de magnesio, 0,8; sulfato de amonio, 1;
sulfato de manganeso, 0,05; extracto de levadura, 1;
pectina citrica, 2; agar, 15; pH 4,5) y se incubd a
28°C durante 48-72 h. La actividad enzimatica se
evidencio por la aparicidn de halos claros alrededor
de las colonias, observables sobre un fondo marron-
purpura tras la adicion de solucion de Lugol.

Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Las
diferencias significativas entre los valores medios de
cada tratamiento se evaluaron mediante la prueba
de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher,
con un nivel de significancia de 0,05. El analisis de los
datos se efectud utilizando el software InfoStat
(version 2022).

3. Resultados y Discusion

Caracterizacion morfoldgica de la cepa A. pullulans
m11-2

En la industria enoldgica, se requieren organismos
capaces de producir enzimas liticas que faciliten la
degradacion de la pared celular vegetal.
Aureobasidium pullulans ha sido ampliamente
reconocido por su eficiencia en la produccién de
enzimas hidroliticas (Longhi et al., 2022; Oskay,
2022). Aunque presenta fases de crecimiento
similares a las levaduras, es un organismo
multicelular con un ciclo dimdrfico, lo que le confiere
ventajas adaptativas y funcionales. Su presencia
predominante en la superficie de la uva y en etapas
tempranas de fermentacidn, junto con su capacidad
para liberar enzimas al medio, lo posicionan como
una herramienta biotecnoldgica prometedora en
vinificacion.

En el andlisis macroscépico (Figura 1A), la cepa
m11-2 desarroll6 colonias de forma circular con
margenes irregulares y superficie lisas, viscosas y
brillantes. Los diametros oscilaron entre 2 y 5 mm,
alcanzando hasta 9 mm tras 3 dias de incubacién en
medio YPD a 28 °C. lLa coloracién fue rosada
amarillenta, intensificandose con el tiempo hacia
tonos marrones oscuros o negruzcos. Este cambio
cromatico fue consistente con la produccion de
melanina, un pigmento asociado a la maduracion del

micelio y a mecanismos de proteccién frente a
conficiones ambientales adversas (Prasongsuk et al.,
2018). Las estructuras radiales superficiales
observadas se corresponden con hifas que no
forman micelio aéreo, lo que concuerda con lo
reportado con otras cepas de A. pullulans aisladas de
frutas y suelos (Chen et al., 2024; Zalar et al., 2008).

Desde el punto de vista microscépico (Figura 1B y
1C), se observo la coexistencia de dos tipos
morfoldgicos: conidios piriformes dispuestos
homogéneamente, algunos en proceso de gemacion
(fase levaduriforme), e hifas septadas con
conidiéforos terminales e intercalares que
generaban endoconidios (fase micelial). Esta
capacidad dimérfica es una caracteristica distintiva
de A. pullulans, relacionada con su versatilidad
metabdlica y su habilidad para colonizar distintos
nichos ecoldgicos (Gostincar et al., 2014). La
expresion simultdanea de ambas formas en la cepa
m11-2 refleja un estado de transicion vy
adaptabilidad a las condiciones del medio de cultivo.

En conjunto, las caracteristicas morfoldgicas
observadas en la cepa m11-2 coinciden con las
descripciones clasicas de A. pullulans, la cual se
encuentra registrada en GenBank bajo el nimero de
acceso PV659872.

Proceso de liofilizacion y conservacion de la cepa A.
pullulans m11-2

La liofilizacidn, ampliamente utilizada para conservar
cepas microbianas y mantener sus actividades
bioldgicas a largo plazo, prolonga la vida util de los
microorganismos, permitiendo almacenar grandes
volimenes de material seco por mds de un periodo
de vendimia. Este método mantiene propiedades
fermentativas y/u organolépticas, a la vez que ofrece
ventajas financieras y reduce el riesgo de
contaminacion (Nikolaou et al.,, 2020). Aunque
existen pocos estudios sobre la liofilizacion de
levaduras vinicas, investigaciones previas han
evaluado protocolos y la resistencia de cultivos
mixtos de Saccharomyces, no-Saccharomyces y
Oenococcus oeni, destacando la necesidad de ajustar
las condiciones especificas para cada cepa
(Bergenholtz et al., 2012; Bravo-Ferrada et al., 2018).

El efecto de la liofilizacién en A. pullulans m11-2 se
evalué siguiente como referencia la investigacion de
Martin et al. (2017), en la cual se comparé el impacto
de este proceso con el secado convencional a baja
temperatura en levaduras vinicas. El porcentaje de
viabilidad de la cepa liofilizada en presencia de
distintos agentes protectores se muestra en la
Figura 2.
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Figura 1. Caracterizacion morfoldgica de la cepa A. pullulans m11-2. Morfologia macroscdpica observada luego de 3 dias de
incubacion en medio YPD a 28 °C, seguida de 7 dias de conservacion a 4 °C (A). Morfologia microscdpica en su estadio
levaduriforme (B), donde se observan conidios piriformes distribuidos homogéneamente, algunos de ellos en proceso de
gemacion (blastoconidios). Estado micelial observado por microscopia (C), con hifas septadas que contienen estructuras
compatibles con enfoconidios formados de manera intercalar.
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad de A. pullulans m11-2
tras la liofilizacion con distintos lioprotectores: glutamato
de sodio 2,4% (GS); leche descremada 10% (L); glucosa
10% (G); fructosa 10% (F); extracto de levadura 4% (EL); y
mosto 18% (M). Los segmentos verticales indican
desviacion estandar (n=3).

De acuerdo con estos resultados, la cepa mostré
buena adaptacién a varios lioprotectores, como
glutamato de sodio (2,4%), fructosa (10%) y extracto
de levadura (4%), alcanzando un 100% de viabilidad
tras la liofilizacidn; en el caso de la glucosa (10%), el
porcentaje fue del 90%. En los restantes
tratamientos, la viabilidad fue significativamente
mas baja. En la Tabla 1 se presentan los recuentos
celulares finales, los cuales fueron suficientemente
elevados como para constituir un indculo
significativo por unidad de volumen. El agente mas
eficiente fue el glutamato de sodio, alcanzando un
valor de 4,04x10” UFC/mL.

Estos resultados coinciden con los reportados por
Martin et al. (2017), quienes observaron que las
cepas no-Saccharomyces presentaron niveles de
viabilidad significativamente superiores a los de
Saccharomyces tras la liofilizacién. De manera
similar, Bravo-Ferrada et al. (2018) reportaron una
elevada resistencia a la liofilizacion en Oenococcus
oeni en presencia de trehalosa como crioprotector.
A pesar de observarse cambios fenotipicos menores
en la superficie celular mediante microscopia de
fuerza atdmica, no se detectaron fenémenos de lisis
ni disrupcion de membrana, lo que sugiere una
conservacion estructural adecuada del
microorganismo durante el proceso.

Asimismo, Han et al. (2021) obtuvieron altos
porcentajes de sobrevida utilizando combinaciones
de compuestos como leche, trehalosa vy
polietilenglicol para la preservacion de cepas de
biocontrol, lo que resalta la efectividad de azucares,
proteinas y polialcoholes como agentes protectores
frente al estrés de secado.

Estabilidad de sobrevida en el tiempo

Considerando que la liofilizacién permite preservar
la viabilidad de los cultivos durante ainos, se continud
el estudio de conservacién de la cepa A. pullulans
m11-2 liofilizada, almacenada a 4 °C.

En primer lugar, con el objetivo de discriminar cual
de los lioprotectores evaluados ofrecia una mejor
estabilidad, se analizaron las tasas de sobrevida tras
6 meses de almacenamiento a 4 °C. Tal como se
observa en la Figura 3, el glutamato de sodio al 2,4%
resultd nuevamente el lioprotector mas eficaz,
superando el 90% de sobrevida, mientras que el
resto de los tratamientos mostré una pérdida
marcada en la viabilidad.
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Tabla 1. Recuento de células viables (UFC/mL) antes y después de la liofilizacion en distintos lioprotectores para la cepa A.

pullulans m 11-2.

Agente protector para la
liofilizacion

Recuento inicial (UFC/mL)

Recuento final (UFC/mL)

Glutamato de Na 2,4%
Fructosa 10%
Mosto de uva

Extracto de levadura 4%

Glucosa 10%

2,11x107 + 2,90 x10°8
3,29 x10” + 1,63 x10°
5,82 x107 + 1,39 x107
1,34 x107 + 8,49 x10°
3,27 x107 + 9,90 x10°

4,04 x107 + 2,02 x10°
3,49 x107 + 2,97 x10°
2,77 x107 + 3,75 x108
1,46 x107 + 7,78 x10°
3,78 x107 + 1,44 x107

Leche descremada 10%

2,98 x107 + 6,79 x10°

2,21 x107 + 1,56 x10°
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Figura 3. Porcentaje de sobrevida de la cepa A. pullulans
m11-2 liofilizada en los distintos lioprotectores:
glutamato de sodio 2,4% (GS); leche descremada 10% (L);
glucosa 10% (G); fructosa 10% (F); extracto de levadura
4% (EL); y mosto 18% (M), luego de 6 meses de
almacenamiento a 4 °C. Los segmentos verticales indican
desviacion estandar (n=3).

Posteriormente, se profundizd el estudio de
viabilidad de la cepa almacenada con glutamato de
sodio como lioprotector, dado su desempefio
superior. La cepa A. pullulans m11-2 se mantuvo
viable hasta, al menos, 18 meses después del
proceso (2,30x107 + 7,07x10° UFC/mL).

Estos resultados coinciden con lo reportado por
Rodriguez et al. (2019), quienes observaron que, a
pesar de ciertas modificaciones fenotipicas
generadas por el envejecimiento en cepas de
Aspergillus, su potencial biotecnolégico no se vio
comprometido. Este tipo de estudios refuerza la

importancia de evaluar la estabilidad celular no solo
inmediatamente después de la liofilizacién, sino
también en funciéon de su comportamiento tras
periodos prolongados de almacenamiento.

Andlisis cualitativo de la actividad enzimdtica

La capacidad pectinolitica de la cepa A. pullulans
m11-2 se evalud cualitativamente mediante Ia
formacidén de halos de clarificacidn alrededor de las
colonias cultivadas en medio con pectina como Unica
fuente de carbono (Figura 4). Los resultados
obtenidos indicaron que, independientemente del
lioprotector utilizado, la cepa liofilizada conservé su
capacidad para degradar pectina.

La relacién entre el didametro del halo y el didmetro
de la colonia (DH/DC) se mantuvo aproximadamente
constante, con un valor de 3,0, tanto
inmediatamente después del proceso de secado
como luego de 6 meses de almacenamiento a 4 °C.
Esto sugiere que la actividad enzimatica pectinolitica
no se vio afectada por la liofilizacion ni por el
almacenamiento a mediano plazo.

Si bien se hareportado que el proceso de liofilizacion
conlleva inevitablemente una reducciéon en Ia
actividad y funcién celular (Wang et al., 2020), los
resultados obtenidos con la cepa A. pullulans m11-2
indican una notable estabilidad funcional tras este
tratamiento. Resultados similares fueron reportados
por (Rodriguez et al., 2019), quienes observaron que
cepas de Aspergillus también mantenian su actividad
enzimatica luego del proceso de liofilizacidn, lo que
resalta la necesidad de evaluar cémo se conserva la
funcionalidad celular con el paso del tiempo.
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Figura 4. Actividad pectinolitica de A. pullulans m11-2 luego del proceso de liofilizacion (A), en presencia de diferentes
lioprotectores: extracto de levadura (EL); glucosa (G); mosto (M), glutamato de sodio (GS); fructosa (F); leche descremada (L).
Actividad pectinolitica observada tras 6 meses de conservacion a 4 °C, utilizando glutamato de sodio como agente lioprotector

y evaluada en 3 réplicas (B). Barra de escala: A-B = 10 mm.

4. Conclusiones

La cepa A. pullulans m11-2 fue conservada mediante
liofilizacion utilizando glutamato de sodio al 2,4%
como agente lioprotector, manteniendo tanto su
viabilidad como su actividad pectinolitica durante al
menos 18 meses de almacenamiento a 4 °C. Estos
resultados demuestran la eficacia de este protocolo
de conservacion para obtener levaduras secas
activas viables y funcionales, y refuerzan su potencial
como fuente enzimdtica para aplicaciones
enoldgicas especificas.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN
Mecatrdnica Los estudiantes que ingresan a Ingenieria y Tecnicatura en Mecatrdnica lo hacen con altas
Formacion expectativas sobre su futuro profesional, pero suelen frustrarse al ver que las aplicaciones
Dispositivos practicas aparecen recién en los afios avanzados. Este trabajo propone unainnovacién en el Ciclo
Estudiantes Basico, integrando contenidos de Fisica | y Il con el disefio de dispositivos didacticos basados en

Arduino. Se desarrollaron actividades practicas como la representacion gréfica de la carga y
descarga de un capacitor mediante un microcontrolador ATmega32U4, permitiendo visualizar
fendmenos fisicos en tiempo real. Esta propuesta busca que los estudiantes sean protagonistas
del proceso, al disefiar, programar y experimentar, lo que favorece su aprendizaje y motivacion.
La accesibilidad actual de estas tecnologias permite escalar la implementacion y reemplazar
practicas demostrativas pasivas por talleres activos. Para evaluar el impacto, se utilizd la
metodologia TRL (Technology Readiness Level) y una encuesta breve para conocer la percepcion
de los alumnos respecto a los contenidos y su relacién con la mecatrdnica. Los resultados fueron
positivos, demostrando la efectividad de este enfoque y sugiriendo su posible aplicacién en otras
asignaturas del Ciclo Basico.

Mechatronics in early engineering education: laboratory-based
innovation for teaching physics in engineering and technical

programs
KEYWORDS ABSTRACT
Mechatronics Students entering Mechatronics Engineering and Technical degree often have high expectations
Education about their professional future, but become discouraged when they realized that practical
Devices applications are addressed only in advanced years. This work proposes an educational innovation
Students in the Basic Cycle, integrating contents of Physics | and Il with the design of didactic devices using

Arduino. Practical activities were developed, such as the graphical representation of the charging
and discharging cycles of a capacitor using an ATmega32U4 microcontroller, allowing real-time
visualization of voltage variations. This approach encourages students to take an active role by
designing, programming, and experimenting with physical phenomena and their mechatronic
applications, enhancing their motivation and learning. The increasing accessibility of these
technologies makes it feasible to scale up the number of kits for classroom use, moving away
from passive demonstrations toward hands-on experimentation. To evaluate the outcomes, we
applied the Technology Readiness Level (TRL) methodology and conducted a short survey to
assess students’ comprehension and their perception of the integration between physics and
mechatronics. The results show a successful implementation, supporting the idea of extending
this teaching strategy to other courses within the Basic Cycle of Mechatronics programs..
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1. Introduccion

La carrera de Ingenieria en Mecatrénica representa
una propuesta innovadora para estudiantes del
litoral argentino, en un contexto donde los avances
tecnoldgicos demandan profesionales altamente
capacitados para enfrentar los desafios de la
Industria 4.0. Sin embargo, uno de los problemas
recurrentes en las carreras tecnoldgicas es la baja
motivacion de los estudiantes en los primeros afios,
debido a la escasa presencia de contenidos aplicados
o vinculados con el quehacer profesional.

Diversos estudios indican que el involucramiento
activo en experiencias practicas tempranas favorece
la retencion del conocimiento y fortalece Ila
identidad profesional en formacion (Diaz et al., 2019;
Torres y Méndez, 2020). No obstante, en muchos
programas académicos, las aplicaciones tecnoldgicas
suelen introducirse en etapas avanzadas de la
formaciodn, dificultando el vinculo temprano con el
perfil de egreso.

En el caso de la carrera de Ingenieria en Mecatrénica
de la Universidad Nacional de Entre Rios (UNER),
dictada en la Facultad de Ciencias de la Alimentacion
(FCAL), se observd la necesidad de incorporar
estrategias didacticas que integren conocimientos
de fisica con herramientas tecnolégicas propias del
campo de estudio, tales como microcontroladores y
entornos de programacion.

En este sentido, la incorporacién de practicas
basadas en el paradigma de la educacién 4.0,
enmarcado en la Revolucion Industrial 4.0 (IR4.0),
permite articular contenidos conceptuales con
aplicaciones reales utilizando tecnologias como
Arduino, Internet de las Cosas (loT), TICs e
Inteligencia Artificial (Mecatrénica educativa, 2021).

No obstante, aun persisten desafios vinculados a la
falta de experiencias institucionalizadas que
consoliden este enfoque en el Ciclo Basico de las
carreras técnicas.

El objetivo de este trabajo es presentar una
propuesta de innovacidon educativa que integra
contenidos de Fisica | y Il mediante el desarrollo de
dispositivos mecatronicos con Arduino,
promoviendo el aprendizaje activo. Se plantea como
hipdtesis que el uso de herramientas tecnoldgicas en
etapas tempranas favorece la comprension
conceptual y la motivacion de los estudiantes hacia
la carrera.

2. Materiales y métodos

La propuesta se llevd a cabo en el marco de las
materias Fisica | y Fisica Il de la carrera de Ingenieria

en Mecatronica, en la Facultad de Ciencias de la
Alimentacién (FCAL) de la Universidad Nacional de
Entre Rios (UNER), en Concordia, Entre Rios. Estas
asignaturas pertenecen al Ciclo Basico de la carrera,
Fisica | en el segundo cuatrimestre del primer afio y
Fisica Il en el primer cuatrimestre del segundo afio.

La propuesta surgié a partir de una necesidad
detectada por el equipo docente del drea de Fisica
para fortalecer las actividades experimentales que
permitan el desarrollo de competencias del saber
hacer en estudiantes de mecatrénica. Se convocé a
estudiantes becarios para disefar y desarrollar
prototipos en base a las actividades practicas
planificadas de la catedra. En 2023 se ejecutd el
primer proyecto piloto en Fisica |, y en 2024 se aplicd
un segundo proyecto en Fisica Il. Ambos fueron
aprobados institucionalmente como practicas
formativas orientadas por los principios de la
educacion 4.0, priorizando la vinculacion de los
contenidos curriculares con herramientas
tecnoldgicas reales.

Implementacion del enfoque y desarrollo de
prototipos y material diddctico

Se describe a continuacion la experiencia
desarrollada en 2024 con estudiantes de fisica Il que
realizaron trabajos practicos de laboratorio,
organizados en grupos de estudiantes. Los
estudiantes diseflaron y ensamblaron prototipos
didacticos utilizando placas Arduino UNO, montadas
sobre placas protoboard, con el objetivo de visualizar
procesos fisicos en tiempo real.

La actividad consistié en visualizar en tiempo real el
ciclo de cargay descarga de un capacitor electrolitico
utilizando una placa Arduino UNO con
microcontrolador ATmega32UA4. El circuito se disefié
conectando la entrada analdgica A0 al catodo (polo
positivo) del capacitor, y el anodo al GND comun de
la placa Arduino y la fuente de alimentacion. Esta
disposicion permitié medir el voltaje a través del
capacitor durante su carga y descarga mediante la
conversion analdgica-digital del pin AO.

El voltaje fue visualizado a través del monitor serial y
el grafico (plotter) del entorno de desarrollo Arduino
IDE, permitiendo observar el comportamiento
exponencial del fenédmeno fisico.

Para la visualizacién del ciclo de carga y descarga de
un capacitor, se utilizé el conversor analdgico-digital
(ADC) integrado en el microcontrolador
ATmega328P presente en la placa Arduino UNO. Este
ADC tiene una resolucién de 10 bits, lo que permite
medir sefiales analdgicas entre 0 Vy 5 Vy obtener un
valor digital entre 0 y 1023. Esta capacidad fue
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aprovechada para registrar el voltaje del capacitor a
través del pin AO y luego graficarlo en tiempo real
mediante el monitor serial y el "Serial Plotter" del
entorno Arduino IDE.

El circuito fue alimentado con una fuente externa de
tensién continua regulable, y no se utilizaron
sensores adicionales, ya que la propia placa Arduino
fue suficiente para adquirir las sefiales requeridas. La
decision de trabajar sin sensores adicionales
respondid a criterios de simplicidad, bajo costo y
disponibilidad de recursos en el laboratorio.

Para mejorar la interpretacion del fenédmeno, se
incorporaron resistencias de distintos valores al
circuito. Esto permitié modificar la constante de
tiempo del sistema RC y observar cdmo varia la
velocidad del proceso, facilitando asi la comprension
del modelo tedrico. Para la programacion se utilizod
el entorno Arduino IDE, ya que los estudiantes de la
catedra poseen conocimientos basicos en
programacion orientada a microcontroladores,
adquiridos previamente en otras materias del plan
de estudios.

Evaluacion de resultados

Para analizar el impacto del proyecto en el
aprendizaje se aplicé una encuesta a los estudiantes
gue participaron en la actividad, disefiada con base
en escalas de percepcién utilizadas en educacion y
adaptacion del modelo de satisfaccion del cliente
(Dawes et al., 2020). Las preguntas incluyeron:

e (Comprendiste mejor el tema fisico abordado
gracias a esta practica?

e ¢(Pudiste relacionar el contenido de Fisica con la
carrera de Mecatrdnica?

e (Sentiste mayor motivaciéon al utilizar
herramientas tecnoldgicas reales?

e (Creés que este tipo de actividades deberia
repetirse en otras materias?

e Los resultados de la encuesta se presentan en la
seccion 3.

Andlisis de madurez tecnoldgica mediante la
metodologia TRL

Para evaluar el nivel de desarrollo técnico de los
prototipos disefiados por los estudiantes, se utilizo la
metodologia TRL (Technology Readiness Level), un
sistema de evaluacion desarrollado originalmente
por la NASA que permite clasificar tecnologias desde
su concepcién inicial (TRL 1) hasta su
implementacion operativa en entornos reales (TRL 9)
(Olechowski et al., 2020).

3. Resultados y Discusion

La implementaciéon del enfoque propuesto fue
evaluada a través de una encuesta aplicada a los
estudiantes que participaron del segundo taller (afio
2024), en el marco de la materia Fisica Il. El objetivo
fue conocer su percepcién respecto a la utilidad
pedagégica de la actividad, la comprensidon
conceptual lograda y la motivacién generada por el
uso de tecnologias propias de la mecatrdnica.

Participaron de la encuesta 12 estudiantes. Los
resultados muestran que, antes de la actividad, el
50% evaluaba su comprensiéon del ciclo de carga y
descarga de un capacitor como moderada, mientras
que un 25% la calificaba como alta, y un 16,7% como
muy alta. Solo el 8,3% la consideraba baja (Figura 1).
Tras la practica, el 91,7% de los estudiantes afirmé
que la actividad con Arduino les ayudé a comprender
mejor el fenémeno fisico (Figura 2), y el 100%
coincidid en que este tipo de recursos mecatrdnicos
incentivan el aprendizaje (Figura 3).

:Como calificarias tu comprension del ciclo de carga y descarga de un capacitor antes de esta

actividad?
12 respuestas

T

@ Muy baja

@ Baja
Moderada

® Alta

@ Muy alta

Figura 1. Nivel de comprension del ciclo de carga y descarga de un capacitor antes de la actividad
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iConsideras que la actividad con el Arduino te ayudé a comprender mejor el comportamiento del
capacitor?
12 respuestas

@ si
® No

@ Parciaimente

Figura 2. Impacto percibido de la actividad con Arduino en la comprensién del fenémeno

i Crees gue este tipo de actividades donde se utilizan recursos especificos de la mecatronica, como

los microcontroladores incentivan el aprendizaje de la materia?
12 respuestas

® s
® No

@ Parciaimente

Figura 3. Opinion de los estudiantes sobre el uso de recursos mecatrénicos en el aprendizaje

Respecto a la satisfaccion general, los niveles fueron 25% un 10 (Figura 4). Finalmente, el 91,7% de los
altos: un 41,7% calificd la actividad con 8 puntos encuestados considerd que esta practica deberia
sobre 10, mientras que un 25% le asignd un 9y otro incluirse en cursos futuros (Figura 5).

:Como calificarias tu satisfaccion general con esta actividad?
12 respuestas

6

0 (0%) 0 {I’Jl%) 0 {DI%) 0(0%) 0 (0%) 0 (Ol%)

1 2 3 4 5 B

Figura 4. Nivel de satisfaccion general de los estudiantes con la actividad propuesta.
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;Crees que esta actividad deberia ser incluida en futuros cursos?
12 respuestas

@®si
® No
@ Mo estoy seguro

Figura 5. Valoracion de los estudiantes sobre la inclusion futura de la actividad en otras materias.

En cuanto a los resultados observados durante las
actividades practicas, se logré un funcionamiento
estable y replicable del circuito experimental
montado en protoboard, utilizando Unicamente
componentes basicos: un capacitor, dos resistencias,
una fuente de alimentacion regulable y una placa
Arduino UNO.

La programacién desarrollada por los propios
estudiantes permitié visualizar en tiempo real la
curva de carga y descarga a través del monitor serial
del entorno Arduino IDE. Ademas, los distintos
grupos experimentaron con valores de resistencias
para observar como varia la constante de tiempo del
sistema RC, logrando relacionar las expresiones
tedricas con los resultados empiricos. La inclusién de
esta etapa de experimentacion enriquecio la practica
y fortalecié la comprensién del fenémeno.

Desde el punto de vista de la madurez tecnoldgica,
los prototipos alcanzaron un nivel TRL 6
(“demostracion en entorno relevante”), lo que
demuestra que los dispositivos desarrollados poseen
una integracién funcional adecuada, capacidad de
operacion autonoma y posibilidad de ser utilizados
como recurso didactico en el aula.

A continuacion, se presentan algunas imagenes de
los prototipos desarrollados por los estudiantes
durante la actividad:

Figura 7. Vista superior del circuito montado por

estudiantes
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Estos resultados indican una recepcién altamente
positiva y respaldan la hipotesis planteada sobre los
beneficios de introducir herramientas mecatrénicas
en las etapas tempranas del aprendizaje.

Discusidn y andlisis del nivel de madurez tecnolégica
(TRL)

Los prototipos desarrollados durante los talleres
fueron evaluados segun la metodologia Technology
Readiness Level (TRL), alcanzando un nivel 6:
"Demostracion tecnoldgica: Sistema de ingenieria
validado en condiciones relevantes a las reales
operativas, aunque aun a nivel prototipo."

Este resultado evidencia que los dispositivos no solo
funcionaron adecuadamente, sino que su
integracion y desempeio en el entorno educativo
simularon con fidelidad una aplicacién practica real.
La utilizacion de componentes accesibles como el
microcontrolador ATmega32U4, la programacion en
entorno Arduino y el diseio funcional logrado por los
grupos de estudiantes, demuestran una apropiada
transferencia de conocimientos y habilidades
practicas.

Estos resultados validan el enfoque propuesto vy
motivan su réplica en otras catedras del Ciclo Basico.
Ademas, sugieren que la incorporacion temprana de
experiencias tecnoldgicas puede contribuir a
mejorar la retencidon estudiantil, fomentar el
pensamiento critico y consolidar la identidad
profesional desde el inicio de la formacidn.

4. Conclusiones

La implementacién de actividades practicas con
enfoque mecatrénico en Fisica Il demostrd ser una
estrategia efectiva para fortalecer el aprendizaje en
el Ciclo Basico de la carrera de Ingenieria y
Tecnicatura en Mecatrénica. Los resultados
obtenidos en las encuestas reflejan un alto grado de
comprension conceptual, motivacidon y satisfaccion
por parte de los estudiantes, validando la hipétesis
de que el uso de tecnologias aplicadas en etapas
tempranas de la formacién mejora la experiencia
educativa.

El uso de microcontroladores como el ATmega32U4
y la plataforma Arduino permiti6 desarrollar
prototipos funcionales que alcanzaron un nivel 6 en
la escala TRL, lo que evidencia una sélida integracion
entre teoria y practica. Esta experiencia no solo
favorece la comprensiéon de fendmenos fisicos
abstractos, sino que también contribuye a Ia
construccién temprana de una identidad profesional
vinculada a la mecatrdnica.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Hueso calcinado La contaminacion del agua por arsénico (As), fluoruros (F), nitratos (NO3-) y amonio (NH#*) es un
Arena problema de salud publica global. El presente estudio propone el uso de polvo de hueso calcinado
Contaminantes acuosos de vaca y arena como adsorbentes de bajo costo para implementar una solucidén de

potabilizacion accesible en zonas rurales y vulnerables. En los ensayos de remocidn, el hueso
calcinado fue notablemente mas eficiente que la arena, logrando hasta un 79.92% de remocion
de F y un 62.50% de As en muestras sin competencia idnica. Esta eficiencia mantuvo un
desempefio destacado (68.50% para F- y 55.72% para As) aln en presencia de mas de un
contaminante en simultaneo. Como limitacion, sin embargo, ambos materiales, tanto hueso
como arena, aportaron nitratos (NO3-) al medio. Se concluye que el hueso calcinado es una
alternativa eficaz y accesible para la remocidn de As y F-, siendo necesaria la implementacién de
un tratamiento reductor complementario para la eliminacion del nitrato residual y la realizacion
de estudios adicionales para optimizar la remocién de NH4*.

Study of the removal of aqueous contaminants with calcined bone
and sand from Monte Hermoso

KEYWORDS ABSTRACT

Calcinated bone Water contamination by arsenic (As), fluorides (F-), nitrates (NO3), and ammonium (NH**) is a
Sand global public health problem. This study proposes the use of calcined cow bone powder and sand
Aqueous contaminants as low-cost adsorbents to implement an accessible water purification solution in rural and

vulnerable areas. In removal tests, calcined bone was significantly more efficient than sand,
achieving up to 79.92% removal of F-and 62.50% of As in samples without ionic competition. This
efficiency maintained outstanding performance (68.50% for F- and 55.72% for As) even in the
presence of more than one contaminant simultaneously. As a limitation, however, both
materials, bone and sand, contributed nitrates (NO3-) to the environment. It is concluded that
calcined bone is an effective and accessible alternative for the removal of As and F-, requiring the
implementation of a complementary reducing treatment for the elimination of residual nitrate
and the performance of additional studies to optimize the removal of NH**.

diversos métodos para descontaminar, aln estamos

1. Introduccion ’ )
muy lejos de considerarlo un problema resuelto.

La contaminacion y el acceso a agua potable en los El arsénico (As), el fltior (F), los nitratos (NO*) y el

ultimos tiempos se volvio una de las mayores amonio (NH*") son contaminantes frecuentes del

problematicas a las que nos enfrentamos agua, de origen natural o antropogénico, que

mundialmente, y si bien han sido propuestos representan una amenaza para la salud humana y
ambiental.
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Es sabido, que la exposicion prolongada al As a través
del consumo de agua y alimentos contaminados
puede causar cancer y lesiones cutaneas,
asociandose también a enfermedades
cardiovasculares y diabetes. Por otra parte, la
exposicion intrauterina y en la primera infancia se
han relacionado con efectos negativos en el
desarrollo cognitivo y un aumento de la mortalidad
en jévenes adultos (Monroy-Torres et al.,, 2018;
Puntoriero et al., 2014).

La presencia de fldor, si bien en determinadas
concentraciones es efectiva en la prevencién de la
caries dental, niveles elevados de exposicion alteran
la formacion del esmalte y eventualmente la
formaciéon désea, causando fracturas y lesiones
graves. La contaminacion por fldor produce
principalmente fluorosis dental y/o esquelética que
se observa en quienes han estado expuestos a altos
niveles altos de este elemento, siendo un problema
particularmente grave en la infancia. (Espdsito et al,
2013; Neira et al., 2010).

Altas concentraciones de nitratos producen
metahemoglobinemia en lactantes, este sindrome,
mas conocido como el “niflo azul”, consiste en la
formaciéon de una molécula de hemoglobina mas
oxidada con mayor afinidad por el oxigeno, haciendo
que su liberacion a los tejidos sea menor y
provocando la cianosis periférica caracteristica de
esta patologia. (Donoso et al., 2018).

|n

La presencia de ion amonio en el agua puede ser
debida a la descomposicidon de materia orgdnica, a
residuos industriales, aguas residuales y/o
fertilizantes agricolas, entre otros. Si bien solo tiene
efectos toxicos si se ingiere en altas dosis, pudiendo
producir intolerancia a la glucosa y disminuyendo la
sensibilidad a la insulina, su presencia interfiere con
un adecuado proceso de potabilizacion formando
mono, di y tricloraminas e incrementa las
concentraciones de nitritros y nitratos ademas de
incorporar sabores y olores desagradables al agua.
(Asyraf et al., 2015)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda un limite maximo de 10 microgramos
por litro (10 pug/L) de arsénico en el agua potable, 1,5
mg/L para fllor, y 50 mg/L para nitratos. Si bien para
el ion amonio no ha establecido limites especificos,
considera que valores por encima de 1,5 mg/Ly 35
mg/L afectan sensorialmente el agua causando olor
y sabor. Por su parte el cédigo alimentario argentino
establece los mismos valores limite para arsénico,
fldor y nitratos y agrega un valor de 0.2 mg/L para el
ién amonio.

Diferentes tecnologias como d&smosis inversa,
resinas de intercambio idnico, electroquimica,
adsorcion con alumina, materiales ferrosos o
bioadsorbentes han sido estudiadas y aplicadas para
la remocion de los contaminantes mencionados. Sin
embargo, aun el problema no estd resuelto, siendo
particularmente mas importante en sectores mas
humildes y alejados a sitios urbanos de
potabilizacion. (Didar-Ul Islam, 2023; Rathore et al.,
2017; S. Dey et al., 2021)

El presente trabajo, se enfoca en dar una posible
solucién accesible 'y reproducible pensada
particularmente para los sectores mas vulnerables
con respecto al acceso al agua potable.

La propuesta radica en utilizar polvo de hueso
calcinado de vaca y arena como materiales
removedores de los contaminantes mencionados y
posiblemente de otros. La eleccion de los mismos
radica en que representan materiales facilmente
accesibles y econémicos para la mayor parte de la
poblacién. Con respecto al hueso, la calcinacidon
mejora sus propiedades y minimiza efectos
indeseados como color u olor desagradable
(Valenzuela, et al.,2011).

El estudio inicia con la preparacion y caracterizacidon
de los materiales y el andlisis de la capacidad
adsortiva de los mismos con respecto a los
contaminantes mencionados (As, F, NO* y NH*) con
el fin de evaluar la posible construccién de un
dispositivo que pueda ser utilizado para la solucién
de la problematica descrita, particularmente en
zonas rurales, alejadas de los centros de
potabilizacién.

2. Materiales y métodos

Las muestras de agua para el trabajo se prepararon
en laboratorio a partir de agua tridestilada, éxido
arsenioso (As;0s), marca Anedra y concentracion
200 ppb, fluoruro de sodio (NaF), Cicarelli 5 ppm,
nitrato de sodio (NaNOs), Mallinckodt 80 ppm y
fluoruro de amonio (NH4F) Carlo Erba 40 ppm de
amonio.

Como adsorbentes se utilizaron carbon de hueso de
fémur de vaca (Valenzuela et al.,2011) y arena entera
de Monte Hermoso.

El hueso se prepard a partir de fémur de novillo de
aproximadamente 36 meses dada su menor cantidad
de cartilago en comparacién con otras piezas como
costillas o escapulas. Fue seleccionado ademas
porgque su estructura compacta y concavidad central
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permiten un pulverizado mas eficiente. El
tratamiento inicial consistié en hervir los huesos en
agua a presion atmosférica durante cuatro horas
para eliminar tejidos blandos adheridos.
Posteriormente fueron secados por un periodo de
una semana, triturados y tamizados hasta el tamafo
de particula deseado, aproximadamente 1,5 mm. Las
muestras obtenidas se calcinaron en mufla a una
temperatura de 500 °C, siguiendo las
recomendaciones extraidas de estudios previos
como valor éptimo para la obtencion de carbdn éseo
de alta calidad (Kaseva, 2006).

La arena extraida de un pozo a 15 cm de la superficie
fue caracterizada para conocer su granulometria y
las densidades de los diferentes agregados,
determinaciones realizadas en el Laboratorio de
Ingenieria Civil de la UTN FRBB. En la misma se
estudio la concentracion de hierro por
espectroscopia en un Espectrometro de Emision
Atdmica por Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-
OES), Shimadzu Simultdneo 9000 segin Norma EPA
200.7 y la proporcién en porcentaje en masa de
material magnético con un iman de Neodimio.
También se realizaron difraccidn de rayos x (DRX) de
la porcion fina. Los patrones de difraccion de rayos X
en polvo (PXRD) se recolectaron utilizando un
difractémetro XRD Malvern-Panalytical Empyrean IlI
equipado con un filtro de Ni y un detector PIXcel3D.
Este instrumento utiliza la fuente de radiacién Cu
Kal (1,5406 A) operada a 45 kV y una corriente de
emision de 40 mA. Los datos se recopilaron
utilizando una rendija de divergencia de 0,5°, un
tamafio de paso de 0,013° y un tiempo de conteo de
80 s por paso en una ventana de 20 de 20° a 70°.
Tanto para arena como para hueso se realizd
microscopia electrénica de barrido (SEM, equipo LEO
EVO 40 XVP) con detector de electrones secundarios.
Mediante un Sistema de Microandlisis de Rayos x por
Energia Dispersiva (EDS) marca Oxford X-max 50
adosado al microscopio. Se hicieron espectros en
diversas micro areas y se realizé el mapeo de
elementos en cada zona seleccionada. Ademas, se
realizé un andlisis semicuantitativo de los elementos

presentes. Es importante considerar que el C no fue
considerado dentro de la cuantificacion, ya que el
valor se ve afectado al sumar el C proveniente del
grafitado.

Las concentraciones de arsénico producto de la
remediacion (ecuacion 1) se realizaron con un
Espectrémetro de Emisién Atémica por Plasma de
Acoplamiento Inductivo (ICP-OES), Shimadzu, las de
fldor por el Método de electrodo selectivo de iones
4500 - F—SM y las de nitrato y amonio mediante una
técnica de destilacion por arrastre de vapor (técnica
Bremner).

El porcentaje de remediacién se calculé utilizando la
siguiente expresion:

(Cmst—Cmt)x100
cmst

(1)

Donde: Cmst: concentracion muestra sin tratar; Cmt:
concentracién muestra tratada.

3. Resultados y Discusion

En cuanto a los resultados de caracterizacidn
realizados, es importante aclarar que en el caso de la
arena no fue posible determinar los valores de
densidad relativa y aparente por la presencia de
sales  higroscépicas y elevada porosidad
caracteristica de las arenas de origen marino.
Ademas, la disoluciéon de sales en el agua de ensayo
pudo haber modificado su densidad y tensidon
superficial, afectando las mediciones de volumen
desplazado. Partiendo de este conocimiento se
reporta que los estudios de remediacidn se hicieron
con arenas sometidas a desecacion x 96 horas en
mufla a 500°C.

En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de los
elementos encontrados en las particulas de arena y
hueso estudiados, que pasaron por el tamiz N° 200
(75 pm) asi como fotografias de las mismas.

Figura 1. A la izquierda, muestra de arena entera y particulas de arena magnetizables adheridas al iman sobre
respectivos vidrios de reloj donde se pesaron; a la derecha imagen amplificada de arena adherida a iman de

Neodimio.
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Tabla 1. Caracterizacidn quimica elemental de particulas tamizadas de arena y hueso calcinado.

, Particulas
, Particulas negras ..
Caracoles (Circulo . . rojizas
. y grises (Circulo azul y A
rojo) (Circulo
verde) .
violeta)
O 50,09
O 47,5
Na 4,36
Na 1,17
© Mg 0,85
S O 58,73 M 0,48
et Al 9,72
< Na 0,65 ) Al 574
Si 26,86
Al 0,14 Si 37,3
) K 2,66
Si 0,18 K 5,19
Ca 1,82
Ca 40,31 ) Ca 0,24
Ti 0,52
Ti 0,11
Mn 0,18
Fe 2,3
Fe 2,93
Particulas negras Particulas grises
(Circulo azul) (Circulo verde)
O 48,66 O 46,97
Na 1,02 Na 0,79
o Mg 0,72 Mg 0,76
3 Al 026 Al 024
T si 056 Si 0,38
16,57 17,18
0,16 0,29
Ca 31,88 K 0,12
Fe 0,18 Ca 33,26
La Tabla 2 muestra los porcentajes de remocién contaminantes en forma simultanea, arsénico, flior
obtenidos con cada material para muestras y nitratos (muestras con competencia). La muestra
preparadas con sélo un contaminante (muestras sin de amonio se estudid solamente como
competencia) como para muestras con tres contaminante aislado y sélo con hueso.

Tabla 2. Porcentajes de remocion de contaminantes en muestras sin y con competencia idnica.

Muestras sin competencia

Hueso Arena Hueso y Arena
As 62,50 13,59 58,70
F- 79,92 3,21 79,92
NOs -86,49 -6,31 -8,11
NHs* 11,52
Muestras con competencia
Hueso Arena Hueso y Arena
As 55,72 29,35 61,19
F- 68,55 4,40 68,55
NOs -78,90 -12,84 -6,42
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Las determinaciones de hierro en arenay de material
magnetizable (Figura 1) arrojan valores de 1,35% vy
24,7% respectivamente. Los compuestos
magnetizables en arena principalmente Magnetita
(FesO4): Oxido de hierro con propiedades
magnéticas. Esas diferencias pueden atribuirse a
friccién electrostatica ya que el movimiento del iman
sobre la arena puede generar cargas electrostaticas,
las cuales son capaces de atraer particulas no
magnéticas muy finas, como cuarzo o arcillas,
especialmente si estas tienen bajo peso o si estan
muy préximas al iman. En la composicién tanto de
arena como de hueso se repiten casi todos los
elementos a excepcidn del titanio y el manganeso
gue solo se encuentran en la arena. Naturalmente en
la conchilla la proporciéon de calcio resulta tan
importante como en el hueso.

De la Tabla 2 puede concluirse que la remocién de
iones en las muestras sin competencia, el hueso
muestra un comportamiento marcadamente
superior al de la arena tanto para As como para F-.
La combinacién de ambos materiales no mejora la
remocién de As ni de F- pero muestra una
disminucién del aporte de nitratos por el hueso
respecto a la muestra sin arena. Los resultados
muestran que el NH4+ es pobremente adsorbido por
el hueso. Por su parte, en las muestras con
competencia disminuye la capacidad de retencién de
contaminantes del hueso pero mejora para la arena.

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos evidencian que el hueso
calcinado constituye un material eficiente para la
remocién de arsénico y fldor en soluciones
contaminadas, superando notablemente a la arena
en capacidad adsorbente. En particular, en
condiciones sin competencia de contaminantes, se
observé un desempefio superior del hueso tratado
térmicamente, mientras que, en presencia
simultanea de arsénico, fllor y nitratos, su eficacia
se mantuvo destacada. Sin embargo, tanto el hueso
calcinado como la arena demostraron aportar
nitratos al medio acuoso durante el proceso de
remediacion, lo cual representa una limitacion
importante. Por lo tanto, se sugiere la incorporacion
de un tratamiento reductor complementario para
eliminar este contaminante residual.

Respecto a la remocidon de amonio, los ensayos
realizados exclusivamente con hueso calcinado
indican su potencial como agente de tratamiento,
aunque se requieren estudios adicionales para
evaluar su eficacia en presencia de multiples

contaminantes. En conjunto, los resultados
respaldan el uso del hueso calcinado como una
alternativa accesible y eficaz para la remediacion de
aguas con contaminantes inorganicos,
especialmente en contextos donde se busca aplicar
tecnologias de bajo costo.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Bioacidificacion
Cinética fermentativa
Acido malico

Grado alcohdlico

La elaboracién de vinos con menor grado alcohdlico y mayor acidez representa un desafio para
la industria vitivinicola. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la cinética fermentativa y los
parametros fisicoquimicos de vinos Malbec fermentados con una cepa Saccharomyces cerevisiae
bioacidificadora respecto a una cepa S. cerevisiae tradicional para determinar su viabilidad e
impacto en la elaboracién. Se empled mosto Malbec de Lujan de Cuyo (Mendoza) y 2 cepas de S.
cerevisiae comerciales: Zymaflore™ KLIMA (Laffort, Francia), capaz de producir etanol y acido
malico; y Zymaflore™ FX10 (Laffort, Francia), productora principalmente de etanol. Como
resultado, tanto KLIMA como FX10, completaron la fermentacién en nueve y siete dias,
respectivamente. Los vinos obtenidos con KLIMA mostraron menor grado alcohdlico (13,87% v/v)
que FX10 (14,3% v/v), mayor acidez total (7,78 g/L) que FX10 (6,62 g/L), menor pH (3,77) que
FX10 (3,82), y menor acidez volatil (0,50 g/L) que FX10 (0,62 g/L). Ademas, KLIMA mostré
mayores concentraciones de dcido lactico (0,52 g/L) y glicerol (13,18 g/L) que FX10(0,03 g/L; 9,31
g/L, respectivamente) mediante analisis de FT-IR. Los resultados demuestran que la cepa
bioacidificadora estudiada representa una alternativa viable para elaborar vinos Malbec mas
frescos y equilibrados, acordes a las demandas actuales.

Evaluation of fermentation with bioacidifying Saccharomyces cerevisiae

for the production of Malbec wines

KEYWORDS ABSTRACT

Bioacidification,

Fermentation kinetics
Malic acid the wine industry. The objective of this study was to investigate the fermentation kinetics and

The production of wines with lower alcohol content and higher acidity represents a challenge for

Alcohol content physicochemical parameters of Malbec wines fermented with a bioacidifying Saccharomyces
cerevisiae strain compared to a traditional S. cerevisiae strain to determine its viability and
impact. Malbec must from Lujan de Cuyo (Mendoza) and two commercial S. cerevisiae strains
were used: Zymaflore™ KLIMA (Laffort, France), capable of producing ethanol and malic acid; and
Zymaflore™ FX10 (Laffort, France), which mainly produces ethanol. As a result, both KLIMA and
FX10 completed fermentation in nine and seven days, respectively. The wines obtained with
KLIMA showed a lower alcohol content (13.87% v/v) than FX10 (14.3% v/v), higher total acidity
(7.78 g/L) than FX10 (6.62 g/L), lower pH (3.77) than FX10 (3.82), and lower volatile acidity (0.50
g/L) than FX10 (0.62 g/L). In addition, KLIMA showed higher concentrations of lactic acid (0.52
g/L) and glycerol (13.18 g/L) than FX10 (0.03 g/L; 9.31 g/L, respectively) by FT-IR analysis. The
results demonstrate that the bioacidifying strain studied represents a viable alternative for
producing fresher and more balanced Malbec wines, in line with current demands.
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1. Introducciéon

En la actualidad, existe una demanda en el mercado
por bebidas con menor contenido alcohdlico e
incluso por alternativas sin alcohol (Bucher et al,,
2018), lo que se ha reflejado en un aumento superior
al 7% en el volumen de estas bebidas en los 10
principales mercados globales en 2022 (Afonso et al.,
2024). Esto se debe, principalmente, a la evolucién
de los habitos de consumo hacia estilos de vida mas
saludables (Bucher et al., 2018).

Por otra parte, las principales regiones vitivinicolas
estan experimentando los efectos del cambio
climatico, siendo especialmente afectadas las areas
de clima célido y seco (Keller, 2023), debido al
aumento de las temperaturas que junto con los
cambios en la distribucidon de las precipitaciones
afectan de manera directa la produccién agricola
(Vion et al, 2024; Kontoudakis et al.,, 2011).
Actualmente, es cada vez mas frecuente cosechar
uvas con un alcohol potencial superior al 14% v/v
(van Leeuwen & Darriet, 2016) debido a que se
prioriza la madurez fendlica y aromatica, lo que
resulta en mostos con alta concentracién de azucar
y baja acidez (Mira de Ordufia, 2010; Kontoudakis et
al., 2011).

Para lograr un equilibrio adecuado entre azucar,
alcohol y acidez, existen diversas estrategias que
incluyen practicas viticolas, asi como
prefermentativas, posfermentativas y
microbioldgicas.

Dentro de las alternativas microbioldgicas, se
pueden emplear cepas comerciales no-
Saccharomyces que presentan menor rendimiento
en etanol ya que, en presencia de oxigeno, derivan
parte del consumo de azucares hacia la respiracion
(Crabtree-negativas), aunque existen dificultades
para su aplicacion en fermentaciones industriales
(Martin Guindal, 2023). Esto ocurre porgue no son
capaces de completar la fermentacidn alcohdlica por
si solas, por lo que es necesario realizar co-
inoculaciones o inoculaciones secuenciales con
cepas de S. cerevisiae (Mestre Furlani et al., 2017). Es
una alternativa interesante por su impacto en la
composicion, el perfil aromatico y el sabor del vino
(Mestre  Furlani et al.,, 2017), permitiendo
aprovechar los beneficios de una fermentacion
espontanea sin los riesgos que supone el desarrollo
sin control de estas levaduras iniciadoras (Catelén,
2022).

El uso de S. cerevisiae seleccionadas con poder
bioacidificante, = que  metabolizan  menores
cantidades de acido malico durante la fermentacion
(en condiciones normales varia entre 10 y 25%)
(Ribéreau-Gayon et al.,, 2003a), representa una
herramienta relevante en el contexto actual. Estas
levaduras no solo permiten conservar niveles mas
altos de acidez en los vinos (Hidalgo Togores, 2010),
sino que también poseen metabolismos alternativos
que les permiten producir pequefias cantidades de
acido madlico. Este comportamiento se traduce en
una menor eficiencia en la conversién de azucar en
etanol y puede emplearse para elaborar vinos de
menor graduacién alcohdlica. Ademas, la capacidad
de conservar y producir acido malico no solo aporta
frescura a nivel sensorial por sus efectos en el pHy
acidez total, sino que también contribuye a la
estabilidad fisica, quimica y microbioldgica del vino.

Este estudio se enfoca en la comparacion de la
cinética fermentativa de una cepa bioacidificadora
de S. cerevisiae respecto a una S. cerevisiae
tradicional y en el andlisis de las caracteristicas
fisicoquimicas de los vinos Malbec obtenidos, con el
fin de evaluar la factibilidad de su aplicacion en
vinificacion.

2. Materiales y métodos
Uvas para la elaboracion

El ensayo se realizé a partir de uvas Malbec (Vitis
vinifera L.) provenientes de vifiedos comerciales
ubicados en Lujan de Cuyo, Mendoza, Argentina. Los
racimos se cosecharon manualmente con un
contenido de sélidos solubles de 24 °Brix.

Microorganismos empleados y preparacion de
inoculo

Se utilizaron dos cepas comerciales de S. cerevisiae,
Zymaflore™ KLIMA (Laffort, Francia) y Zymaflore™
FX10 (Laffort, Francia). La cepa KLIMA, que promete
reducir el grado alcohdlico de los vinos hasta un 0,5%
v/v y reforzar su acidez, fue considerada como la
cepa bioacidificadora. La cepa FX10 es una levadura
fructofilica con alta tolerancia al alcohol y resistente
en un amplio rango de temperaturas por lo que
ofrece una alta seguridad fermentativa. Las
levaduras se rehidrataron utilizando una dosis de 20
g/hL en agua a 37-38 °C, en un volumen equivalente
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a 10 veces su peso, junto con 20 g/hL de Superstart®,
tal como se indica en las fichas técnicas del producto.

Elaboracion del vino

El experimento consisti6 en dos tratamientos
(A=Zymaflore™ KLIMA y B= Zymaflore™ FX10), con
tres réplicas cada uno. Los racimos se despalillaron,
manteniendo los granos enteros, y se afiadio
bisulfito de amonio en solucién acuosa (NH4HSO3)
en una dosis de 6 g/100 kg de uva como antiséptico
y antioxidante. La uva despalillada se colocé en seis
bins plasticos nuevos y limpios de 570 L, llendndolos
hasta dos tercios de su capacidad con
aproximadamente 400 L de mosto en cada uno.

Tras la adicidn de las levaduras, la temperatura y la
densidad del mosto de cada bin se midieron dos
veces al dia, a intervalos de 12 horas entre cada
registro. Antes de cada registro, se efectuaron
bazuqueos para favorecer la extraccién de
compuestos polifendlicos y la homogeneizacion de
temperatura, concentracién de azucar y distribucion
de microorganismos. En el tercer dia de
fermentacion, se adicioné Nutristart® (Laffort,
Francia) en una dosis de 25 g/hL.

Los datos de densidad del mosto en el tiempo
durante el proceso de fermentacién alcohdlica
permitieron graficar la cinética fermentativa. La
velocidad fermentativa se calculé a intervalos diarios
como el valor absoluto de la diferencia de azucar
consumida entre un dia y el anterior. Los valores de
azucares se obtuvieron a partir de la densidad
utilizando la tabla proporcionada en la resolucién
OIV-OENO  466-2012 de la  Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino (OIV, 2012).

Al alcanzar una densidad inferior a 0,994 g/mL,
momento en el que se dio por finalizada la
fermentacion alcohdlica, el vino permanecié durante
cinco dias adicionales en los bins, en contacto con los
sélidos y cubiertos por una capa de hielo seco para
inertizar. El vino no fue sometido a fermentacién
malolactica, por lo que se realizd el sulfitado con
metabisulfito de potasio (K;S,0s) hasta alcanzar un
valor de 30 mg/L de SO, libre.

Andlisis fisicoquimico del mosto y vino

Se utilizaron los métodos de andlisis detallados en el
Manual de Técnicas Analiticas para mostos y vinos

del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), aprobados por el Instituto Nacional de
Vitivinicultura (INV) (Nazrala et al., 2009).

El contenido de sodlidos solubles en mosto se
determiné con el indice de refraccion con un
refractémetro de mano de 0 - 32 °Brix (Arcano
Green). El contenido de azucar (g/L) y alcohol
potencial (% v/v a 20 °C) se determinaron conforme
a la tabla proporcionada en la resolucion OIV-OENO
466-2012 (0OIV, 2012).

Contenido en azucares (%) x 0,05943 =

Grado alcohdlico volumétrico potencial (% %a 20 °C) (1)

También se determinaron en el mosto la acidez total,
pH, anhidrido sulfuroso libre y nitrégeno facilmente
asimilable.

En lo que concierne al vino terminado, se realizaron
determinaciones inmediatamente después del final
de la fermentacion, incluyendo la cuantificacion de
azucares reductores, alcohol etilico, pH, acidez total
y acidez volatil. Como medida derivada, se calculd la
tasa de conversidn de azucares en etanol a partir de
la relacion entre el azucar fermentable y el
porcentaje de etanol producido (Mestre Furlani et
al., 2017):

Az.inicial — Az final
Alcohol (2)

Tasa de conversion de azucares =

donde Az. inicial corresponde al contenido de azlcar
del mosto (g/L); Az. final corresponde al contenido
de azlcar final (g/L), se considero igual a 0 a fines
practicos segun la tabla de la resolucién OIV-OENO
466-2012 (OIV, 2012); Alcohol corresponde al
contenido de etanol (% v/v).

Adicionalmente, se utilizdé el autoanalizador
WineScan™ de FOSS bajo el principio FT-IR,
conforme a la Resolucion OIV-OENO 390-2010 (Olv,
2010), para cuantificar de manera simultanea
diversos compuestos organicos (acido malico, acido
lactico, acido citrico, glicerol, fructosa, glucosa, acido
glucénico, acido tartarico y polifenoles totales
mediante el indice de Folin-Ciocalteu).

Andlisis estadistico de los datos
Los datos fueron analizados estadisticamente

mediante el andlisis de varianza (ANOVA)
paramétrico en funciéon del cumplimiento de los
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supuestos de homogeneidad de Vvarianzas,
normalidad e independencia, seguido del post-test
de Tukey. Cuando los supuestos no se cumplieron, se
aplicé un analisis de varianza no paramétrico seguido
del post-test de Kruskal-Wallis. Se consideré un valor
de p<0,05 como estadisticamente significativo. El
andlisis estadistico de los datos se realizé utilizando
el software InfoStat (v2013).

3. Resultados y Discusion
Pardmetros fisicoquimicos del mosto

Previo a la inoculacién de las levaduras, se
determinaron los parametros fisicoquimicos de los
mostos correspondientes a ambos tratamientos
(FX10 y KLIMA). En promedio, los mostos
presentaron 24,15 °Brix, un alcohol potencial de
14,24% v/v y un contenido de azucares de 217,62
g/L. El pH fue de 3,66, la acidez total de 4,81 g/L
(expresada en acido tartarico), el anhidrido sulfuroso
libre de 5 mg/L y el nitrégeno facilmente asimilable
de 223 mg/L.

1,120

1,100 3.

1,080

1,060

1,040

Densidad (g/mL)

1,020

1,000

0,980

Cinética fermentativa y temperatura

Con el objetivo de conocer y comparar la cinética de
fermentacion de las cepas de levaduras estudiadas,
FX10 y KLIMA, se evalud la cinética fermentativa a
través de la evolucién de la densidad a lo largo del
tiempo. En la Figura 1, se observa que hubo
diferencias estadisticamente significativas entre las
densidades de las cepas FX10 y KLIMA a partir del dia
2, siendo FX10 la que mostroé valores de densidad
inferiores en cada dia evaluado. En el tratamiento
con la cepa FX10, se observd una disminucion
significativa de la densidad el dia 4 en comparacion
con el dia previo (ANOVA, p<0,05, Tukey). En el
tratamiento con KLIMA, este descenso pronunciado
ocurrié en el dia 5 en comparacién con el dia previo
(ANOVA, p<0,05, Tukey). En ambos casos, este
comportamiento podria atribuirse a la adicion de
nutrientes realizada en el tercer dia (25 g/hL de
Nutristart®), para favorecer el crecimiento de las
levaduras y la correcta finalizacién de la
fermentaciéon. Las diferencias entre ambos
tratamientos se mantuvieron hasta el dia 6. La
fermentacién alcohdlica finalizé en el dia 7 para la
cepa FX10, mientras que en KLIMA concluyd en el dia
9, lo que evidencia una cinética fermentativa mas
lenta.

Dia de fermentacion

et (LIMA o= FX10

Figura 1. Evolucion de la densidad promedio (g/mL) durante la fermentacion alcohdlica (dias) de las cepas KLIMA y FX10.
Las barras corresponden a la desviacién estandar, se indican con * los dias donde existe una diferencia significativa segun
ANOVA (p<0,05).
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Asimismo, se puede observar la velocidad
fermentativa en la Figura 2. La cepa FX10 presentd
una fase inicial de adaptacién al medio durante los
dias 1 - 2, en la que la velocidad fermentativa fue
baja (10,83 + 4,07 g/L/dia). Entre los dias 3 - 4 se
alcanzé la maxima velocidad fermentativa
(109,93%5,78 g/L/dia), seguida de una disminucién

100

80

60

40

Velocidad Fermentativa (g/L/dia)

b
20
=l
0 L
1-2 2-3 3

progresiva hasta la finalizacion de la fermentacién.
Por el contrario, KLIMA mostré una cinética mas
lenta, con velocidades minimas en los dias 1-2 y 2-3
(5,07 £ 5,26y 2,70 + 2,92 g/L/dia, respectivamente)
lo que podria indicar una fase de latencia mas
prolongada.

Q0

BKLIMA
mEX10

-4

Intervalos de Dias

Figura 2. Velocidad fermentativa por intervalos diarios de las cepas KLIMA y FX10, expresada como la reduccion de la
concentracion de aztcar promedio (g/L) por dia. Las barras corresponden a la desviacion estandar. Letras distintas (a, b)
indican diferencias significativas (ANOVA, p<0,05, Tukey).

La etapa de maxima velocidad fermentativa, que
ocurrié entre los dias 4 - 5 (105,67 + 12,56 g/L/dia),
se alcanzé un dia mds tarde en comparacién con
FX10. El andlisis estadistico no reflejé diferencias
significativas entre las velocidades maximas
alcanzadas por cada uno de los tratamientos
(ANOVA, p > 0,05), si bien fueron alcanzadas en dias
distintos, lo que sugiere que ambas cepas poseen
una capacidad comparable para alcanzar
velocidades maximas de fermentacion.

El proceso de fermentacion del vino fue
monitoreado hasta que se constatd su finalizacion al
alcanzar densidades menores a 0,994 g/mL. La
duracién total de la fermentacién mostro diferencias
entre las cepas, con KLIMA finalizando en 9 dias y
FX10 en 7 dias, aunque ambas completaron el
proceso exitosamente.

Las diferencias observadas en la duracion y la
cinética de la fermentacion reflejan tanto Ia

capacidad de adaptacién y multiplicacion de cada
cepa como las particularidades de su metabolismo.
La cepa FX10 presentd una fermentacidon mas rapida
y homogénea, mientras que KLIMA mostré una
cinética mas lenta, con un retraso en la fase
exponencial y una etapa de desaceleracion mas
prolongada antes de completar la fermentacién
alcohdlica. Estas variaciones podrian atribuirse a su
actividad metabdlica: FX10 dirige su metabolismo
principalmente hacia la conversién de azucares en
etanol, mientras que KLIMA redirige parte de los
intermediarios del metabolismo hacia la sintesis de
acido malico, favoreciendo la bioacidificacion del
medio.

Por otra parte, en la figura 3 se observa que FX10
mostré un incremento progresivo de la temperatura
a lo largo del proceso, alcanzando su maximo en el
dia 4 (26,37°C + 0,40).Este comportamiento
contrasta con KLIMA, que inicialmente mantuvo
temperaturas mas moderadas, pero alcanzé un pico
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térmico superior en el dia 5 (29,23°C = 0,32),
coincidiendo con una intensa actividad fermentativa
que provocdé una marcada disminucion en la
densidad.

)

Temperalura

Dia de

En el dia 5 se aplicé hielo seco (solo en el tratamiento
KLIMA) para prevenir un aumento excesivo de la
temperatura, aunque ésta se mantenia dentro del
rango recomendado para la fermentacién de vinos
tintos (Hidalgo Togores, 2010).

I

4 Refnigeracion

grmentacion

e KLIMA e X 10

Figura 3. Evolucidn de la temperatura promedio (°C) durante la fermentacidn alcohdlica (dias) de las cepas KLIMA y FX10.
Las barras corresponden a la desviacidn estandar, se indican con * los dias donde existe una diferencia significativa segun
ANOVA (p<0,05).

Para ambas cepas, se encontré una correlacién
positiva entre la temperatura promedio y la
velocidad fermentativa (KLIMA, r = 0,52, p = 0,0091;
FX10, r = 0,56, p = 0,0040), lo que indica que un
aumento en la velocidad fermentativa generaria un
incremento en la temperatura. Este resultado es
coherente, dado que wuna mayor velocidad
fermentativa implica una mayor actividad
metabdlica de las levaduras y, al tratarse de
reacciones exotérmicas, la liberacion de calor explica
el incremento de la temperatura observado (Hidalgo
Togores, 2010). En la etapa final de fermentacién
(dias 8 y 9), las temperaturas en ambos tratamientos
se estabilizaron en valores cercanos a 21-22 °C, sin
diferencias estadisticamente significativas (ANOVA,
p>0,05), reflejando la disminucién de la actividad
metabdlica de las levaduras.

Pardmetros fisicoquimicos del vino terminado

Los resultados muestran que el contenido medio de
etanol fue mayor en el tratamiento FX10, con un
promedio de 14,3 + 0,1 % v/v; mientras que el
tratamiento KLIMA alcanz6 un promedio de
13,87 + 0,06 % v/v (ANOVA, p < 0,05, Tukey)
(Tabla 1). Este resultado es consistente con la
caracterizacién de la cepa FX10 como levadura de
alto rendimiento alcohdlico, mientras que la cepa
KLIMA presento una produccién inferior relacionada
con su capacidad de desviar parte de los azucares
hacia la sintesis de metabolitos distintos al etanol.
Esta disminucion del 0,43% v/v se aproxima a lo
indicado en la ficha técnica de KLIMA, que reporta
reducciones de hasta 0,5% v/v.
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Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de las cepas FX10 y KLIMA al finalizar la fermentacién alcohdlica y su comparacién entre

tratamientos.

Parametro KLIMA FX10 p-valor*
Alcohol (% v/v) 13,87 £ 0,06 14,3+0,1 0,0029

Acidez Total (g/L de acido tartarico) 7,78 £0,03 6,62 +0,02 <0,0001
Acidez Volatil (g/L de acido acético) 0,50+0,01 0,63 +0,03 0,0015
pH 3,77 £0,02 3,82 +0,01 0,0101

* p-valor corresponde a ANOVA.

Respecto al alcohol potencial, para el mosto
inoculado con FX10 se obtuvo un valor de
14,22 + 0,11 % v/v, que no difirié significativamente
del alcohol realmente obtenido (14,3 + 0,1 % v/v)
(ANOVA, p>0,05). Por el contrario, el alcohol
potencial calculado para el mosto inoculado con
KLIMA (14,25 £ 0,04 % v/v) resultd significativamente
mayor que el alcohol realmente obtenido
(13,87 £ 0,06 % v/v) (ANOVA, p<0,05, Tukey). Esto se
debe a las rutas metabdlicas alternativas de KLIMA
que reducen la eficiencia de conversién en alcohol.
Por lo tanto, la estimacién del alcohol potencial
antes de la fermentacién alcohdlica resulta mas
compleja al utilizar KLIMA, ya que las tablas y
factores de correccidn suelen basarse en cepas con
alta eficiencia en la produccién de etanol. Al finalizar
la fermentacidén, la concentracién de azucares
reductores fue minima (1,80 + 0 g/L) para ambas
cepas, lo que confirma que el proceso se completéy
el vino se consideré seco.

En relacidn a la tasa de conversion de azucares en
etanol, las cepas evaluadas presentan tasas mas
bajas en comparacion con valores tedricos, que se
sitian entre 16 a 17 g/L por cada 1% v/v de etanol
producido dependiendo de las condiciones del
medio y del tipo de levadura (Hidalgo Togores,
2010). Los valores promedio se situaron en 15,70 g/L
% v/v+0,02 para KLIMAy 15,21 g/L % v/v + 0,02 para
FX10, mostrando diferencias significativas entre
cepas (ANOVA, p<0,05, Tukey). Resultados similares
fueron reportados por Mestre Furlani et al. (2017),
qguienes observaron en S. cerevisiae BSc114 una tasa
de conversion de 16,04 g/L % v/v, valor préoximo al
tedrico y consistente con lo esperado para estas
cepas. Estos resultados indican que la cepa KLIMA
presentd una tasa de conversion de azlUcares en
etanol superior al de FX10, lo cual indica que
consume mas azUcar por unidad de alcohol
producido e implica diferencias en la eficiencia
relativa de conversién de azlcares en etanol entre
las cepas estudiadas. Este comportamiento era
esperable, dado que KLIMA se caracteriza por

desviar parte del azlGcar hacia otras rutas
metabdlicas y su capacidad para preservar la acidez,
lo que reduce su eficiencia en la produccién exclusiva
de etanol. Esta caracteristica podria resultar
beneficiosa para su aplicacion en mostos con
elevada concentracién de azucar, ya que permitiria
obtener vinos con menor graduacién alcohdlica y
mayor frescura.

Por otra parte, la cepa KLIMA presentd una acidez
total de 7,78 + 0,03 g/L, significativamente superior
a la observada en FX10 (6,62 * 0,02 g/L) (ANOVA,
p<0,05, Tukey) (Tabla 1). Este resultado confirma
que KLIMA permite conservar e incluso aumentar la
acidez durante la fermentacion alcohdlica,
promoviendo una mayor acidificacién del medio en
comparacién con FX10.

Respecto a la acidez volatil, FX10 presentd un valor
promedio de 0,63 * 0,03 g/L, significativamente
superior al registrado para KLIMA (0,50 * 0,01 g/L)
(ANOVA, p<0,05, Tukey) (Tabla 1). La acidez volatil
puede generarse como subproducto de la
fermentacién alcohdlica de S. cerevisiae, también es
un producto del metabolismo de bacterias acéticasy
lacticas (Vilela et al., 2010). Si bien ambas cepas
produjeron niveles aceptables de acidez volatil, este
parametro estd directamente asociado a la calidad
de los vinos, dado que concentraciones elevadas
repercuten de manera negativa en la misma
(Ribéreau-Gayon et al., 2003b). La menor produccion
registrada para la cepa KLIMA constituye una ventaja
tanto sensorial como enoldgica.

En cuanto al pH, los valores también difirieron
significativamente entre tratamientos (ANOVA,
p<0,05, Tukey) (Tabla 1), siendo el vino fermentado
con la cepa KLIMA (3,77 £ 0,02) ligeramente mas
acido que el fermentado con FX10 (3,82 + 0,01). Esta
disminucién del pH es coherente con la mayor acidez
total observada en KLIMA respecto a FX10, lo que
confirma su capacidad para conservar o incluso
aumentar la acidez durante la fermentacion
alcohdlica. Como consecuencia, la acidificacion del
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medio contribuye favorablemente a la estabilidad
microbioldgica, a la eficacia del uso de anhidrido
sulfuroso y a la percepcién de frescura del vino.
Adicionalmente, se realizdé un analisis fisicoquimico
complementario de los vinos elaborados con las
cepas FX10 y KLIMA con el autoanalizador

WineScan™ de FOSS bajo el principio FTIR. Para este
andlisis, se trabajé con una muestra por tratamiento
obtenida de la homogeneizacion de las tres réplicas,
por lo que no fue posible realizar un analisis
estadistico. Los resultados se presentan en la
Tabla 2.

Tabla 2. Resultados del analisis fisicoquimico complementario con autoanalizador de las cepas KLIMA y FX10.

Parametro KLIMA FX10
Acido malico (g/L) 2,57 2,81
Acido lactico (g/L) 0,52 0,03

Fructosa (g/L) 1,53 1,78
Glucosa (g/L) 0,17 0,64
Acido citrico (g/L) 0,65 0,63
indice Folin-Ciocalteu 45,93 42,92
Acido glucénico (g/L) 0,00 0,00
Glicerol (g/L) 13,18 9,31
Acido tartarico (g/L) 1,49 1,52
Fructosa + Glucosa (g/L) 1,70 2,42

Respecto al contenido de 4cido malico,
obteniéndose valores de 2,81 g/L para FX10 y
2,57 g/L para KLIMA. Aunque ambos tratamientos
presentaron concentraciones similares, se esperaba
un contenido mas elevado para KLIMA debido a su
capacidad de biosintesis de acido malico a partir de
rutas metabdlicas secundarias. La menor
concentracion observada podria explicarse, al menos
en parte, por la temperatura maxima alcanzada por
KLIMA durante la fermentacidn: en el dia 5 se
registraron temperaturas elevadas (29,23°C + 0,32),
las cuales, segln Su et al. (2014), podrian favorecer
la degradacion del &acido madlico por cepas
termotolerantes como S. cerevisiae. En este
contexto, es relevante sefialar que KLIMA fue el
Unico tratamiento en el que se aplicé refrigeraciony
refleja la importancia de controlar la temperatura
para no comprometer el potencial de
bioacidificacién.

Estudios previos han demostrado que ciertas cepas
seleccionadas de S. cerevisiae pueden producir hasta
3 g/L de acido malico y reducir el pH del vino hasta
en 0,5 unidades en comparacion con cepas
consumidoras de este acido (Vion et al., 2023). En la
misma linea, Yeramian et al. (2007) aislaron cepas de
S. cerevisiae y encontraron que solo 10 de un total
de 282 fueron capaces de producir acido L(-)-malico
en concentraciones de entre 0,5y 1 g/L durante la
fermentacion alcohdlica. Segun estos autores, las
levaduras sintetizan acido malico L(-) a través de la

via del fumarato, catalizada por la enzima fumarasa
citosdlica o mitocondrial, o a través del acido
oxalacético, catalizada por la enzima malato
deshidrogenasa. Ademas, se observd que la
produccion de acido malico se vio favorecida por
temperaturas entre 18 y 25 °C, asi como por mostos
con pH elevado y bajas concentraciones de azucar,
acido malico inicial y nitrogeno facilmente asimilable
(Yeramian et al., 2007).

Por otra parte, el tratamiento con KLIMA presenté
una concentracion mds elevada de dacido Ilactico
(0,52 g/L) en comparacion con FX10 (0,03 g/L). Este
resultado es coherente con la mayor acidez total
observada en KLIMA respecto a FX10. La mayor
concentracion de acido lactico podria estar asociada
al metabolismo de la levadura o a una fermentacion
malolactica parcial realizada por bacterias acido
lacticas en paralelo a la fermentacién alcohdlica. La
primera posibilidad resulta poco probable, ya que S.
cerevisiae solo produce trazas de acido lactico
durante la fermentacién debido a la ineficiencia de
las enzimas lactato deshidrogenasas en las
mitocondrias (Vicente et al.,, 2022). La segunda
posibilidad resulta mas probable, ya que también
explicaria la menor concentracion de acido malico en
KLIMA, al haber sido parcialmente metabolizado por
bacterias lacticas. Es posible que estas bacterias,
presentes en la vendimia y capaces de alcanzar
poblaciones de 102 células/mL durante |la
fermentacion alcohdlica (Hidalgo Togores, 2010), se
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hubieran desarrollado antes de que finalizara la
fermentacion y comenzado a degradar el &cido
malico, previo al sulfitado e inertizacidn final. Finot
(2018) obtuvo resultados similares, observando que
los vinos elaborados con levaduras bioacidificadoras
presentaron mayor acidez total y niveles mas altos
de acido lactico al final de la fermentacidn en
comparacion a levaduras convencionales.

Respecto a la concentracidn de glicerol, fue mayor
en KLIMA (13,18 g/L) frente a FX10 (9,31 g/L). Estos
resultados coinciden con los reportados por Pascual
et al. (2017), quienes observaron que los vinos
fermentados con una cepa bioacidificadora
presentaban un menor contenido de alcohol y una
mayor concentracion de glicerol, concluyendo que la
levadura redirige parte del flujo metabdlico de los
azucares hacia la produccién de glicerol.

Los resultados obtenidos en el presente estudio
sugieren que el impacto de KLIMA sobre la acidez del
vino no se limita exclusivamente a la acumulacién de
acido malico. Por el contrario, su contribucion
parece responder a un equilibrio mas complejo de
acidos organicos, lo cual debe ser considerado al
evaluar su utilidad tecnolégica en mostos con baja
acidez inicial.

En cuanto a los azlcares reductores (expresados
como fructosa + glucosa), se observaron valores
bajos, con 2,42 g/L en FX10y 1,70 g/L en KLIMA. Los
resultados confirman que la fermentacion alcohdlica
fue completa, obteniéndose vinos secos (<4 g/L)
(Instituto Nacional de Vitivinicultura, 2012).

4. Conclusiones

La cepa S. cerevisiae bioacidificadora evaluada
(Zymaflore™ KLIMA) en las vinificaciones a escala
piloto realizadas con la variedad Malbec, presenté
una cinética fermentativa mas lenta en comparacion
con la cepa de S. cerevisiae tradicional productora
principalmente de etanol (Zymaflore™ FX10). La
cepa bioacidificadora se caracterizé por una mayor
fase de latencia y una etapa de desaceleracion mas
prolongada; no obstante, estas diferencias no
afectaron su capacidad para completar la
fermentaciodn, la cual finalizd en nueve dias, frente a
los siete dias requeridos por la cepa tradicional. En
particular, el control de la temperatura durante la
fermentacion con KLIMA resulta un factor clave para
preservar su potencial bioacidificador.

En cuanto a la composicion final de los vinos, el
tratamiento con la cepa bioacidificadora alcanzé un
menor grado alcohdlico (13,87 + 0,06 % v/v) en
comparacién con la cepa tradicional (14,3 + 0,1 %
v/v), lo que confirma su potencial para la elaboracién
de vinos con menor graduacién alcohdlica.
Asimismo, también mostré una acidez total superior
(7,78 £ 0,03 g/L) y un pH mas bajo (3,77 = 0,02)
respecto a la cepa tradicional (6,62 + 0,02 g/Ly 3,82
+ 0,01, respectivamente), lo que confirma su
capacidad de preservar e incrementar la acidez
durante la fermentacién alcohdlica. Cabe destacar
que la cepa bioacidificadora presenté, ademas,
valores mas bajos de acidez volatil (0,50 + 0,01 g/L)
en comparacién con la cepa tradicional (0,63 + 0,03
g/L), lo que representa una ventaja adicional no
reportada previamente, debido al impacto negativo
que este parametro puede tener sobre la calidad del
vino.

En términos de dcidos organicos, ambas cepas
mostraron concentraciones similares de dcido
malico (2,57 g/L y 2,81 g/L para la cepa
bioacidificadora y la tradicional, respectivamente).
Sin embargo, los vinos elaborados con la cepa
bioacidificadora mostraron mayores
concentraciones de 4acido lactico (0,52 g/L) y glicerol
(13,18 g/L), compuestos que contribuyen
positivamente a la calidad sensorial del vino,
sugiriendo que la capacidad de acidificacion podria
responder a un metabolismo mas complejo que
involucra no sdlo a la produccidn de acido miélico.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Croscompilacién Los dispositivos de hardware reconfigurable han revolucionado la forma en que se disefian
Hardware reconfigurable sistemas electrdnicos a la medida y han permitido lograr soluciones que aprovechan al maximo
Lenguaje de descripcion de  recursos limitados como la bateria o el espacio. Sin embargo, lograr la experticia en estos
hardware dispositivos es un reto tanto para laindustria como para la academia. Si bien actualmente existen
Python herramientas que proveen la posibilidad de disefios en alto nivel, la eficiencia lograda en la

solucion final con este método no es la mas conveniente, de alli que sea aun necesario trabajar
en buena medida con disefios en bajo nivel, particularmente con lenguajes de descripcién de
hardware, los cuales han mostrado ser particularmente dificiles de aprender para muchos
estudiantes en ingenieria electronica. En este articulo se presentan los resultados de una
investigacion cuyo objetivo fue la creacion de una herramienta de croscompilacion que permite
a los alumnos describir sus sistemas hardware en el lenguaje de alto nivel Python. La herramienta
genera una versién VHDL apropiada para sintetizar un procesador a la medida con uso éptimo
de recursos. Los resultados indican mejoras en la tasa de aprendizaje en términos de interés,
motivacidn y asimilacion, siguiendo el modelo de estilos de aprendizaje de Kolb.

Python cross-compilation of VHDL to foster learning of
Reconfigurable Hardware

KEYWORDS ABSTRACT

Cross-compilation Reconfigurable hardware devices have revolutionized the way custom electronic systems are
Reconfigurable hardware designed, enabling solutions that maximize the use of limited resources, such as the battery life
Hardware description of portable devices or the space available in functional blocks that must operate in a macro
language system with significant area constraints. However, achieving expertise in the management of
Python these devices is a challenge for both industry and academia. While tools currently exist that

provide high-level design capabilities, the efficiency achieved in the final solution with this
method is not optimal. Therefore, it is still necessary to work largely with low-level designs,
particularly with hardware description languages, which have proven particularly difficult to
learn for many electronic engineering students. This paper presents the results of a research
project aimed at creating a cross-compilation tool that allows students to describe their
hardware systems in a high-level language such as Python. The tool generates a VHDL version
suitable for synthesizing a custom processor with optimal resource utilization. The results
indicate an improvement in the learning rate given in terms of interest, motivation and
assimilation, following Kolb's learning styles model.

1. Introduccion En el caso particular de la electrénica digital, el
dispositivo estrella fue, y todavia lo es en gran
medida, el microprocesador. Gracias a él, los
ingenieros han podido crear sistemas cuyo poder de
cOmputo supera con creces a los grandes y
monumentales equipos de cdmputo que hace tan

La electrénica constituye uno de los pilares de la
sociedad actual. Gracias a ella, ha sido posible
automatizar un sinfin de procesos y lograr potencias
de cOmputo cada vez mayores con dispositivos que
son consistentemente mas pequefios y mas rapidos.
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solo unas pocas décadas ocupaban salas enteras y
costaban millones de ddlares (O’'Regan, 2021).

Sin  embargo, las prestaciones de los
microprocesadores actuales, y por ende su costo,
exceden por mucho las necesarias para gran
cantidad de soluciones en donde, si bien se requiere
cierto poder de computo, éste es sélo una fraccion
del disponible en un microprocesador convencional.
Para cubrir ese segmento se han propuesto
diferentes alternativas, tales como los
microcontroladores o el hardware a la medida. No
obstante, y dado que el cambio generacional entre
una solucion y la siguiente version se mide
actualmente en meses o incluso en semanas, cuando
antes era en afios, surgié hace algunas décadas un
fuerte competidor en este segmento: los dispositivos
de hardware reconfigurable (Blokdyk, 2018). El
hardware reconfigurable constituye en principio el
suefio hecho realidad de todo disefiador de sistemas
digitales. En un dispositivo se tiene un arreglo de
compuertas logicas que inicialmente tienen una
capacidad omnipotente de conectarse unas con
otras en cualquier configuracién arbitraria, de alli
gue también se conozca como FPGA por la sigla en
inglés de arreglo de compuertas programable en
campo, una de las estructuras reconfigurables mas
populares en este tipo de dispositivos (ver Figura 1).

Una FPGA estd constituida por un conjunto de CLBs
o bloques ldgicos configurables, que son pequefios
arreglos de circuitos digitales tipicos, tales como un
grupo de compuertas AND, OR y XOR, junto con
algunos dispositivos de memoria como latches y flip-
flops. Entre los CLB discurren, a manera de
autopistas, lineas de conexion que pueden
seleccionarse a voluntad para que conecten un CLB
en particular con otro. Si bien este nivel de detalle es
apropiado para el disefiador mismo de los FPGA, el
ingeniero digital usa el dispositivo como una caja
negra e interactia con ella a través de una
herramienta de configuracion de alto nivel
(Nicolescu y Mosterman, 2018).

De esta manera, el disefiador puede ensayar
diferentes configuraciones circuitales para que
cuando eventualmente logre una que satisfaga los
requerimientos de diseflo, decidir si procede a
fabricarlo en una pastilla de silicio dedicada o, en el
caso de que sélo se requieran algunas unidades,
dejar que el propio disefio logrado en la FPGA sea a
la vez el dispositivo de trabajo. Si bien la cantidad de
reconfiguraciones que se puede hacer en la practica
no es infinita, si son suficientes para que un
disefiador avezado logre obtener resultados en un
tiempo prudencial. Lograr la experticia en el disefio
digital usando FPGA requiere el dominio de un

conjunto variado de técnicas y herramientas y una
en particular se muestra particularmente retadora
para los estudiantes de ingenieria que entran al
mundo del disefio de sistemas digitales. Es en este
punto en donde la necesidad del presente proyecto
entra en escena. El proyecto, denominado Py2HDL
ofrece a los alumnos una herramienta tecnoldgica
que permite abordar el aprendizaje del disefio de
sistemas en hardware reconfigurable de una forma
mas afin a los postulados de las ciencias pedagdgicas
en cuanto a la forma en que el aprendizaje deviene
en el ser humano. Py2HDL permite a los alumnos
adquirir incrementalmente las destrezas necesarias
para comprender y dominar el lenguaje VHDL
partiendo de un lenguaje mas accesible como es
Python, junto con un conjunto de dindmicas basadas
en el modelo de aprendizaje de Kolb.

10 Blocks 0 0 0
CLB CLB CL8 CLB
|
Lt — )
PIP Block
< g s s (el
[, Al
L 8
Prog i CLB CLB cLe (LB
Interconnects r D
| |
CLB (dll:] (L8 CLB
00 OO M

Figura 1. Estructura interna de un dispositivo de
hardware reconfigurable.

2. Materiales y métodos

Entorno de desarrollo para FPGA

La complejidad de las FPGA actuales es tal que
literalmente estan constituidas por cientos de miles
de compuertas légicas, por lo que abordar un disefio
a ese nivel es impensable. Es por ello que los
fabricantes de las mismas ofrecen herramientas de
computo muy elaboradas que se encargan de
manejar el dispositivo a nivel de compuerta, al
tiempo que ofrecen al disefiador una interfaz que le
permite interactuar con el dispositivo a nivel de
sistema (ver Figura 2).

Por otra parte, al igual que un microprocesador es
atil en la medida en que se conectan periféricos a él,
por ejemplo teclados, pantallas, interfaces de
comunicacion, etc.,, de la misma manera, en la
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practica, el disefio con dispositivos FPGA se hace
empleando tarjetas de desarrollo, elaboradas ya sea
por los mismos fabricantes o por terceros. Estos
modulos de desarrollo contienen periféricos para
que la comunicacion con la FPGA sea mas comoda.

/' proest !

flo Edt Foy  Tools Repots  Wniow Lapi  Wew  Halp Quick Access

Periféricos tipicos son por ejemplo un conjunto de
interruptores y pulsadores a manera de entrada,
arreglos de LEDs o pantallas LCD a manera de salida
y diversas interfaces de comunicacion como
ethernet, USB o bluetooth (ver Figura 3).
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Figura 2. Interfaz tipica de un entorno de desarrollo para hardware reconfigurable

Figura 3. Tarjeta de desarrollo tipica para interactuar con
un dispositivo de hardware reconfigurable.

Lenguajes de descripcion de hardware

Asi como una FPGA es compleja en su estructura
circuital, es tanto o mas compleja cuando esta en
operacion como un sistema légico secuencial. Basta
sélo con pensar en la interaccion simultanea de sus
miles de celdas ldgicas para darse una idea de la
magnitud comportamental que puede obtenerse.
Dado el paralelismo extremo que aparece, emplear
simples métodos de disefio como tablas de verdad o
maquinas de estado es sélo posible para disefios
muy simples. Para disefios medianos a grandes, se
hace indispensable un nivel de abstraccién mucho
mayor. Es por ello que los fabricantes y los

disefadores digitales acogieron en un momento
dado una opcién que en principio se usd para la
documentacién de dispositivos tipo VLSI, pero que se
ha popularizado y ha encontrado su nicho en el
mundo del hardware reconfigurable: los lenguajes
de descripcién de hardware o HDL (Pedroni, 2016).

Un lenguaje de programacién convencional describe
las operaciones que realiza un microprocesador ya
sea real o virtual de forma secuencial. Lenguajes
tipicos son C, C++, Java o Python. Por su parte, un
HDL es un lenguaje que describe la forma en que un
circuito digital estd estructurado. Si bien su
apariencia, en términos de sintaxis, puede llegar a
hacerlo similar a un lenguaje de programacion, su
propdsito y uso son bastante diferentes. Estas
diferencias suelen ser pasadas por alto por los
estudiantes que recién inician a usar el lenguaje e
incluso por disefiadores con mas experiencia. Esto se
debe en gran medida al hecho de que nuestro
cerebro, al menos en su parte consciente,
comprende mucho mas facilmente los procesos que
son secuenciales. Aguéllos que son concurrentes,
por su propia definicidn, requieren ser analizados
como si se tomara una foto o instantanea de un
momento particular (Jasinski, 2016).

A pesar de que se han propuesto diversos lenguajes
de descripcién de hardware, hay dos que sobresalen
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y son por mucho los mas populares en el mundo del
disefio digital: VHDL y Verilog. En el caso de
Latinoamérica, la preferencia es por el primero de
ellos y ese es el lenguaje que se empled en el
presente proyecto. Se procede ahora a analizar
brevemente el HDL en si. Para una introduccién mas
detallada a los conceptos fundamentales del
lenguaje, consultar (Parra-Plaza, 2020). VHDL es un
lenguaje que se basa en la definicion de bloques
légicos estructurales. Cada bloque estd compuesto
ya sea por descripciones explicitas de operaciones
I6gicas combinacionales o por descripciones en alto
nivel de comportamientos secuenciales. El lenguaje
es altamente jerarquico y permite anidar estructuras
a cualquier nivel de profundidad que se desee. Las
Unicas operaciones nativas son las operaciones
légicas booleanas tradicionales. Los demas
constructos se realizan por operaciones de decision,
mediante el cldsico if, y por operaciones de iteracion,
al hacer uso explicito de la retroalimentacién de
variables, que en el caso de VHDL se designan mas
apropiadamente como sefales, para indicar su
naturaleza fisica. Esta mezcla, que en principio es
muy conveniente para el disefiador experimentado,
constituye, segun los andlisis que el autor ha
realizado, una de las fuentes de mayor confusién en
el momento en que el aprendiz intenta comprender
apropiadamente el funcionamiento de un sistema
descrito en VHDL (Parra-Plaza, 2015). Considere por
caso el fragmento de cddigo presentado en la
Figura 4.

if pol='1' then DA
a <= bufl; @ @
else
a <= not bufi; @
end if;
if act='1' then DDRE

res <= a or b; D
else
res <= a and b; () €)
end if;
Figura 4. Fragmento de cédigo en VHDL ilustrando los
problemas de concurrencia.

En principio se observa que en términos de sintaxis
este cddigo es parecido a cualquier otro lenguaje
convencional de programacion. Si se analiza de esa
forma, es decir como si la ejecucion fuese secuencial,
linea por linea, se tiene que pasaria por el primer if,
a partir del cual la variable a toma algun valor v,
cuando se ingresa al segundo if, ese valor de a se
usaria para asignar un valor subsecuente ala variable
res. Sin embargo, este no es el caso en el lenguaje

VHDL. Dado que él no describe instrucciones a ser
ejecutadas, sino que describe hardware, se debe
analizar como si ambos if se estan ejecutando en
paralelo. De esta manera, las variables a y res, en
tanto que sefiales, dada su naturaleza fisica, estan
cambiando simultdneamente. Esta forma de
comprender el funcionamiento de un cédigo en
VHDL es bastante retadora y el disefiador debe hacer
un ejercicio constante de recordar esta
caracteristica, en tanto la asimile y la haga parte de
su experticia (Parra-Plaza, 2012).

Croscompilacion software

El primer paso en el proceso de disefio de un sistema
digital es lograr una descripcion apropiada del
mismo que satisfaga los diferentes requerimientos
funcionales, comportamentales y fisicos (Parra-
Plaza, 2016). En el caso del presente proyecto, esta
actividad culmina cuando se tiene un cédigo Python
que describe esa funcionalidad. Se eligio Python
como lenguaje de descripcion de alto nivel porque
satisface la mayoria de caracteristicas que el autor y
su equipo definieron para tal propdsito (Parra-Plaza,
2023), teniendo en la cuenta ademas que el presente
proyecto articula con otros proyectos en un
macroproyecto destinado a promover el aprendizaje
significativo mediante herramientas tecnoldgicas, en
el cual Python se emplea transversalmente (Parra-
Plaza, 2018). Es claro que los fabricantes de FPGA son
conscientes de la necesidad de disponer de lenguajes
y herramientas de descripcién de alto nivel, pero las
que se ofrecen actualmente, tales como SystemC
(Black et al., 2009) o Amaranth (Amaranth Project,
2023), estan aun muy ligadas al hardware vy
requieren que el disefiador describa explicitamente
estructuras como el reloj del sistema o el nimero de
bits de cada variable. Esas caracteristicas son
indeseables a la luz de la filosofia que guia este
proyecto y eso reafirma la decision de emplear
Python en su forma nativa, sin requerir ningln tipo
de modificacién ni en su sintaxis ni en su
procesamiento (Parra-Plaza, 2019).

En informatica se habla de dos conceptos base con
respecto a los lenguajes de programacion: lenguajes
de alto nivel y lenguajes de bajo nivel o de maquina.
Los primeros se emplean por los disefiadores
humanos para concebir un cddigo, llamado fuente,
que representa la funcionalidad del sistema a
disenar, los segundos los usa el hardware en si
mismo para ejecutar el cddigo de maquinay ejecutar
las instrucciones que implementan el disefio
especificado. La labor de traducir un cddigo fuente a
un codigo maquina se denomina compilacién. En el
presente proyecto se emplea un concepto distinto,
pero relacionado con el mismo, la croscompilacion,
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la cual consiste en tomar un cédigo fuente en un
lenguaje de alto nivel y traducirlo a otro cédigo
fuente en otro lenguaje de alto nivel (Kleitz, 2011).
Para el caso presente, el codigo fuente es Python y el
cédigo destino es VHDL. Considérese como ejemplo
un diseio simple, el de un comparador, que realiza
la comparacién entre dos valores y genera por salida
el mayor de ellos. El cddigo fuente de Python se
muestra en la Figura 5. Se basa en una funcion que
toma dos parametros, a y b, y determina mediante
una comparacién directa si se debe devolver el valor
del primero o del segundo parametro. Para mostrar
el uso de variables locales, una de ellas se emplea
para almacenar el valor a devolver. Igualmente, por
fuera de la funcidn, es permitido generar cédigo que
invoque a la funcion, capture su respuestay la exhiba
en pantalla. Este codigo externo a las funciones se
usara mas adelante por parte de la herramienta para
procesos de validacion y verificacion funcional y
comportamental.

1 # sample file for pyhdl: if simple
2
3 def comp(a, b):
4 temp = b
if arb:
temp = a
return temp

=1 o n

8

8 x = comp(5, 4)
10 print x
11

Figura 5. Cédigo fuente del comparador.

Tras la compilacién cruzada, la herramienta, que en
adelante se identificarda como Py2HDL, genera el
archivo comp.vhd, el cual contiene el cédigo VHDL
para la funcion Python comp. Este archivo se
compone de varios bloques de descripcion, asi que
se analizara parte por parte. En primer lugar se tiene
la entidad, la cual describe la interfaz del sistema
digital con su entorno, indicando, ademas de su
nombre, sus sefiales de entrada y de salida (ver
Figura 6). Obsérvese la presencia del genérico N el
cual define la cantidad de bits que tendran las
distintas sefiales. Este valor es generado
automaticamente por el croscompilador teniendo en
la cuenta la capacidad en periféricos de la tarjeta de
desarrollo destino. Cada tarjeta posee cierto nimero
de interruptores, los cuales se suelen emplear para
ingresar datos hacia la FPGA. Py2HDL reconoce esta
informacidn y la usa para calcular cuantos bits puede
asignar a cada sefial, de tal manera que cada sefial
guede representada y que se maximice la cantidad
de bits a usar. Igualmente, se tiene la presencia de
otras sefiales distintas a las sefiales originales de
datos a y b. Estas sefiales (start, clock, reset, ready,
result), conocidas como sefiales de control, son
necesarias para el correcto funcionamiento del

hardware y para sincronizar sus procesos en los
tiempos adecuados. Como se indicé anteriormente,
los lenguajes de alto nivel usados por los fabricantes
exigen al disefiador manejar directamente estas
sefiales. Py2HDL intencionalmente oculta estos
detalles especificos de hardware al estudiante en sus
primeros encuentros con las FPGA. Posteriormente
estaran disponibles para que él los asuma, en la
medida en que sea procedente, siguiendo los estilos
de aprendizaje de Kolb (Kolb y Kolb, 2017).

La funcionalidad VHDL asociada a la funcién Python
comp se describe en la arquitectura, cuyo
encabezado, indicando los estados que tendra el
sistema secuencial, se muestra en la Figura 7. El
nombre de los estados se genera basandose en el
tipo de sentencias y en los numeros de linea
presentes en el archivo fuente para facilitar la
asignacion entre ellos con fines de depuracién o
mejora. Por ejemplo, la asignacion "temp = b", que
ocurre en la linea 4 del cédigo Python, se relaciona
con el estado "assign4", la condicion "if a>b", que
ocurre en lalinea 5, se realiza en el estado "if5", y asi
sucesivamente. Las variables locales se asignan a
sefiales con el numero adecuado de bits segun la
definicion de los parametros.

1library ieee;

2use ieee.std logic 1164.all;

Juse ieee.numeric_std.all:

4

Sentity comp is

& generic (N : integer := 4);

T port{start @ in std logic:

] clock @ in std logic:

9 reset @ in std logic;
10 a : in signed(N-1 downto 0);
11 b : in signed(N-1 downto 0);
12 result @ out signed(N-1 downto 0);
13 ready : out std logic):
14 end comp;
15

Figura 6. Cédigo VHDL de destino generado por Py2HDL
para el comparador (entidad).

16 architecture arch of comp is

17 type state i3 (idle, assignd, if5, assigné, return?, finish):
18 3ignal current3tate, next3tate : 3tate;

13 gignal temp : signed(N-1 downtoc 0);

20

Figura 7. Cédigo VHDL de destino generado por Py2HDL
para el comparador (sefiales).

La implementacion de la funcionalidad se realiza
mediante un procesador hecho a la medida o
custom, el cual estd disefiado como una ruta de
datos o datapath junto con una maquina de estados
de tipo Moore que hara las veces de controlador. La
ruta de datos se encarga de rastrear las asignaciones
en el momento oportuno, teniendo en la cuenta los
cambios en las variables del archivo fuente (véase la
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Figura 8). La maquina de estados es sincrdnica.
Utiliza un reloj maestro y un reinicio sincrono para
gestionar los cambios de estado. Py2HDL inserta
automaticamente un estado inactivo inicial, llamado
idle, en el que la maquina permanece hasta que sea
activada por la sefial de inicio (véase la Figura 9).

21 begin

22 --d o,

23 process (clock, current3tate)

24 begin

25 if {clock'ewvent and clock = "1") then
26 if {currentState = assignd) then
27 temp <= b;

28 end if;

29 if (currentState = assign6) then
30 temp <= a;

L end if;

32 if ({currentState = return7) then
33 result <= temp;

34 end if;

35 end if;

36 end process:;

37

Figura 8. Cédigo VHDL de destino generado por Py2HDL
para el comparador (ruta de datos).

38 -- state register

39 process (clock, reset)

40 begin

41 if ({reset = "1") then

42 currentitate <= idle;

43 elsif (clock'event and clock = "1') then
44 currentitate <= nextState;

45 end if;

48 end process;

47

Figura 9. Cddigo VHDL de destino generado por Py2HDL
para el comparador (registro de estado).

La evolucion de la maquina de estados depende del
calculo del siguiente estado (véase la Figura 10). Para
ello se tienen en la cuenta en la lista de sensibilidad
todas las sefales capaces de generar eventos. Se
puede insertar un estado de finalizacidn adicional si
el disefiador desea que la maquina permanezca en
este estado, para efectos de probar el
comportamiento del hardware. El enfoque estandar
es dejar que la maquina vuelva al estado inactivo
para que esté disponible inmediatamente para un
nuevo célculo.

Cuando el valor a devolver es estable, el médulo
informa a su entorno dicho evento para que otros
modulos actien de conformidad. Esto se hace
activando una seinal de bandera, "ready", creada
automaticamente por Py2HDL (ver Figura 11).

4 -- next-state logic

49 process (currentitate, sStart, temp)
50 begin

il case currentState is

52 when idle =>

53 if (start = '1') then

54 next3tate <= a3signd;
35 elase

56 next3tate <= idle;

57 end if;

58 when assignd =>

o5 next3tate <= if5;

a0 when assigné =»

61 nextState <= return?;
a2 when return7 =>

63 nextState <= finish;
a4 when if5 =>

65 if {(a » bB) then

[ nextitate <= as3igné;
a7 else

68 nextState <= return?;
69 end if;

70 when finish =>

71 nextState <= finish;

72 end case;

73 end process;

T4

Figura 10. Cddigo VHDL de destino generado por Py2HDL
para el comparador (ldgica del estado siguiente).

when (currentState = finish) else '0';

Figura 11. Cédigo VHDL de destino generado por Py2HDL
para el comparador (ldgica de salida).

Simulaciéon comportamental

Previo a implementar el disefio en hardware,
conviene realizar una simulacion del mismo. A
diferencia de una solucion software, en donde una
simulacion funcional en suficiente, una solucién
hardware requiere una simulacién comportamental,
en la cual se evalie que el disefio no sdlo realice la
funcién asignada, sino también que la haga en los
tiempos tanto absolutos como relativos necesarios.
Un simulador muy apreciado para VHDL es
ModelSim, el cual, aunque pasa por algunos cambios
al haber sido adquirido por una nueva empresa,
continda siendo un referente en el mundo VHDL. El
simulador requiere disponer de dos archivos: El
primer archivo es el archivo de descripcién y el
segundo es un banco de pruebas o testbench que
instruye al simulador con respecto a los valores que
debe asignar a cada sefial de entraday a los tiempos
en que debe hacerlo. Para una comprension mas
detallada del proceso de simulacién ver (Parra-Plaza,
2021).
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Py2HDL genera un archivo TB que contiene el banco
de pruebas para un disefio dado. El contenido de
este archivo se genera a partir de las instrucciones
Python que detecte por fuera de funciones, en
particular llamados a las funciones e instrucciones
print. El archivo compTB.vhd incluye las pruebas de
alto nivel realizadas en la funcidn comp. Crea sefiales
para todos los puertos en comp.vhd, junto con

constantes y sefales que simulan valores y variables
para las pruebas de alto nivel. Por ejemplo, probar x
= comp(5, 4) requiere la creacidn de la sefal x y de
las constantes 5 y 4. Py2HDL ordena las constantes
incrementalmente para facilitar su inspeccion.
También afiade valores para el periodo de la seiial de
reloj y asigna todas las sefiales a una instancia de la
funcién (ver Figura 12).

1 library ieee:

2use ieese.std logic 1164.211;
3use ieee.numeric_std.all;

4

Sentity compIB is
6end compTB;

& architecture th_arch of complB i=s

10 constant N : integer := 4;

11 signal TE start : std logic;

12 signal TB_clock : std logic;

13 signal TB_reaet : std logic:

14  signal TB_a : signed(N-1 downto 0);

15 signal TB_b : signed(N-1 downtc 0):

16 signal TB result : signed(N-1 downto 0);
17 signal TB_ready : std logic;

19  constant S5 : signed(N-1 downto 0) :
20 signal x : signed(N-1 downtoc 0);

begin

ntity work.comp{arch)
generic map (N=>N)

2
3
4 uut
5
{7

9 constant T @ time := 20 n3; -- ¢lk period = 50 MHz

18 constant 54 : signed(N-1 downto 0) := to_signed(4, Nj»
= to_signed (5, W):

port map({start=»IB_start, clock=>IB clock, reset=>IB_reset, a=>IB_a, b=>TB b, result=»TB_result, ready=>IB_ready):

Py2HDL genera una sefial de reloj similar a la del
hardware real y activa la sefial de reset durante el
primer periodo de reloj para un inicio predictivo
limpio (ver Figura 13). Las pruebas siguen una
secuencia de asignaciones que se asimilan a las
pruebas de alto nivel: se dan valores a los
argumentos, se genera la sefial de inicio y se permite
gue se estabilice, se pasa el control al mdédulo y se
programa el evento de retorno detectando el valor
de la sefial listo, el resultado se asigna a la seial de
pruebay se deja estable durante varios ciclos de reloj
para que esté dispone a otros mddulos (ver Figura
14).

28 -- clock generatior
29 process

30 kegin

3l TB clock <= "1';
2 wait for T/2;

33 TE clock <= '0';
34 wait for TI/2:

35 end process;

36

37 -- reset

38 IE reset <= '1', '0" after TI;
39

Figura 13. Cddigo VHDL de banco de pruebas generado
por Py2HDL para el comparador (reloj y reset).

Figura 14. Resultado de la simulacién para el comprador.
Sintesis hardware

Disponer sélo del archivo vhd que describa la
funcionalidad del disefio no es suficiente para su
implementacién final. Para ello, la herramienta de
desarrollo debe realizar un proceso denominado
sintesis, el cual consiste en asignar recursos o
bloques légicos de la FPGA a cada constructo que
logre identificar en la descripcion dada en VHDL
(Rushton, 2011). Para poder hacer eso es
indispensable que la herramienta conozca cual es la
tarjeta de desarrollo sobre la cual se hard la
implementacién, de tal manera que pueda asociar
los diferentes periféricos de entrada y de salida con
las sefiales internas correspondientes. Para una
comprension mas detallada del proceso de sintesis
ver (Parra-Plaza, 2022).
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Py2HDL presta su ayuda en la sintesis durante dos
momentos clave. Primero, selecciona sdélo las
construcciones VHDL que tengan sentido en
hardware. VHDL tiene multiples propésitos, algunos
de los cuales tienen mas relacién con procesos de
simulacion y de documentacién que con
implementacion en hardware. Py2HDL elige un
subconjunto de VHDL, denominado VHDL
sintetizable, para que la herramienta de sintesis
realice apropiadamente su trabajo. Segundo, crea un
archivo de tipo XHC. Este archivo instruye a la
herramienta de sintesis para que realice un mapeado
entre los recursos externos a la FPGA vy las sefiales
internas de la misma.

Para el presente proyecto, la tarjeta de desarrollo
empleada es una Nexys4, ampliamente utilizada en
la academia por sus buenas prestaciones y bajo
costo. El archivo comp.xhc es la asignacion fisica para
el caso del comparador. Py2HDL determina qué
sefiales deben proporcionarse para uso externo y
calcula la cantidad de bits disponibles para cada una
en funcion del hardware de destino. Py2HDL asigna
la sefal de reloj al oscilador de cristal presente en la
placa y le indica que genere una sefial simétrica.
También asigna las sefiales de reinicio (reset) e inicio
(start) alos pulsadores, la sefial de listo (ready) al LED
mas alto y la sefial de resultado (result) al LED mas
bajo requerido (ver Figura 15).

-wevelomm [0 3] [g=t perts clockl

Figura 15. Cddigo XHC de asignacion fisica generado por
PyHDL para el comparador (sefiales del sistema).

Con respecto a las sefiales de parametros, Py2HDL
calcula la cantidad de bits que cada una puede
contener en funcion de las variables Python de alto
nivel y de la cantidad de recursos disponibles en el
hardware. Para ello inicia con las sefiales de salida,
las cuales son mapeadas hacia el conjunto de LEDs,
teniendo en la cuenta ademas que, segun el tipo de
operaciones que detecte en el cddigo fuente,
asignara un ancho de bits igual o duplicado al de las

sefiales de entrada. Posteriormente realiza una labor
similar con las sefiales de entrada. Esto puede
conllevar a que se recalcule la cantidad de bits en las
salidas si detecta que la asignacion inicial impide una
asignacion completa de las entradas. La version
actual de Py2HDL privilegia los escenarios de
aprendizaje mas que su uso por disefiadores mas
experimentados, por lo cual el LED mas significativo
se ha empleado para seiializar la finalizacién en la
ejecucion del cédigo. Esto con miras a detectar
posibles bucles infinitos. Para el caso de la placa
Nexys4, la asignacion detallada de recursos
hardware se muestra en la Figura 16.

30 set_property U9 [get ports [a[0]}]

31 set_property IOSTRANDARD LVCMOS33 [get_ports {a[0]}]
32 # 1 g at 1>

33 set_property LOC UE [get ports [a[l]}]

34 set_property STANDRRD LVCMOS33 [get ports [a[l]}]

35 # Mar g a t 2

R7 [get_ports [a[2]}]
STANDERD LVCMOS33 [get ports {a[2]}]

36 set_property
37 set property
38 # 1 g at >
39 set_property LOC Ré [get_ports [a[3]}]
40 set_property IOSTANDARD LVCMOS33 [get_ports {a[3]}]
41 # 1 ing b t =5

42 set_property
43 set_property
44 # Mapping b t
45 set_property
45 set rty
47 # 1
48 set_property
49 set_property

50 # Mz

RS [get_ports [b[0O]}]
STANDRARD LVCMOS33 [get_ports {b[0]}]
C VT [get ports [b[l]}]
STANDARD LVCMOS33 [get_perts {b[1]}]

V& [get_ports [b[2]}]
STANDERD LVCMOS33 [get_ports [b[2]]]
51 set_property V5 [get_ports [b[3]}]

52 set property IOSTANDRRD LVCMOS33 [get ports [b[3]}]
53

Figura 16. Cddigo XHC de asignacidn fisica generado por
PyHDL para el comparador (sefiales del disefiador).

Una vez la herramienta sintetiza el disefo, crea un
archivo en cddigo objeto de configuracién que puede
ser descargado a la placa de hardware. Al momento
en que esta descarga finaliza, la configuracién ya
permanece en la tarjeta hardware indefinidamente
hasta que sea remplazada por alguna nueva
configuracién. En estas condiciones, la tarjeta ya
actlia como un sistema independiente, y la ejecucion
del disefio ya es posible. La Figura 17 muestra el
resultado tras pulsar la sefal de inicio cuando los
argumentos proporcionados son los valores 5y 2
(binarios 0101 y 0010).

Como segunda prueba, se cambiaron los valores a 5
y 7 (binarios 0101 y 0111). El patron de los LEDs
muestra el cambio en el resultado. EI LED mds alto
indica que el resultado es estable y que estd
disponible para su uso seguro (véase la Figura 18).
Para mayor comodidad al momento de evaluar un
disefio determinado, Py2HDL le permite al disefiador
generar una secuencia de pruebas en lote. Si en el
codigo fuente se detecta la presencia de varias
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instrucciones print, Py2HDL generara
automaticamente un bloque contador que actuara
como un pequefio temporizador de tal manera que,
una vez el resultado de la primera prueba esté
disponible, se le dé tiempo al disefiador de
inspeccionarlo visualmente y corroborar si es
correcto o no y determinar si procede continuar las
pruebas o regresar al proceso de disefio. En la
version actual de Py2HDL este valor de temporizado
se fij6 en 2 segundos, lo cual es suficiente para
comprobar la mayoria de resultados en un primer
vistazo.

Figura 17. Ejecucidn de hardware para la prueba del
comparador (argumentos: a=5, b=2).

Figura 18. Ejecucién de hardware para la prueba del
comparador (argumentos: a=5, b=7).

Varias otras pruebas fueron realizadas con disefios
de mediana y alta complejidad. Estos incluyen
comparadores de tres y mas valores, divisor,
calculador de raiz cuadrada, detector de clave de
acceso y una version del juego de picas y famas
(Parra-Plaza, 2013). Las limitaciones estan dadas por
la propia naturaleza del dispositivo. Por ejemplo, las
operaciones matematicas actlan sobre operadores
enteros y la cantidad de entradas y de salidas
depende de las que puedan alojarse en el conjunto
de pulsadores, interruptores y LEDs de que disponga
la tarjeta. Mas que verlos como limitantes, es un
reconocimiento del tipo de aplicaciones para las
cuales una FPGA es conveniente. Para soluciones
que requieran calculos en punto flotante, un
microprocesador seria una mejor eleccién; y para

soluciones que involucren también sefales
analégicas, un buen candidato podria ser un
dispositivo del tipo PSoC (Van Ess, 2014).

La Figura 19 ilustra el resultado al ejecutar el cédigo
que extrae la raiz cuadrada de una variable num,
para el caso en que num tiene un valor de 82 (binario
1010010), el cual se puede observar en la disposicidn
de los interruptores. Al finalizar la ejecucidn,
indicada por la activacién del LED mas significativo,
el resultado se observa en los cuatro LEDs menos
significativos, que contienen el valor binario 1001,
correspondiente al valor decimal 9, el cual es la raiz
entera mas cercana a la raiz cuadrada de 82.

Figura 19. Ejecucidn de hardware para la prueba de raiz
cuadrada (argumento: num=82).

3. Resultados y Discusion

Es posible para determinar el impacto que el empleo
intencional de la herramienta de croscompilaciéon
podria tener en la mejor asimilacion del contenido
conceptual y en el desarrollo de habilidades de
diseio en hardware reconfigurable y asi
ulteriormente en el aprendizaje, se realizaron
diferentes pruebas a grupos de alumnos. En todos
los casos, cada alumno interactué con Py2HDL en
diversas circunstancias, obedeciendo a los estilos de
aprendizaje de Kolb (2017). En particular, el modelo
de Kolb describe cuatro estilos de aprendizaje,
denominados Divergente, Asimilador, Convergente y
Acomodador, los cuales a su vez derivan de un Ciclo
de Aprendizaje Experiencial, cuyas etapas son la
Experiencia Concreta, la Observacion Reflexiva, la
Conceptualizacion Abstracta y la Experimentacion
Activa. Para el caso del presente proyecto, se hizo
énfasis en el uso de la herramienta para las dos
primeras etapas.

En esencia, Kolb adhiere al concepto constructivista
(Doyle y Zakrajsek, 2013) en cuanto a que el
aprendizaje deviene en una construccién, en esencia
en la formacién de redes neuronales especificas en
el cerebro del aprendiz, para soportar la
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comprension y elaboracién del concepto o habilidad
que se esta aprendiendo. Como tal, el
constructivismo privilegia una primera aproximacion
practica al objeto de estudio, antes que un discurso
conceptual, en contravia con muchas tendencias
largamente usadas en el sector educativo. Fieles a
ese concepto, en esta investigacion se ofrece al
estudiante una aproximacion al disefio en hardware
reconfigurable partiendo de una aplicacion que le
permite experimentar de primera mano el disefio
hardware en VHDL (objetivo), partiendo de un
conocimiento ya adquirido como es el lenguaje
Python (punto de partida). De esta manera, se busca
despertar las asociaciones pertinentes que
favorezcan unainsercion mas natural a los conceptos
mas abstractos del hardware, siguiendo los
postulados de una de las vertientes mas conocidas
del constructivismo, el aprendizaje significativo
(Ausubel et al, 1978).

Las actividades se desarrollaron simultdneamente
por los alumnos, para lo cual se establecieron tres
grupos, cada uno de 25 alumnos: A) grupo control:
alumnos que no usaron Py2HDL, B) alumnos que
usaron Py2HDL en su versidn estandar, C) alumnos
que usaron Py2HDL en su versién minimalista. Esta
es una versién que deliberamente oculta al alumno
elementos de la plataforma que no sean pertinentes
para su momento. En primera instancia, la interfaz
que se ofrece es absolutamente elemental, al estilo
del conocido buscador Google, una pantalla en
donde solo hay una casilla para escribir cédigo
Python y un botdn de ejecucidn, distinto a la versién
estandar de la herramienta que es mas afin a un IDE
(entorno de desarrollo) convencional.

<Aprendizaje>
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Figura 20. Métricas de aprendizaje para los primeros
grupos considerados.

La Figura 20 muestra los resultados de las medidas
de aprendizaje realizadas, los valores son el
promedio por cada grupo y estan dados en
porcentajes, donde el 100% es el valor perfecto de la
categoria. Se tomaron tres aspectos: interés,
motivacion y asimilacién (Parra-Plaza, 2017). El
interés se midid como el tiempo promedio que
permanecia el alumno en una sesién de trabajo, la
motivacion es el nimero de ejercicios que realizé de

los disponibles en la sesién y la asimilacién se
determiné como la cantidad de respuestas correctas
que obtuvo el alumno en una prueba de suficiencia
realizada un mes después de haber estudiado el
tema.

Se observa que el empleo de la herramienta como
vehiculo de interaccidn para desarrollar habilidades
de disefio genera mejorias con respecto al enfoque
convencional de dar la teoria y luego ir a sesiones de
laboratorio, contrastando los valores para los grupos
Ay B. A su vez, se observa como el empleo de la
interfaz minimalista evidenci6 mejorias ulteriores,
tal como indica los mayores valores del grupo C con
respecto al grupo B. La diferencia mds notable se da
en la asimilacién, en donde la menor distraccion y
stress que produce esta interfaz hace que Ia
retencidn y aplicacion ulterior de conocimientos mas
que se duplique con respecto a la forma
convencional de instruccion, incluso siendo ésta
mediada tecnoldgicamente.

Con miras a establecer en qué medida el uso de las
etapas en el modelo de Kolb puede beneficiar aun
mas el proceso, se incluyé un cuarto grupo (D). En
este grupo se realizd la etapa de Observacion
Reflexiva. Para ello, Py2HDL fue dotado de un
modulo adicional que se beneficia de una aplicaciéon
de inteligencia artificial para establecer un didlogo
con el aprendiz en cuanto a la experiencia vivida en
las sesiones con el entorno de disefio. De nuevo, este
didlogo se busco que fuera también enfocado a un
minimalismo, para lo cual la aplicacién IA se alimenté
con material adecuado para un didlogo simple pero
reflexivo al respecto (Parra-Plaza, 2019).

Con esta novedad se obtuvo la distribucién que se
indica en la Figura 21. Se observa que los resultados
para el grupo D superan a todos los otros grupos.
Este resultado sugiere que la mediacién tecnolégica
aunada a paradigmas o modelos de aprendizaje
coherentes con esta mediacidn son una alianza que
beneficia tanto los procesos mismos de ensefianza
como el desempefio a lograr por los alumnos.

<Aprendizaje>
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Figura 21. Métricas de aprendizaje para todos los grupos
considerados.
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4. Conclusiones

Es posible mejorar el desarrollo de habilidades
cognitivas realizando una exposicidn incremental en
la complejidad de la informacidn y de los procesos a
comprender por parte de los estudiantes. De esta
manera, se da tiempo al cerebro de que construya
las redes neuronales correspondientes de acuerdo
con qué tan significativo sea uno u otro aspecto del
contenido presentadoy de las actividades realizadas.

La construccién de conocimiento que logre perdurar
en el tiempo puede facilitarse al mediar los procesos
educativos con soluciones tecnoldgicas creativas que
se basen en paradigmas pedagdgicos que tengan en
cuenta las actividades experienciales. En la medida
en que las actividades didacticas estén guiadas por
un fundamento neurobioldgico tanto del aprendizaje
como de la ensefianza, es posible, de manera
intencionada, influir positivamente en el proceso de
desarrollo de habilidades perdurables por parte de
los estudiantes.

El empleo de Py2HDL como herramienta de
intervencion en el proceso educativo manifesté
ofrecer resultados de mejora en las distintas
dimensiones del aprendizaje que se consideraron,
como son interés, motivacion y asimilacién, medidas
tanto inmediatamente como posteriormente en el
tiempo, indicando una demostracién en la practica
de los principios del constructivismo en general y del
aprendizaje significativo en particular.

La insercién del modelo de aprendizaje de Kolb, en
combinacién con herramientas tecnoldgicas que
faciliten su realizaciéon, se mostr6 como una
posibilidad que incrementa la construccién de
conocimiento, el desarrollo de habilidades y la
retencién ulterior de informacidn y conceptos clave
en una determinada disciplina.

La comprension de la concurrencia al emplear VHDL
para el desarrollo de sistemas digitales se propicia
mediante herramientas tecnoldgicas que permitan al
alumno observar un paralelismo en la ejecucion
entre dos sistemas: el que esta aprendiendo y otro
gue le sea mas familiar. La complejidad asociada con
el paralelismo intenso que subyace a todos los
procesos que ocurren en un sistema digital, aunada
a la complejidad comportamental cuando presenta
retroalimentacidn, es mas abordable si se dispone de
un referente que esté mas cercano a la cotidianidad
y a la representacion de esquemas y propuestas,
como es el caso de Python.

Disponer de herramientas de croscompilacién
permite establecer diferentes escenarios de
aprendizaje en donde el protagonismo del aprendiz
vaya gradualmente haciéndose mds importante al
pasar de conceptos basicos a intermedios vy
complejos. El uso intencional de herramientas de
tecnologia educativa permite modular la intensidad
y la transicién entre estas etapas.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Propagacion celular Ante el resurgimiento de la vitivinicultura entrerriana, este equipo de investigacion aisld,
Saccharomyces cerevisiae selecciond e identificé levaduras nativas para su uso como cultivos iniciadores. Con el objeto de
nativa determinar las condiciones nutricionales adecuadas para su propagacion, se evaluaron diferentes
Modelizacién. formulaciones de sustratos con melaza de cafia diluida como medio base, comparando dos

fuentes de nitrégeno: extracto de levadura y sulfato de amonio suplementado con sales de Mgy
K. Los ensayos se realizaron por duplicado, con Saccharomyces cerevisiae cepa 0Q520880.1
(incorporada al Genbank), en biorreactor de 2 L. El crecimiento microbiano se monitored
mediante recuento celular y los parametros de crecimiento se calcularon ajustando los datos
experimentales al modelo cinético de Gompertz modificado, mediante el software Statgraphics
Centurion XV Corporate. Los criterios estadisticos de bondad de ajuste indicaron que este modelo
resultd adecuado para la descripcion de los datos. El andlisis de varianza (p<0,05) mostré que la
fase lag y la velocidad especifica maxima de crecimiento no difieren entre sustratos, pero si la
biomasa final y el crecimiento neto. Por lo tanto, el sustrato con sulfato de amonio y sales de Ky
Mg se considerd el mas apropiado para la propagacion de S. cerevisiae 0Q520880.1.

Mathematical modeling of biomass production for a native
enological yeast

KEYWORDS ABSTRACT

Cell mass propagation Due to the resurgence of viticulture in Entre Rios, this research team isolated, selected, and
Indigenous Saccharomyces identified native yeasts to be used as starter cultures for the production of wines with regional
cerevisiae identity. To determine suitable nutritional conditions for their propagation, the effect of different
Modeling substrates was evaluated. Diluted sugarcane molasses were used as the base medium, and two

nitrogen sources were compared: yeast extract and ammonium sulfate supplemented with Mg
and K salts. Experiments were performed in duplicate with Saccharomyces cerevisiae
0Q520880.1 (GenBank) in 2-L bioreactor. Microbial growth was monitored by cell counts and
growth parameters were estimated by fitting the experimental data to the modified Gompertz
kinetic model using Statgraphics Centurion XV Corporate. Goodness-of-fit statistics indicated that
the model provided an adequate description of the data. Analysis of variance (p<0.05) showed
that the lag phase duration and the maximum specific growth rate did not differ between
substrates, whereas final biomass and net growth were significantly different. Therefore, the
medium containing ammonium sulfate and salts was considered the most suitable for
propagation of S. cerevisiae 0Q520880.1.
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1. Introducciéon

Entre 1907 y 1910, Entre Rios se constituyd en la
cuarta provincia vitivinicola del pais, con
importantes reconocimientos por la calidad de sus
vinos. Sin embargo, a mediados de la década del 30,
se sanciond la Ley Reguladora de Vinos N° 12137, por
la cual se debieron erradicar los vifiedos y bodegas.
Recién en 1993, por ley 24037, se derogd la
prohibicién del cultivo de uva para vinificacion y se
liberd la plantaciéon de vides y produccion enoldgica
en toda Argentina, lo que provocé, a partir de 1994,
el resurgimiento del cultivo de vid y Entre Rios se ha
vuelto a posicionar como una provincia vitivinicola.
Datos recientes del Instituto Nacional de
Vitivinicultura (INV, 2024) indican que la elaboracion
de vinos tintos se incrementd un 740 % desde 2015
hasta los actuales 548 hL. Si bien un 39 % del
volumen de uva cosechada en Entre Rios se envia a
otras provincias para su vinificacién (INV, 2024), los
productores locales estan en constante busqueda de
oportunidades de mejora de los procesos de
elaboracion y de desarrollo de estrategias de
diferenciacion de la produccién, atendiendo a las
exigencias de un mercado nacional e internacional
cada vez mdas competitivo y a la demanda de
consumidores con nuevos estilos.

Durante mucho tiempo, el enfoque prioritario de los
enodlogos fue garantizar fermentaciones completas
mediante el uso de cepas comerciales de
Saccharomyces cerevisiae, lo que condujo a una
produccién estandarizada. No obstante, esta
practica derivd en vinos mds uniformes y con menor
diversidad sensorial, ocultando el aporte diferencial
de las levaduras locales (Carrau et al, 2020).
Tradicionalmente se ha aceptado que las
caracteristicas sensoriales del vino, como aroma y
sabor, estan vinculadas principalmente a la variedad
de uva utilizada; sin embargo, el concepto de terroir
ha emergido como un factor determinante en la
calidad organoléptica del producto final. En 2010, la
Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino (OIV)
introdujo el concepto de “terroir” vitivinicola como
“una zona en la que se desarrolla el conocimiento
colectivo sobre las interacciones entre el entorno
fisico y bioldgico identificable y las practicas
vitivinicolas aplicadas, otorgando caracteristicas
distintivas a los productos procedentes de dicha
area. El terroir incluye el suelo especifico, la
topografia, el clima, las caracteristicas del paisaje y
los rasgos de biodiversidad” (OIV, Res. OIV/VITI
333/2010). El terroir microbiano, por su parte,
describe la comunidad propia de microorganismos
del suelo y de la vid dentro de un ecosistema dado,

cuyo impacto en las caracteristicas del vino fue
escasamente valorado hasta hace pocos afios,
aunque en la actualidad se reconoce su contribucion
en la generacién de atributos diferenciales (Bekris et
al., 2025). En particular, la uva constituye la principal
fuente de microbiota en el proceso de vinificacidn,
ejerciendo una influencia decisiva sobre la calidad y
el perfil de los vinos resultantes (Liu et al. 2020; Zao
et al. 2020; Wei et al. 2022; Papadopoulou et al.
2023; Ge et al. 2024).

En Entre Rios no se registran estudios cientificos que
reporten la utilizacion de microorganismos
autdctonos, previamente identificados y
caracterizados, en procesos de vinificacién. Por ello,
y ante la necesidad planteada por productores
locales, en este grupo de investigacidn se aislaron,
seleccionaron e identificaron levaduras nativas a
partir de uvas de la zona (Gerard et al., 2023). Entre
ellas, S. cerevisiae 0Q520880.1 (incorporada a
Genbank), mostré  propiedades  enoldgicas
favorables, convirtiéndose en la primera levadura
destinada a la elaboracién de vinos tintos
entrerrianos a partir de levaduras nativas.

Por otra parte, el modelado matemadtico constituye
una herramienta para el disefio, optimizacion vy
control de bioprocesos (Moimenta et al., 2025). Los
modelos primarios describen la dindmica de
crecimiento 'y, al integrarse con datos
experimentales, permiten estimar parametros
cinéticos clave como la velocidad especifica maxima
de crecimiento (pumax), duracién de la fase de
latencia (A) y concentracién maxima de biomasa (N),
datos esenciales para la prediccion y control de la
fermentacion (Ginovart et al., 2024). Existen varios
modelos primarios adaptados a diferentes
microorganismos y condiciones de cultivo como los
de Gompertz, Buchanan, Baranyi y Roberts, Gibson y
McKellar, entre otros (Ginovart et al., 2024). Entre
los de forma sigmoidal se destacan las versiones del
modelo de Gompertz, como las reparametrizaciones
propuestas por Zwietering (Zwietering et al., 1990) y
Lay (Lay et al., 1997), que lo consolidaron como
referencia practica para ajustar curvas de
crecimiento y produccién metabdlica (Wang y Guo,
2024). La utilidad del modelo de Gompertz ha sido
validada en NnUMerosos bioprocesos v,
especificamente en contextos enoldgicos en los que
se han comparado las respuestas de diversas
especies de Saccharomyces para valorar laidoneidad
de los modelos cinéticos (Tronchoni et al. 2009;
Karaoglan et al., 2021).

Mediante el empleo del modelo matematico de
Gompertz y con el objeto de producir biomasa de
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levadura para los procesos de vinificacidn, en este
trabajo se evalué el efecto de la composicién de
diferentes sustratos compuestos por melaza de cafia
de azucar y diferentes fuentes de nitrégeno, con el
fin de determinar las condiciones nutricionales que
permitan obtener la mayor concentracién celular de
S. cerevisiae nativa, a la mayor velocidad.

2. Materiales y métodos
Sustratos para la propagacion de levadura

Las melazas de cafia de azlcar y de remolacha
azucarera son residuos agricolas e industriales
ampliamente utilizados para la producciéon de
biomasa de levadura (Lino et al, 2018). En este caso
se empled melaza de cafia de azlcar cuya
caracterizacion indicd un contenido de sélidos
solubles de 79,2[I0,5 °Bx (refractometria) y 41,0E0,5
% p/v de azucares reductores totales (método de
Fehling-Causse-Bonnans). Para evitar el estrés
osmotico de las levaduras, a partir de un balance de
materia para azucares totales, se calculé el volumen
necesario de agua destilada necesario para diluir la
melaza hasta una concentracion final de 12-13 % p/v
de azucares totales.

Por otro lado, puesto que las melazas de cafa
azucarera son deficientes en nitrégeno, magnesio,
fosforo y vitaminas (Gomez Pastor et al., 2011), se
evaluaron dos posibles fuentes de estos elementos
para ser adicionados al sustrato. Una de las fuentes
consideradas fue el extracto de levadura (EL) en
concentracion de 0,5 g/L, por su abundante
contenido en aminoacidos, vitaminas, nucleésidos,
polipéptidos y minerales (Tao et al., 2023). La otra
incluyd una solucion de salesde N, P, K, S y Mg (SAS)
segun se especifica a continuacion: 10 g/L de sulfato
diamonico (SO4(NH4)2 anhidro), 1 g/L de sulfato de
magnesio (SO4Mg.7 H20) y 5 g/L de fosfato
monopotasico (PO4H2K anhidro) (Vieira et al., 2013).

Luego de la dilucidn de la melaza se agregd EL o SAS,
segun la combinacién de sustrato ensayada, en las
cantidades necesarias de acuerdo a |las
concentraciones mencionadas previamente. El
contenido de azucares reductores totales en los
mostos asi obtenidos fue 13E0,5 % p/v, equivalentes
a 25,4R70,9 °Bx. A continuacidn, se ajusto el pH a 5,
Optimo para el crecimiento de esta levadura. Por
ultimo, cada combinacion de sustratos se esterilizd
por calor himedo a 121 °C durante 15 min.

Preparacion del indculo

Se partié de un cultivo de S. cerevisiae 0Q520880.1
en caldo YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona
y 2% dextrosa) conservado a -18 °C con 20 % de
glicerol. Una vez descongelado, 200 pL de esta
suspension fueron inoculados para su revitalizacion
en un tubo con 2 mL del mismo caldo, a 30@1 °C
durante 24-48 horas, hasta que se registraron
recuentos celulares entre 6 —9 x107 cél/mL. En estas
condiciones se realizé la primera transferencia de las
dos etapas de propagaciones sucesivas, en las que
cada una representaba el 10 % del volumen de la
siguiente y en las que el sustrato utilizado fue la
melaza de cafa de azucar diluida acondicionada tal
como se especificod en el apartado anterior. De esta
manera, el indculo de 2 mL se transfirio a 18 mL de
sustrato y luego de alcanzar la concentracién celular
mencionada (aproximadamente 24 horas), estos 20
mL se inocularon en 180 mL del mismo medio. De
esta manera, se obtuvieron 200 mL de cultivo activo
para ser inoculados en cada una de las diferentes
combinaciones de sustratos (melaza con EL o melaza
con SAS) contenidos en el biorreactor.

Proceso de obtencion de biomasa

La propagacién de S. cerevisiage 0Q520880.1 se
realizd en cultivo sumergido, en un biorreactor
marca New Briinswick Cientific Co., Modelo Bioflo
2000, provisto de un vaso de vidrio borosilicato de 2
L de volumen de trabajo. La esterilidad del aire que
ingresa al biorreactor, se asegura mediante un filtro
hidrofdbico con didmetro de poro de 0,45 um. Los
ensayos se realizaron por duplicado, manteniendo
las siguientes condiciones: temperatura: 30 °C,
velocidad de agitacion: 200 rpm, caudal de aire: 0,9
vvm. La concentracion del indculo inicial fue de 4 -
7x106 cél/mL y el crecimiento microbiano se siguid
mediante recuento celular en cdmara de Neubauer
mejorada (improved). Para este fin se tomaron
muestras de 5 mlL, por duplicado, a intervalos
regulares, durante aproximadamente 36 h. La
observacién se realizdé en microscopio éptico Leica
DME con amplificacién de 1000 X. Se contaron las
células observadas en 20 recuadros de 0,00025 mm3
cada uno de la mencionada camara, se calculd el
promedio en ese volumen y por ultimo se lo refirid a
1 mL de muestra. En los casos en que se registraron
mas de 6-8 levaduras en cada recuadro, la muestra
fue diluida convenientemente. Como criterio de
inclusion se contabilizaron aquellas células que
tocaban las lineas centrales superior e izquierda de
la cuadricula mientras que se excluyeron las que
tocaban las centrales inferior y derecha. Ademas, las
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gemaciones cuyo tamafio era un 50 % mayor o igual
al de la célula madre, se conté como una mas. En
todos los casos, estas lecturas fueron realizadas por
el mismo analista, a fines de disminuir la dispersién
de los resultados por variabilidad humana vy
garantizar la comparabilidad de los mismos.

Como controles adicionales del proceso se
determinaron soélidos solubles y pH, mediante
potenciometria.

Andlisis de datos

Se verificod que los datos de recuento celular de cada
formulacién de sustrato se ajustaran al modelo de
crecimiento celular de Gompertz mediante un
modelo de regresién no lineal, segun la ecuacion
parametrizada por Zwietering et al. (1990) (ec. 1):

X e N
y=A><exp{—exp[ﬂm%x(/1—t)+l]}=LnN—

o
y=LnN=1LnN, +A><exp{—exp[ﬂ"‘“foe><(/1—t)+1]}(1)

Donde pmax: Vvelocidad especifica maxima de
crecimiento microbiano (h?), A: tiempo de fase lag
(h), N: ndmero de células/mL a un determinado
tiempo t, No: nimero de células/mL al inicio del

proceso (t=0), A: crecimiento celular neto (In N — In
No).

La bondad de ajuste del modelo se evalué mediante
el coeficiente de correlacién R? y el error estandar
del estimado (RMSE).

A partir de la ecuacién que entrega el modelo
ajustado para cada variante de sustrato se
determinaron los parametros de crecimiento: A:
tiempo de fase lag (h), umax: velocidad especifica
méaxima de crecimiento  microbiano  (h?),
concentracion final de biomasa N (cél/mL) vy
crecimiento celular neto, es decir diferencia entre
concentracion final e inicial de levadura (cél/mL).
Estos pardmetros se compararon mediante analisis
de varianza con un nivel de confianza de 95 %.

Todos los ensayos estadisticos mencionados se
realizaron con software Statgraphics Centurion XV
Corporate.

3. Resultados y Discusion

Crecimiento microbiano y modelado cinético

La evolucién de cada ensayo se siguidé mediante
determinaciones de recuentos microbianos y solidos
solubles cuyos resultados se indican en las
Tablas 1y 2:

Tabla 1. Crecimiento microbiano de S. cerevisiae 0Q520880.1 en melaza de cafia de azucar + 0,5 g/L extracto de levadura

(EL), con su réplica.

EL (1)

EL(2)

Recuento microbiano Sélidos

t (h)

Recuento microbiano Sélidos

t (h)

(cél/mL) Solubles (°Bx) (cél/mL) Solubles (°Bx)

0,00 6,00E+06 25,0+0,1 0,00 4,40E+06 25,7+0,1

2,00 6,80E+06 24,9+0,0 3,00 5,60E+06 25,6+0,0

4,00 1,80E+07 24,8+0,0 6,25 4,20E+07 24,9+0,1

7,00 4,04E+07 24,2+0,1 8,50 1,78E+08 24,7+0,1

9,50 1,74E+08 23,940,1 10,50 2,04E+08 23,940,1

22,00 3,90E+08 19,7+0,1 23,00 3,72E+08 20,1+0,1
31,00 3,92E+08 16,4+0,1 27,00 4,96E+08 19,0+0,1
33,00 4,28E+08 16,240,1 30,00 4,20E+08 18,0+0,0
-- -- 32,50 4,24E+08 17,240,2
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Tabla 2. Crecimiento microbiano de S. cerevisiae 0Q520880.1 en melaza de cafia de azlcar + solucion de 10 g/L de SO4(NH4)>
anhidro, 1 g/L de SO4Mg.7 H,0 y 5 g/L de PO4HK anhidro (SAS), con su réplica.

SAS (1) SAS (2)
t (h) r:ii:zzinat:o Sdlidos t(h) Recuentc’o microbiano Sélidos
(cél/mL) Solubles (°Bx) (cél/mL) Solubles (°Bx)

0,00 5,20E+06 26,0£0,0 0,00 7,20E+06 24,7+0,0
1,50 4,40E+06 26,040,1 2,00 9,60E+06 24,610,0
4,00 1,04E+07 25,8+0,2 4,50 2,84E+07 24,1+0,1
6,00 1,76E+07 25,5+0,0 7,00 9,40E+07 23,810,1
8,00 4,48E+07 25,1+0,0 9,00 1,82E+08 23,310,1
10,00 9,80E+07 25,0+0,0 21,17 6,32E+08 18,1+0,1
11,00 1,72E+08 24,910,0 23,00 1,41E+09 16,210,1
23,75 5,48E+08 19,1+0,1 28,00 6,40E+08 13,940,0
26,75 5,52E+08 16,810,1 32,68 6,70E+08 13,6+0,0
30,50 8,40E+08 14,5+0,3 - - --

En cada condicion experimental evaluada, los sélidos
solubles muestran un descenso continuo, indicativo
del consumo de los azucares para las reacciones
metabdlicas de la levadura.

Con los datos de recuento microbiano obtenidos, y
utilizando el software estadistico para el modelo de
regresion no lineal, se construyeron las curvas de

Melaza + EL (1): grafica del modelo ajustado
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crecimiento segun el modelo matematico de
Gompertz modificado (Figura 1). Los criterios
estadisticos utilizados para analizar la bondad de
ajuste del modelo para el sustrato EL fueron
R2=99,03 % y RMSE=0,21, y 99,50 % y 0,15
respectivamente para la réplica, lo que indica que el
modelo resulté adecuado para la descripcién de los
datos.

Melaza + EL (2): grafica del modelo ajustado
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Figura 1. Modelo de crecimiento de S. cerevisiae 0Q520880.1 ajustado segun modelo de Gompertz modificado, en melaza
de cafia de azlcar + 0,5 g/L de extracto de levadura (EL), con su réplica. N: recuento celular, cél/mL.

Andlogamente, las graficas de los modelos ajustados
para el sustrato compuesto de melaza de cafia + SAS
se observan en la Figura 2. Los criterios estadisticos
determinados fueron R2=99,39 % y RMSE=0,18, y

98,44 % y 0,28 respectivamente para la réplica. De la
misma manera, el modelo de Gompertz modificado
resulté adecuado para la descripcién de los datos
observados.
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Melaza + SAS (1): grafica del modelo ajustado

Melaza + SAS (2): grafico del modelo ajustado
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Figura 2. Modelo de crecimiento de S. cerevisiae 0Q520880.1 ajustado segin modelo de Gompertz modificado, en melaza
de cafia de azucar + solucién de 10 g/L de SO4(NH,), anhidro, 1 g/L de SO4Mg.7 H,0 y 5 g/L de PO4H,K anhidro (SAS), con su
réplica. N: recuento celular, cél/mL.

Pardmetros cinéticos

Los resultados del ajuste del modelo de regresion no
lineal de Gompertz para describir la relacién entre Ln
N y el tiempo de cultivo, arrojaron las siguientes

ecuaciones para cada modelo ajustado:
- Melaza +EL (1):

y = 15,6073 +

exp(0,468648*2,718281*(2,20087-t)/4,23366+1)))

(2)
- Melaza +EL (2):

y = 15,2971 +

exp(0,726023*2,718281*(3,08718-t)/4,55127+1)))

(3)

(4,23366*exp(-

(4,55127*exp(-

- Melaza + SAS (1):

y = 15,4642 +

(4,84785*exp(-

exp(0,460047*2,718281%(3,22977-t)/4,84785+1)))

(4)
- Melaza + SAS (2):

y = 15,7896 +

(4,70738*exp(-

exp(0,497542*2,718281*(1,86282-t)/4,70738+1)))

(5)

A partir de las ecuaciones (2), (3), (4) y (5) y teniendo
en cuenta la ecuacién modificada de Gompertz (1),
se obtuvieron los parametros cinéticos para cada
combinaciéon de sustrato segun se indica en la Tabla

3:

Tabla 3. Parametros cinéticos de crecimiento de S. cerevisiae 0Q520880.1 en diferentes composiciones de sustrato, segun el

modelo de Gompertz.

Sustrato Hmax A N CN
(hY) (h) (cél/mL) (cél/mL)
EL 0,60+0,18° 2,64 +£0,63? 4,16E+08 + 2,12E+06° 4,11E+08 + 3,54E+06°
SAS 0,48 +0,03° 2,55+0,97°2 7,30E+08 = 9,48E+07b 7,24E+08 = 9,33E+07b

La melaza de cafia de azucar + 0,5 g/L extracto de
levadura, SAS: melaza de cafia de azlcar + solucion
de 10 g/L de SO4(NH,), anhidro, 1 g/L de SO,Mg.7
H,0y 5 g/L de PO4H,K anhidro. @: tiempo de fase lag
(h), Mmax: velocidad especifica maxima de
crecimiento microbiano (h), N: concentracidn final
de biomasa (cél/mL) y CN: crecimiento celular neto,

es decir diferencia entre concentracion final e inicial
de levadura (cél/mL). Letras distintas en la misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05)
entre las medias de los sustratos de cada parametro
cinético.
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Segun se observa en la Tabla 3, el andlisis de varianza
de los pardmetros obtenidos en los cuatro ensayos
permiti6 determinar que no habia diferencias
estadisticas significativas (p<0,05) en la duracién de
la fase lag como tampoco en la pmax. Sin embargo, la
concentracién final de biomasa (N) y por ende el
crecimiento neto (CN) resultaron aproximadamente
un 76 % superiores en los sustratos compuestos con
SAS (Figura 3).

BOOEHDB femmmmssmmmmsesmmmns fomneneen
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Figura 3. Concentracion final de biomasa y crecimiento
neto de S. cerevisiae 0Q520880.1 en diferentes sustratos:
melaza de cafia de azlcar + extracto de levadura (EL) y
melaza de cafia de azucar + sales (SAS).

Estos resultados podrian indicar que, si bien el
extracto de levadura constituye una fuente rica en
nutrientes, su composicion variable puede afectar la
disponibilidad real de compuestos esenciales (Tao et
al, 2023), reduciendo en consecuencia el
rendimiento en biomasa. En contraste, un medio
suplementado con sales definidas como el sulfato de
amonio que aporta nitrégeno inorganico facilmente
asimilable, el magnesio que es un cofactor esencial
en numerosas enzimas que actulan en la sintesis de
macromoléculas y el potasio y fosfato que
mantienen el balance osmatico, el transporte idnico
y la sintesis de acidos nucleicos (Ribeiro-Filho et al.,
2022), contribuye a optimizar la fisiologia celular y a
maximizar la produccion de biomasa.

4. Conclusiones

Las curvas de crecimiento microbiano de los
sustratos evaluados fueron ajustadas utilizando el
modelo de Gompertz modificado, el cual describié
con alta precisidon el comportamiento de S. cerevisiae
0Q520880.1 en ambas condiciones. A partir de las
ecuaciones ajustadas se obtuvieron los parametros
cinéticos  microbioldgicos, que  permitieron
identificar las variables con diferencias significativas
Y, en consecuencia, establecer las condiciones de
sustrato que mejoran la produccion de biomasa.

Aunque la velocidad de produccién de biomasa y la
duracién de la fase lag no mostraron diferencias
significativas entre los sustratos, la concentracion
final de biomasa y el crecimiento neto de la levadura
fueron un 76 % superiores en el sustrato formulado
con melaza y SAS, por lo que dicho sustrato se
considerd el mas apropiado al proporcionar la mayor
produccidn de biomasa de S. cerevisiae 0Q520880.1.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Arsénico El arsénico de origen natural en aguas subterraneas de consumo es una problematica que afecta
Moringa oleifera a la salud publica. Existen normativas que establecen limites regulatorios como el Cddigo
Remocion Alimentario Argentino (0,01 mg/L) y el Decreto 2235/02 (0,05 mg/L). Este estudio investigd la

eficiencia de semilla de Moringa oleifera en la remocion de arsénico en dos pozos de agua de
Colonia Ensayo (Acuifero Parana). Se compararon dos tratamientos: Semilla de Moringa con
cascara (Tratamiento A) y sin cascara (Tratamiento B). Los resultados mostraron una interaccion
significativa entre el tratamiento y el pozo (p<0.001), lo cual sugiere que la eficiencia de Moringa
se ve influenciada por las caracteristicas del agua. Esto también se observa en la correlacion
negativa (r= -0,87) entre el porcentaje de remocién de arsénico y la concentracion de
bicarbonatos. Esto subraya la importancia de considerar las caracteristicas del agua en el uso de
harina de semillas de Moringa oleifera, la cual puede ser una buena opcidn sostenible y ecoldgica
para disminuir el arsénico en aguas de consumo. Futuras investigaciones podrian enfocarse en
optimizar los pardmetros de aplicacion de ésta en agua de diferentes caracteristicas
fisicoquimicas y una aplicacién a mediana escala.

Arsenic removal from groundwater using Moringa oleifera a
sustainable alternative for the treatment of aquifers in Entre Rios

KEYWORDS ABSTRACT

Arsenic Naturally occurring arsenic in groundwater intended for human consumption represents a
Moringa oleifera significant public health concern. Regulatory frameworks, such as the Argentine Food Code (0.01
Removal mg/L) and Decree 2235/02 (0.05 mg/L), have established permissible limits for arsenic

concentrations in drinking water. This study investigated the effectiveness of Moringa oleifera
seeds in removing arsenic from two groundwater wells located in Colonia Ensayo (Parana
Aquifer). Two treatment methods were compared: Moringa seeds with seed coat (Treatment A)
and without seed coat (Treatment B). The results revealed a significant interaction between the
treatment type and the water source (p < 0.001), indicating that the efficiency of Moringa is
influenced by the specific characteristics of the water. This was further supported by a strong
negative correlation (r = -0.87) between arsenic removal efficiency and bicarbonate
concentration. These findings highlight the importance of considering water chemistry when
applying Moringa oleifera seed powder as a remediation method. Given its sustainable and eco-
friendly nature, Moringa oleifera represents a promising alternative for reducing arsenic levels in
drinking water. Future research should focus on optimizing application parameters for water
sources with varying physicochemical characteristics and exploring the feasibility of medium-
scale implementation.
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1. Introduccion

El 71 % de nuestro planeta esta cubierto por agua, de
éste porcentaje aproximadamente sélo el 1 % es
agua dulce disponible para el consumo humano vy
actividades productivas, ya que el resto se encuentra
atrapado en glaciares, casquetes polares o en
acuiferos de dificil acceso (National Geographic,
2022). Por lo tanto, el agua accesible para la vida
representa una fraccién limitada y valiosa, cuya
disponibilidad y calidad se ven continuamente
amenazadas por la contaminacion derivada de
actividades humanas.

El Acuifero Guarani (AG) es la reserva de agua dulce
subterrdnea mas grande de Sudamérica y se ubica
bajo parte de los territorios de Argentina, Brasil,
Uruguay y Paraguay (Custodio y Llamas, 2017). Se
observa en la Figura 1.
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Figura 1. Acuifero Guarani. Fuente: CGE, 2021.

Este acuifero estd compuesto por agua que se
encuentra en poros y fisuras de areniscas cubiertas
por potentes capas de basalto que las confinan.
Constituye la principal fuente de suministro de agua
potable para abastecimiento urbano, industrial y
agricola en el Brasil, Uruguay, Paraguay y Argentina.

En Argentina, el AG se explota principalmente en la
mesopotamia para usos termales debido a su
profundidad y a la presencia de capas basalticas. Por
esta razon, el abastecimiento de agua potable
proviene en general de acuiferos mas superficiales
(Acenolaza, 2004; Bruzzone, 2006; Favetto et al.,
2008).

Entre Rios realiza la extraccidon a partir de cuatro
acuiferos principales ubicados en la parte superior
de la columna estratigrafica, correspondientes a
sedimentos del Cuaternario y Terciario: Parang,
Ituzaingd, Salto, Chico y El Palmar (Santi et al., 2013).
El agua subterranea es utilizada tanto para el
abastecimiento de los hogares como para riego,
bebida animal y uso industrial. Uno de los aspectos
que hacen particularmente util al agua subterranea
para el consumo humano es la menor contaminacion
por microorganismos a la que esta sometida y la
capacidad de filtracion del suelo, que la hace
generalmente mas pura que las aguas superficiales.
No obstante, en ocasiones los parametros
fisicoquimicos exceden los limites del Cddigo
Alimentario Argentino (CAA) y en estos casos la
contaminacién es mas dificil de eliminar (Carol et al.,
2022). En este sentido, la presencia de arsénico (As)
en agua de consumo es un problema de salud publica
(Quiroga et al., 2024). La Agencia Internacional de
Investigacidn del Cancer categorizo a este metaloide
en el grupo |, como una sustancia con comprobada
accion carcinogénica para el ser humano, sobre la
base de evidencia epidemioldgica (IARC, 2012).

En aguas subterraneas la presencia se debe en un 90
% del arsénico a procesos naturales y solo un 10 %
proviene de actividad humana (Bhat et al., 2024). Las
fuentes naturales de As estan asociadas a procesos
geoldgicos, tales como la meteorizacion a partir de
rocas parentales o las emisiones volcanicas
(Bundschuh et al., 2008).

En la actualidad, se calcula que 14 millones de
habitantes en los paises latinos y 4 millones en
Argentina, estdn expuestos a niveles superiores a
este limite (WHO, 2021). En nuestro pais el
contenido de As en aguas de consumo recién
comenzo a ser abordado por los investigadores en
los dltimos afios a pesar de haber convivido con la
misma durante aproximadamente cien afos
(Minaberry y Caceres, 2016). El area con mayores
problemas de arsénico en sus acuiferos coincide con
la llanura pampeana hasta el norte de Santa Fe y
Santiago del Estero, drea de mayor produccidon
ganadera y mayor concentracién de poblacidén
(Villaamil, 2015). No obstante, la concentracion del
As en los acuiferos difiere de region en region e
incluso existen grandes diferencias dentro de una
misma zona, variando incluso dentro de los
departamentos y/o localidades de la misma
provincia( Ministerio de Salud de la Nacién, 2017).
Esto puede observarse en la Figura 2.
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Figura 2 . Concentracién de Arsénico (ug/L). Fuente:
Ministerio de Salud de la Nacién (2017).

En lo que respecta a la reglamentacidn vigente en
Argentina, la estimacién de la poblacidn expuesta
puede variar ya que el Cédigo Alimentario Argentino
(CAA) propone un valor limite de 0,01 mg/L para
agua potable de suministro publico y/o de uso
domiciliario; con la salvedad de que en regiones con
suelos de alto contenido de As, |la autoridad sanitaria
competente podra admitir valores mayores a 0,01
mg/L con un limite maximo de 0,05 mg/L cuando la
composiciéon normal del agua de la zona y la
imposibilidad de aplicar tecnologias de correccion lo
hicieran necesario (Corroto et al., 2021), este es el
caso de Entre Rios, donde la legislacion provincial
establece (Decreto 2235/02) dicho limite en 0,05
mg/L de As.

En este contexto, cobra relevancia la busqueda de
tecnologias sustentables para el tratamiento del
agua. El tratamiento de potabilizacién de aguas con
presencia de este metal pesado es una temdtica de
alto interés particularmente porque los métodos
para extraerlo son escasos y de un alto costo. Es por
ello que es necesario encontrar alternativas
sustentables y sostenibles, que permitan su
remocion a un costo que pueda ser afrontado por la
poblacidon en general.

Los procesos convencionales de eliminacion de
arsénico incluyen sedimentacién asistida por
quimicos, coagulacién vy floculacién, adsorcion,
intercambio idnico y procesos de membrana (Jebelli,
et al., 2018; Rashid et al., 2020). Una alternativa a
éste tipo de procesos es el uso de coagulantes
naturales.

Diversos autores han utilizado diferentes partes de
la planta de Moringa oleifera para evaluar la
remocion de As en aguas de origen subterraneo, en
algunos casos, llegando a una disminucion del 90%.

Cota et al.,, 2024 reportaron un porcentaje de
remocion del metaloide de entre el 50 y el 90%
utilizando hojas de Moringa secas y molidas. Por su
parte Vazquez (2016) menciona que el polvo de hoja
de Moringa es un buen biosorbente de arsénico, ya
que en sus ensayos logré una remocién de mas del
90%.

Ghebremichael et al., (2005) mencionan que las
semillas de ésta especie contienen proteinas
cationicas solubles en agua que actian como
agentes coagulantes naturales en el tratamiento de
agua. Diferentes ensayos que han utilizado como
adsorbente polvo de la semilla de Moringa oleifera
han logrado la disminucién del metaloide en agua en
valores de entre 65%, y un 90% (Mendoza, 2018;
Aguilar Diaz, 2019; Marhaini, et al., 2022). En la
provincia de Entre Rios, estudios preliminares de
Vallecillo et al., 2024 revelaron un 55 y 75% de
remocion en aguas subterraneas utilizando semillas
molidas de Moringa oleifera.

En funcion de lo expuesto, el presente trabajo
presenta como objetivo evaluar la eficacia de la
semilla de Moringa oleifera, en la remocién de
arsénico en aguas subterraneas de la provincia de
Entre Rios, especificamente en el acuifero Parana. Se
plantea como hipdtesis que su uso podria reducir de
manera significativa la concentracién del metaloide
en aguas subterraneas de la region. Mediante este
trabajo se pretendidé generar conocimiento aplicado
que contribuya al desarrollo de tecnologias
sustentables y accesibles para el tratamiento de
agua potable en zonas con limitaciones técnicas y
econdmicas, mejorando la calidad del recurso vy
reduciendo los riesgos para la salud humana y las
actividades productivas locales.

2. Materiales y métodos

Agua utilizada

Para evaluar la efectividad de las semillas de Moringa
oleifera en la extraccién de arsénico, se trabajo con
muestras de agua subterrdnea de dos pozos
pertenecientes al Acuifero Parana, especificamente
en la localidad de Colonia Ensayo, departamento
Diamante. Con el objeto de evaluar las diferentes
caracteristicas fisicoquimicas del agua se muestreé
un pozo del Casco Urbano (Pozo 1) con una
profundidad de 15 metros y un pozo La Jaula, del
area rural (Pozo 2) con una profundidad de 56
metros.

En la figura 3 pueden verse los sitios de extraccion de
muestras y los acuiferos a los cuales pertenecen.
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Figura 3. Figura 3. Distribucion de los diferentes acuiferos menos profundos de agua dulce en la Provincia de Entre Rios.
Fuente: Lorenzo M. (2024), modificado. Los marcadores rojos representan los sitios de extraccion de agua subterranea para
el presente estudio.

Recoleccion de las muestras

Las muestras de agua se recolectaron en los dos
pozos mediante bombas, en botellas de 1 litro de
capacidad, se mantuvieron refrigeradas hasta
llevarlas al laboratorio de aguas de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias (UNER) para posterior
analisis fisicoquimicos y aplicaciéon de tratamientos
con semillas de Moringa oleifera.

Las muestras sin tratar y tratadas fueron enviadas al
laboratorio de la Camara Arbitral de Cereales de
Entre Rios para determinar al contenido de As por
espectrometria de absorcion atdomica con equipo

Persee 990; en todos los casos se siguio el protocolo
de normas APHA-AWWA-WPCF(1992).

Andlisis realizados

Al agua sin tratar se le realizaron los analisis
detallados en la Tabla 1, siguiendo técnicas
normalizadas para conocer las caracteristicas
generales del agua y la concentracion inicial de As.

A las muestras tratadas se les analizo el contenido de
As, con el fin de evaluar la eficiencia de remocion del
polvo de Moringa oleifera.

Tabla 1. Analisis de agua realizados a las muestras de agua de Colonia Ensayo y técnicas utilizadas, segin Standard Methods

for the Examination of Water and Wastewater (2023).

Analisis

Técnica utilizada

pH (unidades de pH)
Arsénico (mg/L)
Alcalinidad

Potenciometria 4500 H-B
Espectrofotométrico de absorcidén atomica (3500 B)
Método titulacion (2320 B)

La determinacion de alcalinidad se realizé6 mediante
el método de titulaciéon (2320 B) segun Standard
Methods for the Examination of Water and
Wastewater (2023), modificando la expresion del
resultado que se realiz6 como mg/L de bicarbonato
en su reemplazo de carbonato de calcio.

Tratamientos de remocidn de arsénico

Para realizar esta investigacion se utilizé un disefio
experimental factorial con dos factores (Tratamiento
y Pozo). Para los ensayos se utilizaron semillas de
Moringa oleifera, cosechada en el afio 2019 para
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todas las pruebas realizadas. Las mismas fueron
sometidas a una limpieza manual y acondicionadas
en un lugar seco y fresco con una temperatura entre
13y 18 °C para su conservacion.

Para su utilizacidon se tomaron muestras, acorde a la
cantidad necesaria, segun los andlisis a realizar
semanalmente, éstas semillas se colocaron en estufa
durante 48 h a 60 °C, posteriormente a una parte de
las mismas se les retird la cascara y se las trituré en
mortero de porcelana hasta obtener una harina
ligeramente fina de color blanco amarillento,
aspecto grasoso y de olor caracteristico. Las
restantes fueron trituradas en mortero sin extraerles
la cascara.

De esta manera, en la Figura 2 se observa el polvo de
semillas utilizado en dos tratamientos diferentes:
Tratamiento A: Semilla molida con cascara vy
Tratamiento B: Semilla molida sin céscara.

Figura 2. Semillas de Moringa oleifera molida. En la
imagen se observa el polvo de los tratamientos A: Semilla

molida con cascara; B: Semilla molida sin cascara.

En ambos tratamientos se realizaron cinco
repeticiones. Estas tareas fueron realizadas en el
laboratorio de Aguas de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, UNER. En todos los casos se agregd
una dosis de Moringa al 1% con una agitacién de
10 minutos, posteriormente se procedié al filtrado
utilizando filtros Quanty de un tamafio de poro de 28
micrometros. Se procedid a hacer una dilucién al 5,
ya que en el equipo se produce espuma por algin
componente que presenta la Moringa.

Procesamiento de los datos

Una vez analizadas las muestras de agua y realizados
los ensayos, los valores fueron sistematizados en
tablas. El porcentaje de remocién de arsénico se
calculé mediante la siguiente férmula:

Porcentaje de remocion de As =
As s/tratar)—As,
TOTAL(S/ ) en muestra tratada %100 (1)
AsToTaL(S/tratar)

Se utilizé el test de Shapiro-Wilk para evaluar la
normalidad y homocedasticidad de los datos. Los
resultados de porcentaje de remocion de As fueron
analizados mediante un Andlisis de Varianza
(ANOVA) de dos vias para determinar los efectos de
los tratamientos (Tratamiento A y B), de la calidad
fisicoquimica del agua (Pozos 1y 2) y su interaccién
sobre la variable respuesta, el "Porcentaje de
Remocidn de As". En todos los casos se utilizé un
nivel de significancia de a=0,05.

Para todo el tratamiento estadistico se utilizé el
programa Infostat en su versién libre (Rienzo et al.,
2016) para realizar los analisis de correlacion entre
variables.

3. Resultados y Discusion

Las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para los
porcentajes de remocion en relacion a los
tratamientos y pozos presentaron una distribucion
normal (p>0,05). Sin embargo, F de igualdad de
varianzas, reveld heterocedasticidad por lo que el
supuesto de igualdad de varianzas no se cumple
(p<0,05). No obstante, los datos se analizaron
mediante un ANOVA de dos vias ya que el mismo es
bastante robusto a desviaciones moderadas de este
supuesto. Dado que el disefio experimental
planteado es balanceado (con igual numero de
repeticiones por grupo), podemos confiar
razonablemente en las inferencias estadisticas
derivadas.

Los resultados obtenidos del agua sin tratamiento se
presentan en la tabla 2. El agua de ambos pozos se
caracteriz6 por presentar un pH ligeramente
alcalino. De acuerdo a los limites establecidos por el
Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, (2023), el pozo 1 presenté un nivel de
bicarbonato que la clasifica como, fuertemente
bicarbonatada (379 ppm), en tanto el pozo 2 se
clasific6 como agua moderadamente bicarbonatada
(283 ppm).

En cuanto al contenido de As el agua de ambos pozos
reveld la presencia de As por encima de los limites
establecidos por el CAA pero por debajo de la
reglamentacion  provincial (Decreto 2235/02)
mostrando valores en el Pozo 1 de 0,0448 mg/Ly el
Pozo 2 una concentracién de 0,0353 mg/L.
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Tabla 2. Resultado de analisis de pH, bicarbonatos y concentracién de arsénico del agua del Pozo 1 (Casco Urbano) y Pozo 2

(La Jaula) en muestras de agua sin tratar.

Muestra pH HCOs™ (mg/L) As (mg/L)
POzZO 1 7,3 379 0,0448
POZO 2 7,15 283 0,0353

Considerando que ambos se encuentran en el
Acuifero Parand, especificamente en la localidad de
Colonia Ensayo, la presencia del metaloide es
esperable debido a las caracteristicas geoldgicas
particulares de la unidad geomorfoldgica en la que
se encuentran, denominada "Colinas Loéssicas de
Crespo" (Rodriguez, 2006).

En la tabla 3 se muestran los resultados de la
concentracion en ppm de As con los dos
tratamientos en ambas muestras, con sus
respectivos porcentajes de remocion. Los
porcentajes de remocién hallados en ambos pozos
superaron los reportados por Vallecillo et al., (2024)
en el area de Colonia Ensayo. Estos autores lograron
remover el 55 y 27 % del As utilizando polvo de

Moringa oleifera con y sin cdscara, respectivamente.
En el mismo estudio, se menciona haber removido
un 70 y 86 % del metaloide en agua subterranea
extraida de la localidad de Feliciano.

En la figura 5 se muestra el grafico de dispersién de
los datos. El tratamiento A en todas sus repeticiones
en el pozo 1 obtuvo el mismo % de remocidn de
arsénico (87,7 %), mientras que en el pozo 2 el
mismo tratamiento presentd valores superiores
(entre 89,2y 92, 1 %).

El tratamiento B en agua del pozo 1 presentd una
menor remocién de As (entre 55,4 y el 70,8 %) en
comparacién al Pozo 2 (entre 94,1y 96 %).

Tabla 3. Concentracion (ppm) de As y % de remocién obtenido con ambos tratamientos para los dos pozos evaluados.

POZ0O 1 POZ0 2
As (ppm) % Remocion As (ppm) % Remocion
Valor inicial 0,0448 - Valor inicial 0,0353 -
Tratamiento A 0,0055 87,7 Tratamiento A 0,0026 92,6
Tratamiento A 0,0055 87,7 Tratamiento A 0,003 91,5
Tratamiento A 0,0055 87,7 Tratamiento A 0,0028 92,1
Tratamiento A 0,0055 87,7 Tratamiento A 0,0038 89,2
Tratamiento A 0,0055 87,7 Tratamiento A 0,003 91,5
Tratamiento B 0,0174 61,2 Tratamiento B 0,0019 94,6
Tratamiento B 0,0131 70,8 Tratamiento B 0,0021 94,1
Tratamiento B 0,0131 70,8 Tratamiento B 0,0018 94,9
Tratamiento B 0,0135 69,9 Tratamiento B 0,0014 96,0
Tratamiento B 0,02 55,4 Tratamiento B 0,0018 94,9
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Figura 5. Distribucion de los porcentajes de remocion de arsénico obtenida en agua del Pozo 1: Casco urbano y Pozo 2: drea

rural. Los circulos azules corresponden al tratamiento A: polvo de Moringa oleifera con cascara y los circulos rojos al
tratamiento B: polvo de Moringa oleifera sin cascara.

Esto se refleja en el andlisis estadistico de los
porcentajes de remocion de As en los diferentes
Pozos y para cada tratamiento (Tabla 4). Se observd
que el Tratamiento A alcanzé un promedio de
remocion de As superior (89,74 %) y menor
variabilidad (DE= 2,15) comparado con el
Tratamiento B (80,26 %; DE=16,13). Asimismo, el
Pozo 2 mostré un porcentaje de remocién promedio
mas alto (93,14 %) y con menor dispersién (DE=2,10)
en sus datos que el Pozo 1.

La tabla 5 muestra el andlisis ANOVA de dos vias
donde se encontré un efecto estadisticamente
significativo del "Tratamiento" sobre el porcentaje
de remocién de As (F=33,66, p<0,001). Asimismo, el
andlisis mostré un efecto estadisticamente
significativo entre los Pozos (F = 106.14, p < 0,001),
lo cual indicaria que la calidad de agua influye
notablemente en la remocién de As.

Tabla 4. Estadisticas descriptivas del porcentaje de remocién para cada nivel de tratamiento y pozo.

Factor Nivel Media (X7) Desviacion Estandar (DE)
Tratamiento A 89,74 2,15
Tratamiento
Tratamiento B 80,26 16,13
Pozo 1 75,43 12,65
Pozo
Pozo 2 93,14 2,10

Tabla 5. Andlisis ANOVA de dos vias realizado para el analisis del efecto del Tratamiento y el Pozo en el % de remocidn de As.

Fuepte_ ?Ie Suma de Cuadrados (SC) Grados de Libertad Valor F P-valor (p)
Variacion (gl)
Tratamiento 430,59 1 33,66 <0,001
Pozo 1357,95 1 106,14 <0,001
Tratamiento x 819,20 1 64,03 <0,001
Pozo
Residual 204,70 16
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Este efecto también puede observarse en la
interaccion estadisticamente significativa entre el
"Tratamiento" y el "Pozo" (F=64,03, p<0,001). Esto
indicaria que, si bien existe un efecto entre el
tratamiento aplicado en el porcentaje de remocion
de As, el mismo no es constante entre los pozos, lo
que permite deducir que la eficiencia de remocion de
As depende de las caracteristicas especificas del
agua de los pozos a tratar.

Para conocer con mayor profundidad las diferencias
halladas se aplicaron las pruebas post-hoc de Tukey
HSD con un nivel de significancia de a=0.05 se
encontré que pese a existir significancia estadistica
en el efecto principal del tratamiento empleado, no
existe diferencia a nivel global entre los tratamientos
Ay B. En relacidn a la calidad de agua, representada
por la variable “Pozo” se confirmé que existe
diferencia significativa en los porcentajes de
remocion de As en el Pozo 1y el Pozo 2, siendo este
ultimo significativamente mas eficiente. Asimismo,
al correlacionar los porcentajes de remocion de As
con el contenido de bicarbonatos utilizando el
coeficiente de correlaciéon de Spearman éste reveld
una fuerte correlacion negativa (r= -0,87) entre
ambas variables. Estos resultados son consistentes
con lo planteado por Smedley & Kinniburgh, (2002);
John, et al.,, (2018) y Chou et al., (2025) quienes
mencionan que en aguas, levemente alcalinas o
alcalinas y con mayor contenido de bicarbonatos
disminuye la eficiencia de remocion del As en
materiales adsorbentes, debido a la competencia de
éstos aniones por los sitios de adsorcién en los
6xidos de aluminio y hierro. Esta competencia en los
sitios de adsorcion es particularmente relevante
considerando que el arsénico en aguas subterraneas
se encuentra principalmente como arseniato acido o
diacido (As V), cuando las condiciones son oxidantes.
En condiciones reductoras predomina en forma de
arsenito (As lll) o en formas menos cargadas o
incluso neutras. Tanto el As V como el As Il pueden
ser adsorbidos en los d6xidos de hierro y aluminio
presentes naturalmente en los suelos, sedimentos o
en materiales adsorbentes de origen natural como lo
es el polvo de semillas de Moringa oleifera.

4. Conclusiones

Este estudio demuestra que tanto el tipo de
tratamiento como las caracteristicas fisicoquimicas
del agua de cada pozo influyen en el porcentaje de
remocién de arsénico. Asimismo, los resultados
muestran que el polvo de semilla de Moringa
presenta buena eficiencia para adsorber el

metaloide en aguas subterraneas, sin embargo,
deben considerarse las caracteristicas de pH vy
bicarbonatos para decidir utilizar semillas con
cascara y sin cascara. Esto implica que la eleccién del
tratamiento 6ptimo para la remocién de arsénico no
puede hacerse de forma generalizada, sino que debe
considerarse en el contexto de las condiciones
especificas de cada pozo. Este estudio no solo
profundiza en la comprensién de los factores que
influyen la eficiencia de la remocién de arsénico
mediante el uso de Moringa oleifera, sino que
también aporta conocimiento de gran impacto al
desarrollo de tecnologias de tratamiento de agua
sustentables y accesibles.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Vida atil Se estudio la vida atil de una pasta fresca sin gluten, rica en aminoacidos e inulina. Para ello se
Gluten utilizaron dos tipos de envases: polipropileno de alta densidad y nylon de baja densidad. Las
Nylon muestras, previamente envueltas en papel aluminio, se almacenaron refrigeradas hasta por 30
Polipropileno dias, monitoreando semanalmente su humedad por gravimetria en estufa, actividad acuosa (aw)

con un equipo Aqua Lab, textura (dureza, adhesividad, elasticidad y gomosidad) con un
texturémetro. El analisis microbioldgico se realizé por 21 dias (hongos, levaduras, aerobios
mesdfilos, anaerobios sulfitos reductores y coliformes). Los resultados mostraron que la
humedad se mantuvo estable en un 25% en ambos envases, y la actividad acuosa promedio fue
de 0,9. No se detectaron anaerobios sulfitos reductores. Se observé un aumento en la dureza de
la pasta, especialmente en el envase de polipropileno, lo que sugiere un resecamiento superficial.
La elasticidad de la pasta disminuyd y la gomosidad aumentd en ambos envases con el tiempo.
Se concluyé que el envase de polipropileno fue menos efectivo para retener la humedad. Debido
al crecimiento de hongos y levaduras, se recomendé un periodo de almacenamiento corto, de 1
a 3 dias, en refrigeracion y utilizando el envase de nylon.

Study of packaging and shelf life of fresh gluten-free pasta based on
amaranth and Jerusalem artichoke flours

KEYWORDS ABSTRACT

Shelf life The shelf life of fresh gluten-free pasta rich in amino acids and inulin was studied. Two types of
Gluten packaging were used: high-density polypropylene and low-density nylon. The samples, previously
Nylon wrapped in aluminum foil, were stored refrigerated for up to 30 days. Their moisture content
Polypropylene was monitored weekly by gravimetry in an oven, water activity (aw) was measured using an Aqua

Lab device, and texture (hardness, stickiness, elasticity, and gumminess) was measured using a
texturometer. Microbiological analysis was performed for 21 days (fungi, yeasts, mesophilic
aerobes, sulfite-reducing anaerobes, and coliforms). The results showed that moisture content
remained stable at 25% in both containers, and the average water activity was 0.9. No sulfite-
reducing anaerobes were detected. An increase in the hardness of the pasta was observed,
especially in the polypropylene container, suggesting surface drying. Elasticity of pasta decreased
and gumminess increased in both containers over time. It was concluded that the polypropylene
container was less effective at retaining moisture. Due to the growth of mold and yeast, a short
storage period of 1 to 3 days was recommended, under refrigeration, using the nylon container.
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1. Introduccion

La caducidad natural de las pastas frescas presenta
un reto, particularmente para una pasta libre de
gluten, realizada con harinas no convencionales ricas
en aminoacidos esenciales, inulina y compuestos
fendlicos, con propiedades funcionales vy
antioxidantes. Es fundamental, por tanto, investigar
envases que no solo impidan la alteracién de su valor
nutricional y resguarden su inocuidad, sino que
también prolonguen sus caracteristicas de calidad.
Las causas de deterioro de los alimentos, se
encuentran influenciadas por una serie de factores
ambientales como lo son la temperatura, la
humedad, las reacciones con el oxigeno, la luz y el
tiempo. Se contempla la influencia de estos factores
en la metodologia de envasado y seleccidon de los
tipos de envases para este alimento. La harina de
topinambur posee compuestos fendlicos, por lo que
la pasta debera resguardarse de la luz UV. Diaz,
Andrea (2021). A demas la harina de amaranto posee
un alto contenido de folatos (entre 52 y 70 ug/100 g
de materia seca). Los tetrahidrofolatos también son
sensibles a la oxidacién, a la luz ultravioleta y al
aumento de la temperatura, (Schoenlechner, R. et al.
2010; Sepulveda, C. et al. 2019). Esta harina también
posee acidos grasos insaturados entre 6-10% vy si
bien una parte podria convertirse a isomeros trans
debido al proceso térmico de popeado de la semillla
de amaranto, la cantidad disponible en la pasta
también puede ser oxidada por la radiaciéon UV,
(Ariza Ortega, J. A. et al. 2011).

Respecto de las alteraciones que podrian provenir de
un deterioro microbiano, se puede reducir la carga
inicial de coliformes pasteurizando las pastas frescas
antes de envasarlas para prolongar los tiempos de
conservacion, Chigal, P. S. (2021). Otra opcidn es el
secado de la pasta con ventilacion forzada para
distribuir uniformemente el aire caliente en toda la
pasta y a temperaturas entre 40 a 65°C durante 15-
30 minutos y disminuir asi la cantidad de los
microorganismos iniciales, Rojas, J. (2018).

El objetivo, por lo tanto, es prevenir el deterioro de
la pasta asegurando su salubridad y conservando sus
cualidades éptimas por el mayor lapso posible
mediante el estudio de envase y vida util..

2. Materiales y métodos
Elaboracion de la pasta

Se elaboran pastas frescas tipo espagueti, a partir de
harinas no convencionales de topinambur (HT), de
amaranto (HA) y fécula de mandioca (FM). Como

medio liquido se utilizé huevo fresco, agua potable y
chicle de mandioca (CH) para simular el gluten que
no poseen esas harinas. No se utilizaron aditivos, ni
conservantes.

La mezcla se amasa por aproximadamente 30
minutos, fue laminada y se cortada en espaguetis
con 4mm de ancho y un espesor de 2 mm
(Hernandez, A. 2015; Chigal, P. S. 2021; Yalcin, S. et
al. 2007; Larrosa, V. 2014). Luego se dejo secar a
temperatura ambiente (25°C) durante 4 horas a una
humedad ambiente relativa del 40 %.

Se ensayaron 13 formulas, a partir de premezclas
libres de gluten de harinas estudiadas (HA y HT) y
fécula de mandioca (FM) como principales
ingredientes en diferentes proporciones entre si, y se
mantienen fijos los demas ingredientes humedos,
Chicle de mandioca (CH) y huevo. Se utiliza agua
potable de red, un agua de dureza baja a media es
considerada como la mas adecuada para la
elaboracién de las pastas, (Fu B.X. 2008). La cantidad
de agua utilizada varia segun la premezcla y se ajusta
a hasta lograr una masa homogénea y de buena
consistencia. Se realiza un disefio experimental
fundamentado en la combinacién de cantidades
variables de las tres harinas empleadas. Se eligid el
disefio de experimentos de mezcla utilizando el
paguete programa estadistico comercial
Statgraphics Centurion XVLII.

Los rangos establecidos para los componentes de las
mezclas (segln rango alto o bajo) se fijaron en %
(sumando los tres componentes el 100% de la
premezcla de harinas) como se indica:

HA: Harina de amaranto (30-40), HT: Harina de
topinambur (10-20) y FM: Fécula de mandioca (49-
50).

Las cantidades a utilizar de huevo y de chicle de
mandioca se mantienen sin variaciones, 50% y 10%
respectivamente, los cuales son adicionales al 100%
de la mezcla de harinas. El tipo de disefio que se
utilizd fue el de vértices extremos, aumentando el
disefio, obteniendo 13 combinaciones entre los
factores (tabla 1). Con la aplicacion de este criterio
guedaron seleccionadas tres formulaciones de
premezclas F2, F 4y F11, siendo F2 y F4 extremos en
los porcentajes de los componentes, mientras que
F11 posee un valor intermedio respecto de las
anteriores (figuras 1 y 2). A estas tres formulas
elegidas se ensayan los parametros de calidad de la
pasta para la seleccién de la pasta final. Estos fueron:
tiempo 6ptimo de coccion (TOC), determinacion de
los pardmetros de color con colorimetria, textura
con un texturémetro y se someten a un analisis
sensorial.
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Tabla 1. Formulaciones obtenidas en el disefio experimental, donde las composiciones son expresadas en % en peso.

Formulacion Componentes

HA HT FM
1 40,000 11,000 49,00
2 40,000 10,000 50,00
3 31,000 20,000 49,00
4 30,000 20,000 50,00
5 37,625 13,125 49,25
6 37,625 12,625 49,75
7 33,125 17,625 49,25
8 32,625 17,625 49,75
9 40,000 10,500 49,5
10 35,500 15,500 49,00
11 35,000 15,000 50,00
12 30,500 20,000 49,50
13 35,250 15,250 49,50

La formula desarrollada y estudiada en los ensayos
de envase y vida util, corresponde a aquella que
obtuvo mayor aceptabilidad general seguin el andlisis
sensorial realizado. Esta formula contiene 40 % HA,
10% de HT y 50 % FM (figura 3). Por consiguiente, se
selecciona la formula F2 para los posteriores
estudios de packaging y vida util.

Figura 3. F2 Espagueti fresco
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Envasado

Con el objetivo de determinar el tiempo de
conservacion en diferentes envases, se dispone de la
pasta en diez muestras de 50 gr. Con el objetivo de
resguardar la pasta de la radiacion UV, fueron
envueltas en papel aluminio como envase primario
en contacto directo con la pasta, e inmediatamente
luego se colocaron en envases plasticos secundarios.
Se ensayaron dos tipos de empaques plasticos
comerciales (figura 4). Estos empaques pasticos
consisten en bolsas termo selladas de Nylon de baja
densidad (70 um) y en bolsas de polipropileno de alta
densidad (18 um), ambas se termosellaron
inmediatamente, luego de introducir la muestra de
pasta envuelta en aluminio (Pruna Tapia, D. B. 2020;
Chigal, P. S. 2021). La pasta se refrigeré en heladera
a temperatura de 8°C y humedad de 61 %.

Figura 4. Envases (a) nylon y (b) polipropileno.

Estudio de vida util

Se estimo el tiempo de vida util teniendo en cuenta
las caracteristicas de calidad e inocuidad del
producto  desarrollado que garanticen su
aceptabilidad y perdurabilidad en el tiempo. Se
siguié una frecuencia de muestreo que es la misma
tanto a la pasta envasada en nylon como en
polipropileno, para luego realizar los anélisis
fisicoquimicos, texturales 'y  microbioldgicos
necesarios, que permitan identificar a lo largo del
tiempo, en qué momento la pasta presenta un
deterioro significativo, volviéndose inseguro o
inaceptable para los consumidores. Los indicadores
de deterioro de la vida util de la pasta fueron:
humedad, actividad acuosa, textura y analisis
microbioldgico, en el tiempo de corte de la vida util.

Determinacion de humedad

Los ensayos se realizaron de acuerdo al CAA (capitulo
IX, articulo 720 - Res 305, 26.03.93) estableciendo

que el contenido de agua de las pastas frescas no
deberd ser superior a 35% p/p. Los analisis se
realizan por triplicado para cada envase con una
frecuencia de muestreo de una vez por semana
durante 30 dias. Se lleva a cabo en estufa a 105°C por
aprox. 12 hs. con wuna masa inicial de
aproximadamente 2 gramos hasta lograr peso
constante (figuras 5y 6).

Determinacion de actividad del agua

La actividad del agua se determind mediante un
equipo marca Aqualab modelo Pawkit. Los analisis
se realizan por triplicado para cada envase con una
frecuencia de muestreo de una vez por semana
durante 30 dias para una masa aproximada de 3 g.,
Cardona Serrate, F. (2019).

Figura 6. Muestras secadas en horno a peso constante.
Andlisis microbioldgico.

Segun el CAA en el capitulo IX, articulo 720 - (Res 305,
26.03.93) se establece que las pastas frescas
deberdan mantenerse refrigeradas y expenderse
dentro de las 48 horas y responder a las siguientes
exigencias microbioldgicas:

REVISTA INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS | CC BY-NC-SA 4.0 | ISSN 2796-9444

82


https://revistas.uncu.edu.ar/ojs3/index.php/revicap

REXICAp

Revista Ingenieria y Ciencias Aplicadas
ISSN 2796-9444 / Num. 2. Vol. 5 - 2025
https://revistas.uncu.edu.ar/ojs3/index.php/revicap

e S. aureus coagulasa positiva: menor de 103
UFC/g

e Salmonella: ausencia: en 25g.

e Hongosy levaduras: menor de 104 UFC/g

En este ensayo se analiza microbiolégicamente a la
pasta en la determinacién de hongos y levaduras,
como alteradores de la calidad y aerobios mesofilos,
anaerobios sulfitos reductores como patdgenos, ya
que una de las materias primas usadas es un
tubérculo. Los sulfito-reductores son un grupo de
especies del género Clostridium, (Cardona Serrate, F.
2019). Las muestras elaboradas y envasadas se
mantuvieron refrigeradas a 8°C en heladera.

Los analisis microbioldgicos se llevaron a cabo en
ambos envases estudiados durante 21 dias con una
frecuencia de muestreo de una vez por semana. Para
el andlisis de aerobios mesdfilos, se siguid el método
horizontal para el recuento de microorganismos:
Recuento de colonias a 30°C mediante la técnica de
siembra en profundidad. Procedimiento segun
International Standard Organization ISO 4833-
1:2013

Los analisis para hongos y levaduras siguen el
procedimiento segun International Standard
Organization ISO 6611:2004. La técnica para la
determinacion de bacterias coliformes, se inocula
por duplicado 0,1 g de pasta en tubos conteniendo
caldo McConkey. Se evaltia como positivo cuando se
observé turbidez y formacién de gas (los resultados
para ambas muestras del dia 21 se evalian como
negativos porque se observd turbidez, pero no
presencia de gas).

Para la realizacion de los andlisis de anaerobios
sulfito reductores, se sigue el Método Horizontal
para el Recuento de bacterias sulfito reductoras que
crecen en anaerobiosis (Procedimiento segun
International Standard Organization ISO
15213:2003).

Andlisis de textura

Se realizaron analisis de perfil de textura (TPA) a la
pasta fresca envasada y refrigerada una vez por
semana durante 30 dias. Estas determinaciones se
realizaron por triplicado para cada envase. Este
ensayo consiste en comprimir el alimento en dos
veces consecutivas sin llegar a romperlo, simulando
dos mordidas, mediante una deformacién del 50 %
respecto de la altura inicial de la pasta y asi registrar
la curva de la fuerza empleada en funcién del

tiempo, o la distancia, ya que se suele comprimir a
velocidad constante (0,5 mm/s). (Martinez et al.,
2007; Battle et al 2018).

El perfil de tetura (TPA), se realizd utilizando el
texturémetro BROOKFIELD TEXTURE PRO CT con una
sonda denominada Knife, la cual simula el diente.
Para las mediciones se utilizaron 3 tiras de fideos
frescos de 40 mm de largo, 20 mm de ancho y 2mm
de espesor (figura 7), Limroongreungrat, K., &
Huang, Y. W. (2007).

Figura 7. Preparacion de la muestra para determinacién
del TPA.

En este estudio se evaluan los parametros: dureza,
adhesividad, elasticidad, gomosidad y cohesividad
de la formula en estudio.

La fuerza maxima que realiza la sonda durante la
primera compresién corresponde a la dureza. La
adhesividad es el trabajo necesario para separar la
sonda de la muestra y corresponde al area de fuerza
negativa después de la primera compresion. La
elasticidad es la distancia a la que una muestra
deformada vuelve a su estado de no deformidad
después de que se retire la fuerza de deformacién de
la segunda compresién. La cohesividad relaciona el
area bajo el segundo pico al area bajo el primer pico,
(Limroongreungrat, K. et al. 2007; Martinez et al.,
2007).
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1. Resultados y Discusion

Los resultados de porcentaje de humedad se
muestran en la tabla 2 donde se indica cada
determinacién realizada como promedio de los
resultados triplicados obtenidos semanalmente
durante 30 dias. Los resultados sugieren que la
cantidad de humedad que retiene la pasta puede
asociarse a la inulina presente, la cual permite
retener gran contenido de agua en la estructura del
alimento, segln Diaz, Andrea (2021). Puede verse
que el contenido de humedad para la pasta
almacenada varia ligeramente tanto en envase de
nylon como de propileno. A la semana 4, la pasta

envasada en ambos envases tiende una humedad
promedio del 25%, valor que se encuentra dentro de
los parametros establecidos por el CAA para pastas
frescas. Con respecto a la actividad de agua, segun
los resultados obtenidos en la tabla 3, puede
observarse una ligera disminucién de la misma en
ambos envases a medida que transcurren los dias de
almacenamiento.La actividad del agua promedio de
la pasta almacenada es de 0.9, similar a la
encontrada en otros trabajos donde se desarrollan
pastas frescas alternativas, (Limroongreungrat, K., et
al. 2007). En las siguientes tablas se muestran los
resultados de los analisis microbioldgicos realizados.

Tabla 2. Resultados de los porcentajes humedad en la pasta refrigerada en polipropileno y nylon.

% Humedad ler 2da

determinacion determinacion

3er 4ta 5ta

determinacion determinacion determinacion

Polipropileno 26,637 % H 19,534 % H 17,506 % H 25,12 %H 25,65 %H
Nylon 26,637 % H 26,825 % H 23,879 % H 26,708%H 25,425%H
Tabla 3. Resultados de la actividad de agua (aw) para la pasta en nylon y polipropileno.
ler 2da 3er 4ta 5ta
determinacion determinacion determinacion determinacion determinacion
aw polip 0,92 0,85 0,90 0,89 0,86
aw nylon 0,92 0,91 0,91 0,90 0,88
Tabla 4. Aerobios mesofilos Tabla 6. Hongos y levaduras
Dia Envase Ufc/g Dia Envase Resultado
0 Nylon 66.200 0 Nylon presenciaen0,1g
Polipropileno 65.400 Polipropileno presenciaen0,1g
7 Nylon 935.000 7 Nylon presenciaen0,1g
Polipropileno 120.000 Polipropileno presenciaen0,1g
14 Nylon 1,56x10° 14 Nylon presenciaen0,1g
Polipropileno 8,82x10° Polipropileno presenciaen0,1g
2 Nylon 3,84x10’ 2 Nylon ausenciaen0,1g
Polipropileno 2,18x107 Polipropileno ausenciaen0,1g
Tabla 5. Hongos y levaduras Tabla 7. Anaerobios sulfito reductores
Dia Envase Ufc/g Dia Envase Resultado
Nylon 970 Nylon ausenciaen0,1g
0 . . 0 . . .
Polipropileno 1.200 Polipropileno ausenciaen0,1g
Nylon 41.500 Nylon ausenciaen0,1g
7 . . 7 . . .
Polipropileno 30.000 Polipropileno ausenciaen0,1g
Nylon 7,28x10° Nylon ausenciaen0,1g
14 . . 5 14 . . .
Polipropileno 1,28x10 Polipropileno ausenciaen0,1g
Nylon 2,78x10° Nylon ausenciaen0,1g
21 . . 5 21 . . .
Polipropileno 2,38x10 Polipropileno ausenciaen0,1g
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En la tabla 4 se observa un aumento de los aerobios
mesofilos a medida que transcurren los dias, lo cual
puede asociarse al origen de la materia prima como
es el caso de los tubérculos de topinambur que
provienen del subsuelo o malas condiciones de
almacenamiento de las semillas de amaranto.

Los aerobios meséfilos son indicadores de la
inocuidad del alimento, haciendo referencia a la
materia prima utilizada, la manipulacion vy
procesamiento, asi como también el
almacenamiento del producto, (Cardona Serrate, F.
2019; Karel, M. 1976).

Otros factores que podrian influir en este desarrollo
microbiano se asociarian a la estabilidad de la
actividad acuosa, debido a los empaques utilizados
que son impermeables a la humedad y ademas
fueron herméticamente sellados.

De manera similar, se puede deducir que el
desarrollo de hongos y levaduras observado en la
tabla 5, se relaciona a la actividad del agua de la
pasta determinada al dia 30, de aproximadamente
0,9 (tabla 3). Esto es debido a que la mayoria de
mohos y levaduras comienzan su desarrollo a una aw
de 0,7, (Cardona Serrate, F. 2019; Karel, M. 1976;
Josefina, C. et al. 2014).

Para que las levaduras se desarrollen se necesita de
una humedad de 20% o mas y los mohos necesitan
humedades entre 13 y 16%. En este caso la pasta
tiene una humedad inicial de 25%, que si bien esta
dentro de los parametros establecidos en el CAA
para pastas frescas, favorece el desarrollo de estos
microorganismos. Debido a las caracteristicas que
poseen los anaerobios sulfito reductores se suelen
usar como indicadores de la calidad higiénica del
aguay de los alimentos. Los resultados obtenidos en
la tabla 7, indican la ausencia de microorganismos

esporulados bacilos gram positivos del género
Clostridium; (Josefina, C. et al. 2014).

Hay que contemplar que en esta pasta no se han
utilizado conservantes mas alld de los propios vy
naturales del mismo alimento.

El huevo, debido a la lisozima tiene actividad litica
frente a las paredes de las bacterias Gram positivas,
asi mismo contiene fosvitina la cual unida a iones
metalicos le confiere propiedades antibacterianas,
sin embargo, puede ocurrir a que luego de la coccidn
de la pasta se inactive o desnaturalice la misma,
Carrillo, W. (2013).

Es posible reducir la carga microbiana inicial de la
materia prima a utilizar en la formulacién irradiando
a las harinas con radiacion gamma para esterilizar.
Palomino Heredia, P. P. (2010).

En el analisis de textura se observa tanto en la tabla
8 como en las figuras 8 y 9, que la carga del primer
pico correspondiente al primer dia de elaboracion de
la pasta, indica una dureza menor que en las
sucesivas semanas de almacenamiento, tanto en la
pasta envasada en polipropileno como en nylon.

Sin embargo, con el tiempo la dureza de la muestra
almacenada en polipropileno se eleva y se mantiene
en este valor elevado desde la primera semana de
almacenamiento en adelante. La muestra
almacenada en el envase de Nylon parece ir
aumentando gradualmente alcanzando un valor
mucho menor que para la pasta envasada en
polipropileno a la tercera semana. Esta dureza
elevada y mantenida en el tiempo para la pasta
almacenada en polipropileno se relacionaria a un
“resecamiento  superficial”, manteniendo o
reteniendo la humedad en el centro de la misma,
(Gonzalez, J. J. et al.2000) (figura 10)

Tabla 8. Parametros evaluados de la pasta fresca durante el ensayo TPA.

Almacenamiento Envase Dureza Adhesividad Cohesividad Elasticidad Gomosidad
(N) (mJ) (mm) (N)

Dia 1 5,673 0,013 0,506 3,28 2,753
Semanal Polipropileno 16,34 0,016 0,223 0,25 4,706
Nylon 9,79 0,013 0,3 0,226 1,956

Semana 2 Polipropileno 16,07 0,02 0,28 0,92 4,656
Nylon 8,716 0,006 0,526 1,196 3,49

Semana 3 Polipropileno 16,683 0,03 0,493 0,916 7,84
Nylon 15,52 0,026 0,236 1,74 3,716

Semana 4 Polipropileno 18,573 0,02 0,26 2,75 4,226
Nylon 9,46 0,013 0,496 0,956 5,113
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Figura 8. TPA pasta envasada en Polipropileno durante 3
semanas
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Figura 9. TPA pasta envasada en nylon durante 3 semanas

La adhesividad es un parametro que parece
mantenerse durante el almacenamiento en ambos
envases estudiados, mientras que la elasticidad es un
parametro que va disminuyendo con el tiempo de
almacenamiento con respecto al dia 1 de envasado,
inversamente ocurre con la gomosidad.

Las pastas frescas almacenadas que contienen
almidén gelatinizado tienden a producir una
retrogradacion de la amilopectina, (Mariotti, M., et.
al 2011).

Esta pasta fresca almacenada estd preparada con
una harina tratada térmicamente (HA), por lo tanto,
el almidéon de la pasta se encuentra en parte
gelatinizado, ademas del almidén gelatinizado del
chufio que también forma parte de la formula.

Durante este proceso las moléculas de amilopectina
se reagrupan dependiendo de la afinidad de los
grupos hidroxilo sobre cadenas adyacentes,
Pomeranz, Y. (1985).

Esto se traduce en un aumento de la rigidez en la
pasta produciendo un exudado por sinéresis.

La retrogradacién del almidon depende de varios
factores tales como las condiciones de
almacenamiento (tiempo vy temperatura de

refrigeracion) que influyen sobre la velocidad en que
este proceso de sinéresis se lleva a cabo, (Iturriaga,
L. B. 2001; Mariotti, et al. 2011).

Figura 10. Aspecto de la pasta envasada y refrigerada
luego de tres semanas.

En el caso de esta pasta no se evidenciaron cambios
en su contenido de humedad durante el tiempo de
almacenamiento refrigerado en nylon por lo tanto
no se manifiesta el proceso de sinéresis. Sin
embargo, en la pasta almacenada en polipropileno
hubo una disminucién de la humedad en la semana
2y 3, que podria deberse a una cierta permeabilidad
del envase, volviendo finalmente a su valor inicial de
humedad debido a una redistribucién y retencidn del
agua dentro del alimento por la presencia de fibra
(Nilusha R., et. al 2019).

Esta variacion en la humedad de la pasta envasada
en polipropileno se correlaciona con valores mas
altos de dureza en la pasta almacenada y refrigerada
en este envase.

2. Conclusiones

Debido a que la humedad de la pasta es uno de los
criterios clave para la seguridad debido a que
propicia el desarrollo de microorganismos, es
conveniente optar por el nylon en este aspecto. La
actividad de agua de la pasta disminuye levemente
con los dias de almacenamiento en ambos envases,
aunque es elevada, lo que hace que sea mas
susceptible al desarrollo microbiano permitiendo asi
el crecimiento de bacterias. Con respecto a la
humedad, si bien los valores se mantuvieron
ligeramente estables y aceptables para pastas
frescas, analizando los resultados puede verse que el
envase polipropileno es un poco mas inestable para
mantener este pardmetro. Esto puede deberse a que
el polipropileno tiene mayor permeabilidad, lo cual
también coincide con el aumento de dureza que se
observa en la pasta almacenada en este envase. Por
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otro lado, asi como no es deseable un aumento en la
gomosidad, tampoco es deseable una disminucion
de la elasticidad. Por lo analizado anteriormente se
recomienda un periodo de almacenamiento corto de
1 a 3 dias de refrigeraciéon en envase de nylon, lo cual
permite asegurar las condiciones de inocuidad, como
sus propiedades nutricionales y de calidad.
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RESUMEN

La vitivinicultura experimenta un desarrollo creciente en Entre Rios y, el uso de levaduras
autdctonas se extiende para obtener vinos diferenciados. El objetivo principal de este trabajo fue
analizar dos procesos de vinificacién con levaduras autdctonas (Saccharomyces cerevisiae, cepa
GenBank: 0Q520880.1) aisladas previamente: uno de ellos inoculado con células libres y el otro
con células inmovilizadas en matriz de alginato, sobre mostos de uvas regionales (Tannat y
Marselan). El experimento consistio en un disefio experimental 22. El seguimiento del proceso se
realizé mediante la determinacion del porcentaje de sélidos solubles, el calculo de la densidad y
la velocidad global de consumo de sustrato para cada sistema. Los ensayos realizados en la
variedad Tannat evidenciaron que las levaduras en estado inmovilizado presentaron una mayor
capacidad de metabolizar los azlcares (7,90 + 0,19 g.L'1.d), frente a la misma variedad con
levaduras en estado libre (6,59 + 0,13 g.L'L.d1). Sin embargo, no se registraron diferencias
estadisticamente significativas entre el sistema libre (6,75 *+ 0,16 g.L-1.d!) y el inmovilizado
(6,75 + 0,11 g.L'L.d1) en los ensayos realizados con la variedad Marselan. En conclusion, la
inmovilizacion de levaduras nativas podria aportar ventajas tecnoldgicas al proceso de
vinificacion.

Immobilization of native yeasts for producing regional wines

KEYWORDS

Native yeasts
Immobilized cells
Tannat

Marselan

ABSTRACT

Viticulture and enology are undergoing rapid growth in Entre Rios, and the use of indigenous
yeasts is becoming more widespread to obtain distinctive wines. The main objective was to
analyze two winemaking processes with regional grape varieties (Tannat and Marselan) using
indigenous yeasts (Saccharomyces cerevisiae, GenBank 0Q520880.1) previously isolated. One
system was inoculated with free cells and the other with cells immobilized in an alginate matrix.
The experiment consisted of a 22 experimental design. Process monitoring was performed by
soluble solids determination, density by an empirical formula and the overall rate of substrate
consumption for each system. Assays carried out on Tannat variety showed that immobilized
cells exhibited a greater capacity to metabolize sugars (7.90 + 0.19 g-L™"-d™") compared with the
same variety using free cells (6.59 + 0.13 g-L™"-d™"). However, no statistically significant differences
were observed between the free system (6.75 + 0.16 g-L™"-d™") and the immobilized cells (6.75
0.11 g-L™"-d™") when compared with Marselan variety. In conclusion, immobilization of indigenous
yeasts could provide technological advantages to the winemaking process.
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1. Introduccion

El actual escenario vitivinicola se caracteriza por la
creciente competitividad de los mercados nacionales
e internacionales y por las demandas de
consumidores que exigen productos innovadores.
Por este motivo, los elaboradores de vinos se ven
obligados a optimizar sus procesos de produccion e
implementar estrategias de diferenciacion. Una
alternativa que ha ganado relevancia en los uUltimos
afios es el empleo de levaduras autdctonas
seleccionadas en funcion de su adaptacién a las
condiciones ecoldgicas y tecnoldgicas especificas de
cada region. Esta practica no solo favorece la
obtencion de vinos con propiedades organolépticas
distintivas, asociadas a su terroir, sino que también
contribuye a la conservacion de la biodiversidad
microbiana local (Miranda Castillejo et al., 2015;
Alonso Gonzalez & Parga Dans, 2019; Lappa et al.,
2020; Zabukovec et al., 2020). La diversidad de
levaduras autdctonas confiere a los vinos una mayor
complejidad sensorial y una identidad regional mas
acentuada en comparacién con aquellos
fermentados con cepas comerciales estandarizadas
(Bougreau et al., 2019).

En los ultimos diez afos, la superficie de vides
plantadas en la provincia de Entre Rios aumentd un
67,5%. La variedad de uvas tintas Tannat se ha
instaurado en esta provincia, debido no solo a las
condiciones climaticas y calidad de los suelos, sino
también a la tipicidad de los vinos obtenidos y, junto
con el varietal Marselan, representan el 60 % de las
uvas destinadas a la producciéon de vinos en la
provincia (INV, 2024).

La vinificacion en tinto se ha basado histéricamente
en sistemas de fermentacidon sumergida utilizando
células libres de Saccharomyces cerevisiae como
cultivo iniciador (Moreno Garcia et al., 2018). Por
otra parte, en afios recientes, la técnica de
inmovilizacion celular ha surgido como area de
investigacién en enologia, debido a posibles ventajas
tecnoldgicas y econdmicas frente a los sistemas
convencionales. Esta metodologia, cuya aplicacidon
se ha consolidado exitosamente en procesos
industriales como la producciéon de alcoholes, acidos
organicos y enzimas (Liouni et al., 2008; Reddy et al.,
2018; Lépez-Menchero et al.,, 2021), puede ser
adaptada al contexto vitivinicola mediante el empleo
de diversos sustratos gelificantes, destacando entre
ellos el alginato de calcio como matriz preferencial.
Las ventajas comparativas de este sistema,
particularmente cuando se emplea la técnica de
atrapamiento en matrices de alginato, son el
incremento en la productividad fermentativa
(Djordjevi¢ et al., 2015; Bokkhim et al., 2018), la

optimizacién de la eficiencia metabdlica mediante
altas densidades celulares en biorreactores, la
facilitaciéon de la separacién celular en fase de
sedimentacidn, la reduccion del periodo de latencia
microbiana y la estabilizacion del proceso
fermentativo (Lopez-Menchero et al., 2021).
También se ha observado una elevada tasa de
supervivencia y buenas condiciones para el
almacenamiento, lo que permitiria reducir costos
relacionados con el uso de levaduras liofilizadas (Kim
etal, 2017; Kim et al., 2018).

El objetivo principal de este trabajo fue analizar dos
procesos de vinificacion con levaduras autdctonas
aisladas previamente por este grupo de
investigacion: uno de ellos inoculado con células
libres y el otro con células inmovilizadas en matriz de
alginato, sobre mostos de dos variedades de uvas
regionales, Tannat y Marselan.

2. Materiales y métodos
Disefio experimental

El ensayo se llevd a cabo en el Laboratorio de
Microbiologia y Biotecnologia de Alimentos (MIBIAL)
de la Facultad de Ciencias de la Alimentacion, de la
Universidad Nacional de Entre Rios.

Para alcanzar el objetivo propuesto se confecciond
un disefio factorial 22, donde se evaluaron los
siguientes factores: variedad de uva (Tannat y
Marselan) y método de fermentacién (tradicional y
células inmovilizadas), por medio de micro-
vinificaciones. Se utilizaron dos réplicas bioldgicas de
cada ensayo.

Materia prima

Se dispuso de uvas de las variedades Tannat vy
Marselan de la vendimia 2022, provenientes de un
vifiedo de la zona
(-31.24842418240885, -58.117994400881244). Las
uvas se cosecharon en el estado o6ptimo de
maduracion de acuerdo al endlogo del vifiedo vy
fueron mantenidas en conservacion a -18°C hasta el
momento de su uso para evitar su deterioro
microbiano, sensorial y nutricional.

Levadura autdctona Saccharomyces cerevisiae (cepa
Genbank 0Q520880.1)

Esta cepa fue aislada de uvas de la variedad Tannat
de la region de Concordia por el equipo de
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investigacion del laboratorio antes mencionado. Fue
seleccionada por sus caracteristicas biotecnoldgicas,
como el poder fermentativo, la tolerancia al etanol y
al didxido de azufre, capacidad de floculacién y
factor killer (Davies et al, 2023) y su identificacion se
llevd a cabo por métodos moleculares (Gerard et al,
2023). La cepa Saccharomyces cerevisiae
0Q520880.1, conservada en congelacion, se activd
en caldo YPD (extracto de levadura - peptona -
dextrosa) a 30°C, 24 h antes de su utilizacién. Al
finalizar esta etapa, un tubo de 5 mL de medio con la
levadura, fue usado de indculo en 45 mL de caldo
YPD, a 30°C durante 48 h en agitacion, para lograr su
propagacion.

Inmovilizacion de levadura autéctona

La combinacién de sustancias inmovilizantes fue
0,5% de alginato de sodio y 0,5% de cloruro de calcio
(Soldd et al., 2025). Para ello se prepararon
concentraciones de alginato de manera tal que, al
mezclarse con el inéculo, permitieran obtener la
concentracion final deseada. Tanto las soluciones de
alginato como las de cloruro se esterilizaron
previamente a 121 °C 15 min-1.

Para inmovilizar las células, un volumen de 10 mL de
indculo se mezcléd con la cantidad requerida de
alginato mediante agitador magnético para obtener
una suspension uniforme. Usando una jeringa
hipodérmica estéril 22G 1", la suspension de
levaduras se dejo caer gota a gota sobre 50 mL de
solucién de cloruro de calcio. Las esferas formadas
se dejaron en reposo 30 min y luego se filtraron para
usarse como indculo (Kim et al.,, 2017; Kim et al.,
2018; Utami et al., 2022).

Ensayos de microvinificaciones

Se llevaron a cabo microvinificaciones (100 mL) en
mostos de uvas de las variedades Tannat y Marselan
con la levadura autéctona en condiciones de
inmovilizacion y libre. Las uvas se despalillaron y
trituraron, se agregd metabisulfito de potasio a
razén de 200 mg L, seglin las précticas enoldgicas
habituales (Stockley et al., 2021) y luego de 30 min
se inocularon con S. cerevisiae 0Q520880.1 tanto
inmovilizadas en la condicién preestablecida, como
en sistema libre. Para el indculo se tuvo en cuenta
contar 106 UFC/mL al inicio de fermentacion. El
seguimiento del proceso fue mediante Ia
determinacién de pH, densidad y el porcentaje de
solidos solubles. Los ensayos se llevaron a cabo por
triplicado.

Sélidos solubles

Se determinaron por método refractométrico, con
refractometro termocompensable (Hanna
Instruments modelo HI 96801, Rumania).

Densidad

Fue calculada a partir de lecturas refractométricas
corregidas segin el modelo empirico propuesto por
Plugatar el al. (2023).

pH

Se determinaron por método potenciométrico, con
peachimetro Boeco modelo BT-500, Germany, segun
AOAC, 2019, 21st Ed., Official Method 960.19.

Velocidad global de consumo de sustrato

Con los datos de la variacién de los sélidos solubles,
se calculd la velocidad global de consumo de
sustrato, de acuerdo a la ecuacién 1:

)
==t (1)

Donde Si es el sustrato inicial expresado como
g S.L'Y, Sf el sustrato final (g S.L'Y) y t el tiempo
expresado en dias.

Andlisis estadistico de los datos

El analisis estadistico de los datos se realizé
mediante un andlisis de varianza (ANOVA), con el
software Statgraphics Centurion XV, empleando un
nivel de significancia de p<0,05. Cuando se
observaron diferencias estadisticamente
significativas entre medias se aplico el test LSD.

3. Resultados y Discusion

Seguimiento de los procesos fermentativos: Los
procesos [CM6.1] la cinética fermentativa se
llevaréon a cabo durante 16 dias, de acuerdo al
disefio propuesto. El seguimiento de los mismos se
muestra en la Figura 1.

Los valores iniciales de sdélidos solubles en la
vendimia analizada en este estudio (21,20 y 19,40
°Brix para Tannat; 18,50 y 18,57 para Marselan) son
similares a los reportados en uvas tintas. En
particular, para 2017 y 2018, las uvas Cabernet Franc
mostraron valores de 23,00 y 20,90 °Brix,
respectivamente; Cabernet Sauvignon presentd
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21,56 y 19,40 °Brix en esos mismos afos (Biniari et
al., 2020). La variedad Merlot registré 25,00 °Brix en
2017 y 18,53 °Brix en 2018. En cuanto a la variedad
Tannat, Piccardo y sus colaboradores (2019)
reportaron un valor de 24,30, 19,30 y 26,30 °Brix en
las vendimias de 2016, 2017 y 2018 respectivamente

1100

en Uruguay. Otros estudios que analizaron ambas
variedades en las vendimias de 2015 y 2016 también
reflejan valores similares: Tannat con 25,00, 22,10y
24,50 °Brix en 2015, y 20,80 °Brix en 2016; vy
Marselan con 23,20 °Brix en 2015 y entre 24,90 y
25,30 °Brix en 2016 (Favre et al., 2020).
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Figura 1. Seguimiento de las fermentaciones [CM11.1]para las variedades Tannat y Marselan en sistema libre (TSLy MSL) e

inmovilizado (TSI y MSI), respectivamente.

Tabla 1: Comparacién de velocidades de consumo de sustrato en microvinificaciones para las variedades de
uva Tannat y Marselan en estado libre e inmovilizado.

Velocidad de consumo de sustrato (g.L.d?)

Sistemas Varietal
Tannat Marselan
Levadura autdctona libre 6,59+0,13° 6,75+0,16°
Levadura autéctona inmovilizada 7,90+0,19°2 6,75+0,11°

Letras diferentes en una columna indican diferencias estadisticamente significativas (LSD; p<0,05)

En los cuatro sistemas ensayados, se observé la fueron
detencién del proceso fermentativo,

encontrados por Kim (2018) en
fermentaciones vinicas usando levaduras

aproximadamente a los 5 dias del inicio de las
fermentaciones. En fermentaciones espontaneas, se
ha reportado para las mismas variedades de uvay en
tres vendimias, la detencion de la fermentacion
alrededor de los 8 dias (Davies et al, 2023).

Velocidad global de consumo de sustrato

Las velocidades globales de consumo de sustrato se
indican en la Tabla 1. Se evidencié una mayor
capacidad de metabolizar los azucares por parte de
la levadura autdéctona en estado inmovilizado en la
variedad Tannat (7,90+0,19 g.L'.d?), frente a la
misma variedad de uva con las levaduras en estado
libre (6,5940,13 g.L't.d?!). Resultados similares

inmovilizadas. En cuanto a la variedad Marselan, no
exhibié diferencias estadisticamente significativas
entre el sistema libre (6,75%0,16 g.Ltd?) y el
inmovilizado (6,75+0,11 g.Lt.d?).

Al analizar las pendientes de las velocidades en la
etapa lineal (t=2dias[CM1.1]) de los sistemas
ensayados, se puso en evidencia la mayor velocidad
de consumo de sustrato en esta etapa por parte de
S. cerevisiae 0Q520880.1 en el sistema libre
[gd2.1]en la variedad Marselan, mientras que en
Tannat no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos
(Tabla 2). }Sin embargo, esta tendencia inicial no se
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ve reflejada en el resultado final de las VGC. Esto
podria atribuirse a las diferencias fisiologicas de los
varietales estudiados, y la necesidad de adaptacion

de la levadura al medio (Ribéreau Gayon et al.,
2003).

Tabla 2: Comparacién de las pendientes en las etapas lineales en microvinificaciones para las variedades de uva Tannat y

Marselan en estado libre e inmovilizado

Variedad Sistema Pendiente
Tannat Inmovilizado -29,8+1,5b
-28,1+0,7b

Marselan Inmovilizado -23,6%1,2 ¢
-33,1+1,2 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas para cada variedad (LSD; p<0,05)

4. Conclusiones

Al observar las velocidades globales de consumo de
sustrato, S. cerevisiae 0Q520880.1 demostré una
mayor eficiencia para metabolizar azlcares en uvas
Tannat en sistema inmovilizado en comparacién con
el sistema libre y con la variedad Marselan en ambos
tratamientos. Estos hallazgos sugieren que la
inmovilizacion de levaduras para vinificacion puede
representar una alternativa tecnoldgicamente
viable, cuyas ventajas potenciales (como la mejora
en la eficiencia fermentativa) seran exploradas en
profundidad en investigaciones posteriores.

Los resultados obtenidos posicionan a la variedad
Tannat como relevante para estudios enoldgicos en
la regién, destacandose como material de partida
para futuros ensayos a mayor escala y bajo
condiciones de afiejamiento controladas.
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viabilidad como su actividad pectinolitica durante al
menos 18 meses de almacenamiento a 4 °C. Estos
resultados demuestran la eficacia de este protocolo
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como fuente enzimdtica para aplicaciones
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PALABRAS CLAVES RESUMEN
Celdas de Voronoi En este trabajo se presenta un modelo geométrico para describir la dindmica celular mediante el
Dinamica celular uso de celdas de Voronoi. Se estudian las condiciones bajo las cuales dichas celdas, construidas
Convergencia de Hausdorff  a partir de nucleos celulares en un dominio compacto, y modeladas como celdas de Voronoi,
Convergencia de convergen en sentido de Kuratowski y de Hausdorff. Para ello, se formaliza el desplazamiento de
Kuratowski. una célula como una sucesion de sitios que tiende a una posicidn final, y se prueba que las
correspondientes celdas convergen topoldgicamente. La divisién celular (mitosis) se modela
como la adicidn de un nuevo sitio, mientras que la muerte se representa mediante celdas con
peso, aumentando progresivamente dicho peso hasta anular la celda. Los resultados permiten
establecer criterios matemadticos precisos para simular dinamicas celulares de manera estable.
Este enfoque aporta una base formal al estudio de procesos biolégicos mediante herramientas
de la teoria de andlisis lineal. Se muestran ejemplos de implementacidn de la simulacién en el
plano bidimensional.
Modeling cell dynamics using Voronoi cells
KEYWORDS ABSTRACT
Voronoi cells In this work, a geometric model is presented to describe cellular dynamics using Voronoi cells.
Cellular dynamics The conditions under which these cells, constructed from nuclei of cell within a compact domain
Hausdorff convergence and modeled as Voronoi cells, converge in the Kuratowski and Hausdorff sense, are studied. To
Kuratowski convergence this end, the displacement of a cell is formalized as a sequence of sites converging to a final

position, and it is shown that the corresponding cells converge topologically. Cell division
(mitosis) is modeled as the addition of a new site, while death is represented by weighted cells,
increasing that weight progressively until the cell is nullified. The results allow for the
establishment of precise mathematical criteria to simulate cellular dynamics in a stable manner.
This approach provides a formal basis for the study of biological processes using tools from linear
analysis theory. Examples of the simulation implemented in the two-dimensional plane are
presented.

dependen de la funcion distancia elegida para medir
la cercania entre puntos y de las caracteristicas del
conjunto generador T. Los primeros hallazgos se
remontan a Descartes (1656), cuando publica que el
sistema solar estaba compuesto por voértices y
regiones convexas formadas por materia que giraba
alrededor de estrellas fijas. Dirichlet (1850) lo utiliza
en el espacio tridimensional y Voronoi (1908)

1. Introduccion

Un diagrama o teselacion de Voronoi es una
particion del espacio euclideo determinada por la
cercania a puntos pertenecientes a un conjunto
dado, T, de sitios generadores. A los elementos de
esta particion se los denomina celda de Voronoi. La
geometria y propiedades de celdas y diagramas
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generaliza el concepto a espacios arbitrarios R". El
dual geométrico de la teselacién de Voronoi fue
propuesta por Delaunay (1934) y se la denomina
triangulacion de Delaunay. A su vez, el método fue
redescubierto en otros campos, recibiendo otras
denominaciones, tales como los poligonos de
Thiessen (1911) en meteorologia, las células de
Wigner-Seitz (1933), y las zonas de Brillouin (1930)
en fisica del estado sodlido. Sin embargo, los
diagramas de Voronoi se popularizaron recién en
1985, con el avance tecnoldgico y cientifico, por sus
aplicaciones en la geometria computacional
(Preparata y Shamos, 1985).

Por otro lado, la teoria de desigualdades lineales ha
sido  particularmente valiosa para obtener
informacion geométrica de las celdas deterministas
de Voronoi, En el espacio euclidiano, una celda
clasica de Voronoi puede representarse como el
conjunto solucién de un sistema de desigualdades
lineales y, es aqui donde dicha teoria contribuye
fuertemente. Cuando el conjunto de sitios
involucrados en la celda es infinito, éstas se
representan por sistemas lineales semi-infinitos
(LSIS, por sus siglas en inglés). Algunos trabajos que
utilizan herramientas de LSIS para estudiar celdas de
Voronoi son Voigt (2008), Goberna et al. (2012) y
Goberna et. al. (2020). Recientemente, Ridolfiy Vera
de Serio (2023) aplicaron resultados conocidos sobre
LSIS en celdas alejadas de Voronoi y determinaron un
radio robusto de factibilidad para dichas celdas,
considerando  incertidumbre en los sitios
involucrados.

Otras generalizaciones posibles de teselaciones de
Voronoi, son las generadas por funciones de
distancias ponderadas con pesos (Aurenhammer y
Edelsbrunner, 1984; Zou et al., 2024; Fan y Raichel,
2025). En particular, Bock y coautores (Bock et al.,
2010), simulan la dindmica pluricelular en dos
dimensiones, mostrando la viabilidad del método de
Voronoi para generar formas celulares realistas. En
dicho trabajo, utilizan funciones de distancia
ponderada para definir celdas de Voronoi
generalizadas, como base para la descripcién de
células dentro de tejidos epiteliales, representando
las interacciones entre células mediante densidades
de fuerza, adhesivas y repelentes, en los bordes de
contacto celular. Esto motiva el interés en estudiar
un modelado geométrico y dindmico que reproduzca
las formas de las células observadas y simule su
interaccion 'y movimiento. En este trabajo
presentamos una propuesta de formulacion sencilla
mediante el uso de una teselacién de Voronoi

adecuadamente ponderada, incorporando, en
algunos casos, la teoria y herramientas de LSIS.

El objetivo de este trabajo es modelar distintas
etapas del ciclo celular con celdas de Voronoi. En
particular, se realiza un modelo simplificado del
nacimiento, movimiento y muerte celular, a través
de diagramas de Voronoi, utilizando la teoria de
analisis convexo y sistemas lineales semi-infinitos.
En la proxima seccidn, veremos teoria asociada a
celdas y diagramas de Voronoi, multifunciones y
convergencias de Hausdorff y  Kuratowski.
Posteriormente, se modela matematicamente las
tres etapas del ciclo celular y se hace un anilisis de
convergencia de  Kuratowski y Hausdorff.
Finalmente, se realiza una breve conclusion.

2. Materiales y métodos

Para analizar la dindmica celular se utilizard un
modelo basado en celdas de Voronoi. Dado un
conjunto de sitios TCR™ que contiene al menos dos
elementos, decimos que la celda de Voronoi de seT
es el conjunto de puntos que se encuentra mas cerca
del sito s que del resto de los sitios en T, es decir:

Ve(s) ={x e R™:d(x,s) <d(x, T\ {s}} 6))

donde d(x,y) = ||x — y|| representa la distancia en
R™ dada por la norma euclidea ||| y d(x,A) =
igg d(x,a)es la distancia de un punto a un
a

conjunto. El diagrama de Voronoi de T es la familia
de celdas generadas por cada sitio s en T, e.d.:
Vor(T) = {V;(s) : s €T}

En algunos casos se utilizara la siguiente
representacion de la celda como conjunto solucién
de un sistema lineal de inecuaciones (Voigt, 2008):

t)|2 — |IslI?
S”” [Isll

Vr(s) = {x eR™: (t—s)"x 5

) tET} )
donde xTy representa el producto escalar usual.
Esta representacion lineal permite mostrar que, para
T finito, V;(s) es un poliedro convexo cerrado
(Goberna et al., 2012).

El modelo se basa en considerar una porcién de
tejido constituido por cierta cantidad de r 4+ 1 de
células, cada una de ellas serd representada por una
celda de Voronoi, donde los sitios simularan los
nucleos de las células. Se considerard T =
{s, ty,ty, ..., t,} S R™ al conjunto de sitios. Si bien
todo el trabajo estd desarrollado en un espacio
genérico R™, la interpretacién e implementacién de
las simulaciones estan realizadas para m = 2, es
decir, considerando un tejido bidimensional.
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Para el movimiento celular, se simularda el
movimiento de una unica célula, a través del
movimiento de su nucleo s y se supondra que el
resto de las r células restantes mantienen sus
nucleos ty,t,, ..., t,, fijos, aunque su geometria se
modificara en funcién de la célula que se mueve,
como se muestran en los ejemplos de simulaciones
realizados. Este movimiento sera discreto, y se
modela a través de una sucesidn de sitios {s,} que
convergen a una posicidn final s, es decir, s, = s en
R™. Como s es un punto aislado de T, se considera,
sin pérdida de generalidad, que s, € T \{s} para
cadan € N.

Debido a que, al mover la célula, cambia el conjunto
de sitios (nucleos) se define, ademas,

T'"=T\{s} ; T,=T'U{s,} ©)

y la multifuncion V: R™ 3 R™, definida como:

V(@3) = {x ER™: (t—-35)Tx < w, teT\ {s}} 4
que modela la célula que se mueve, generada por el
sitio §, en reemplazo del sitio s.

Similarmente, para modelar el caso del nacimiento,
en este caso, la mitosis, se parte del supuesto de que
la célula que se reproduce es la celda con sitio s,y a
partir de alli, la nueva celda (célula) se desplazara
hasta finalizar en algin punto §. Por lo tanto, se
utiliza el mismo modelo que el del movimiento, pero
se agrega un nuevo sitio al principio.

Para modelar la muerte celular, se aplica una nueva
definicion de celda, teniendo en cuenta la teoria de
Nguyen et al. (2015), en donde se utilizan celdas de
Voronoi con pesos. Para un conjunto de sitios T, se
define la celda de Voronoi V& (f) det € T con peso
a € [0,1] como al conjunto de puntos x € R™
tal que:

llx — ElI? = allt = slI? < llx = tlI* — allt = slI?,
)

Para todo t € T\{t}. Se simula la muerte de una
célula con nucleo en el sitio s aumentando el peso de
las celdas vecinas, con las que V. (s) comparte caras,
hasta que V- (s) = {s}yahi, se puede considerar que
dicha célula “ha muerto".

Para analizar cierta estabilidad en estos modelos, se
estudia una propiedad cualitativa utilizando
herramientas del analisis convexo en relacién a la
convergencia de conjuntos. Se muestra que, si el
nucleo converge a un sitio fijo final, esto implica la
convergencia de las células a la célula generada por
el sitio final.

Este analisis se realizard utilizando la nocién de
excedente de un conjunto sobre otro y las

convergencias en sentido de Kuratowski y Hausdorff

(Luchetti, 2006), que se definen a continuacion:

Dados dos conjuntos cerrados no vacios A y B,

definimos el excedente de A sobre B como

e(A4,B) == supd(a,B), considerando e(4,B) = o
acA

cuandoB =0y A # Q.

Definicion 1: (Convergencia de Hausdorff) Una

sucesion {A,} de conjuntos cerrados en R™,

converge en el sentido de Hausdorff al conjunto 4, si
e(A,,A) >0y e(4,A4,)-0,

cuando n — oo. En este caso se utiliza la notacidn:

H
A, = A.

Definicion 2: (Convergencia de Kuratowski) Una
sucesion {A,} de conjuntos cerrados en R™,
converge al conjunto A en el sentido de Kuratowski
si

LsA, € A € LiA,,
donde LiA, es el limite inferior de la sucesion,
definido por:

LiAy={x€ R™x = Jim xic; Xy € Ay, k= N},
para algin N € N y LsA,, es el limite superior de la
sucesion y esta definido por:

LsAy,:= {x € R™x = glrgxk; X € Ap,; {ni} © N}.

En este caso se utiliza la notacién: 4, 2 A.

Para comparar resultados entre estas convergencias
se utilizara la siguiente proposicion (Ambrosio,
2004):

Proposicién 1: Si A y A,, n €N, son conjuntos
H
cerrados en R™, entonces: A, = A implica que:

A, f>A. El reciproco es verdadero si todos estos
conjuntos son subconjuntos de un mismo conjunto
compacto.

Finalmente, se utilizan implementaciones de
Voronoi en el lenguaje Python para realizar las
simulaciones en R2. En particular se utiliza la
biblioteca Scipy que incluye el calculo de celdas de
Voronoi a partir del sofware Qhull (Barber et. al,
1996).

3. Resultados y Discusion

Movimiento celular

Para simular el movimiento celular, debe
demostrarse -utilizando celdas de Voronoi- que una
celda puede desplazarse a otro sitio a través del
tejido en el que se encuentra. En este caso, {s,}
representa la posicion que va tomando el nicleo de
una célula a medida que se mueve hasta la posicién
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final s, y, de manera andloga, Vr, (s,) representa la
posicidon que va tomando la célula a medida que se
mueve hasta la posicion final V. (s), como lo muestra
la siguiente proposicién, en sentido de convergencia
de Kuratowski.

Proposicidn 2: (Convergencia de Kuratowski para el
movimiento celular). Sea {s,} una sucesion de
puntos en R™ y sean T' y T,, los conjuntos de sitios
definidos en (3). Si s, = s, entonces

K
Vr, (sn) = Vr(s).

Demostracion. Observemos que de la ec. (1) se tiene
que Vr(s) == {x e R™:d(x,s) <d(x,T") } yde(3),

VTn(Sn) = {x € Rm: d(x' Sn) < d(xr Tn\{sn})} (6)
={x e R"d(x,s,) <d(xT")}

Consideremos los limites inferir y superior:
LiVy,(s,) = {x ER™x = limx, x,€V;(s,), n= No},
n—oo

paraalgin Ny €N, y

LsVr (sp) = {x ER™:x = ]lim X, X € VTnk(s,,k), {n} c N}

Se demostrara que Vr(s) € LiVr, (sy): Sea a €
Vr(s), para cada n € N, se toma a, € Vr, (s,) tal
que d(a, a,) = d(a, VTn(sn)). Tal a, existe

porque Vr (s,) es cerrado, convexo y no vacio.

Si {ap}ney NO converge a a cuando n — oo,
enconces existe € > 0 y wuna subsucesion
{snk} tal que d (a, VTn(snk)) >¢e. Como s, — s,
entonces s,, — scuandok — oo.Ademds, Bg(a) N
VTnk (snk) = (@, paratodo k € N.

Si se define la multifuncién V: R™ 3 R™ como en
(4), aplicando el Teorema 1 de Goberna et al. 2012,
se tiene que V es semicontinua inferiormente en s,
ya que s es un punto aislado de T. Como B.(a) N
Vr(s) # @, existe un abierto W tal que s€
W yB.(a)nV(w) # @, para todo v EW. Del
hecho de que s,, — s, existe n € N tal que si k>
N, entonces s, € W. Luego, B.(a) N V(snk) =
B.(a) N VTnk (snk) # @, lo cual es absurdo. Esta
contradiccion implica que a,—a. Asi, a€
LiVr, (sn) Y, por lo tanto, Vr(s) € LiVr, (sy).

Se mostrard ahora que LsVr, (s,) € Vr(s): Seaa €
LsVr, (sp). Entonces, existe una sucesion {a,}, €
N C R"talquea, —» ay ai € VTnk(Snk)’ donde

{ny} es una subsucesién de enteros. Se quiere

probar que a € V;(s), es decir, que d(a,s) <
d(a,T").

Como {Sp, In,en €5 una subsucesion de {s, }nen, ¥

S, = s, entonces s,, — s. Ademas, como a; €

VTnk (snk), se tiene que d(ak,snk) <d(ay,T"). Asi,

dadoe > 0, existe N € N tal que si k = N entonces:
£ €

d(a,a;) < PR d(snk,s) <3

Luego,
d(a,s) <d(a,ay) + d(ak,snk) + d(snk,s)
<e+d(aT",

para todo k>N. Como d(a,T')—d(aT")
cuando k — o, se obtiene que d(a,s) <e+
d(a,T"), paratodo € > 0. Estoimplicaque d(a,s) <
d(a,T").Luego, a€Vy(s)y, por lo tanto,
LsVz (sy) € Vr(s).

Se ha probado asi que LsVr (s,) € Vr(s) S
LiVr, (sn) Y, por Definicién 2, se tiene que

V. (52) = Vi (s).

Para que las celdas de Voronoi converjan en sentido
Hausdorff, por Definicion 1, debe cumplirse que:

e (Vr() Vi, (s)) = 0, v e (Vr, (), V() = 0,
para todo quen € N.

Esto se cumple bajo el supuesto de que las celdas
estén en un dominio compacto, como se muestra en
la Proposicidn 2. El siguiente ejemplo muestra que,
sin esta hipdtesis, no se puede garantizar la
convergencia de Hausdorff.

Ejemplo 1: Sea T = {a, s, b} € R?, donde:
a=(-2,0),s=(0,0) yb=(2,0) (ver Figura 1).

3

=
o
<>

) 2 =Y 0 I 2
X

Figura 1. Diagrama de Voronoide T = {a, s, b}.

Sea {sp}ney € R? una sucesién definida por s, =

(0,1). Sea T, = {a, (0,1),b}. Es claro que s, — s.
n n

La recta que une los puntos b y s,, esta dada por:
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Po(x) = —%x +%y la mediatriz entre el segmento

que une los puntos b y s,, es decir, la cara que
comparten las celdas Vr (b) y Vg, (s,), estd dada

por: y,,(x) = 2n(x — 1) + %, tal como lo muestra la
Figura 2.

Dado que Vi(s)={(x,y) ER:-1<x<1},
si (n,y) € Vr,(sy), conn € N, entonces:

e (Vr, (su), Ve () = d((6, ), V() = lx = 1] =n — 1

Luego e (VTn(sn),VT(s)) — oo cuandon — c. Por lo
tanto, VTn(sn) no converge en sentido Hausdorff a
Vr(s), aunque s, — s (ver Figura 3)

e

Figura 2. Diagrama de Voronoi de T,, = {a, s,, b}. N6tese
que a partir del punto (O,%), cuando x = 0, la cara
comun de las celdas Vr, (s,) y Vg, (b) coincide con la
mediatriz del segmento s,b.

1 Ll [ b
¢ ¢

Figura 3. Diagramas de Voronoi de T,,, para Ty,T» y T1o. Puede observarse (de izquierda a derecha) que la celda generada
por el sitio s, (lila claro) no converge a la celda generada por s, aunque s,, = s.

El ejemplo anterior muestra la necesidad de agregar
la hipotesis de que las celdas estén contenidas en un
conjunto compacto E. Si esto no ocurriese, se toma
Ve(s)NE y Vr(s,) NE. Esta hipétesis, no
representa un inconveniente en el modelo de la
dindmica celular, ya que E puede representar una
porcion de tejido.

Proposicion 3: (Convergencia de Hausdorff en el
movimiento celular). Sea E € R™ compacto, de
modo que V7(s) € Ey Vr (s,) € E, paracadan €
N. Sis, — s, entonces Vr, (s,) converge en sentido
de Hausdorff a V;(s).

Demostracion. De la Proposicion 2, se obtiene que
Vr,(sn) converge en sentido de Kuratowski a Vr(s)
y por Proposicién 2, esto implica que Vg, (s,)

converge en sentido de Hausdorff a V;(s), ya que
Vr(s) y Vr, (s,) son conjuntos cerrados dentro de un
compacto, paratodon € N.

Division celular

Para modelar la division celular, en este caso, la
mitosis, se considera que la célula que se reproduce
es la celda consitio s (que representa ahora el primer
elemento de la sucesion {s,}). A partir de alli, la
nueva celda se desplazara hasta finalizar en algun
punto 5§ (ver Figura 4). Por lo tanto, se aplica el
modelo del movimiento al conjunto de sitios T =
T U {5}, donde 5 es el limite de la sucesion {s,}
ys; =s,dandoenestecaso, T, =T, T' = T\{5} =
T yT,=T'U{s,}=TU{s,}.
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Figura 4. Diagramas de Voronoi de la division celular. Puede observarse (de izquierda a derecha) la division de la celda con
sitio s (rosa) tras la aparicidn de una nueva celda con sitio s,, (amarillo) que converge a la posicion final .

Proposicion 4: (Convergencia de Kuratowski para la
division celular). Sea SER™, T=TU{5}y T, =
T U {s,,} para todon € N. Si {s,,} es una sucesion en
R™ tal que s; =s y s, —§, entonces Vf, (sy)
converge en sentido de Kuratowski a Vz(5).

Demostracion. Se aplica directamente la
Proposicién 2 al conjunto T = T U {5}. Por lo tanto

Vi (sn) = V(3.

Se puede observar en la Figura que si no
tomamos S € intconvT’, el andlisis no tiene
sentido bioldgico, ya que el tamafio de la célula
aumenta demasiado apenas se divide.

Figura 5. Diagramas de Voronoi de la divisidon si § € int conv T'. Puede observarse (de izquierda a derecha) la divisién
de la celda con sitio s (rosa) y la aparicién de una nueva celda con sitio s,, (gris) de gran tamafio que converge a la
posicién final s.

Proposicion 5: (Convergencia de Hausdorff en la
division celular). Sea E € R™ compacto, de modo
que V7(5) S E y V5 (sy,) € E, para todo n € N. Si
s, = §, entonces Vr, (s,) converge en sentido de
Hausdorff a V7(3).

Demostracion. Si se considera la sucesion {s,} a
partir de n = 2, y como E es compacto, el analisis
es equivalente al movimiento  celular,
sustituyendo T por T, T’ por Ty T, porT,, =T U
{s,}, por lo que, aplicando la Proposicion 2,

H
V’I_"n(sn) - VT(§)

Muerte celular

Finalmente, en esta Ultima etapa, se considera la
muerte celular como una célula que se une a otra y,
asi, disminuir en uno la cantidad de sitios. Es decir,
hacer s, —» s sin retirar a s del conjunto T,. Sin
embargo, este tipo de razonamiento no garantiza la
convergencia en sentido Hausdorff de las células,
como lo muestra el siguiente ejemplo.

Ejemplo 2: Sean T = {(0,0), (—1,1), (1,1)} vy
T"n =TuU {(0,—%)}, n € N conjuntos de sitios en
el conjunto compacto E = [-2,2] x [-2,2] c R2.

Se considera s =(0,0)y s, = (0,—%), para cada
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n € N. Es claro que s, — s. Ademds (0,1) € V7, (s)
y 1<d(00),V,(5)) < e (Vr(9), Vg, (), para
todo n € N. Por lo tanto, e (VT(S)'VTn(Sn)) »0y

asi VTn(Sn) no converge en sentido Hausdorff a
Vr(s), como se visualiza en la Figura 6, donde el
diagrama realiza un cambio brusco cuando
alcanza el limite.

10 - J\ . 1.0 - T . 10 . /\\
e . ™
05- AL B 05 7 N s S >
< ¥ b 7 L 208 i 4 N
L - . T P EIT 7 >
4 o i ¥o B / ™
i, . ™
.5 -~ 0.5 35 0.5 /
— : <l A o E b
o [ e
-1 - -l
20 20, ; P— ’ =iz, qy — ; r—
=20 -L3 10 05 00 03 Lo 1.5 20 =20 -L3 -10 03 00 03 10 15 20

220 -5 -0 05 00 05 10 15 20
\ ¥ X

Figura 6. Diagramas de Voronoi en R? de T,,, para Ty, To y en el limite T. Se puede observar (de izquierda a derecha) como
la celda Vg (sp) no converge en sentido Hausdorff a V;(s).

Por este motivo, para modelar la muerte celular, se
utiliza la generalizacién de celdas de Voronoi con
peso a, definidaen (3), paraa € [0,1] yt € T. Con
los mismos argumentos dados por Voigt, 2008 para
obtener la representacién dada en (2) se obtiene que
VF(t) es el conjunto de puntos x € R™ tale que:

1_
xT(t— E)T“(ntnz —E®D +as"c-D,te1 (7)

Con esta nueva definicién y, teniendo en cuenta que
por (7), las celdas mantienen sus propiedades de
linealidad y convexidad, se modela la muerte de la
célula con nucleo en el sitio s aumentando el peso a
en las celdas vecinas hasta lograr que V;(s) = {s},
como se observa en la Figura .

. . . . 1
Figura 7. Diagramas de Voronoi con peso @, para T en R? , simulando la muerte celular, para a,, = 1 — —econn =

1 (izquierda),n = 2 (centro) y cuando n — o (derecha).

Proposicién 6: (Convergencia de Kuratowski para
muerte celular). Sean s €intconvT’ y sea
VTa"(s) la celda definidaen (5) cont=svy a, =

1—%, para cada n € N. Entonces, VTa”(s)

converge en sentido de Kuratowski a {s}.

Demostracion. En primer lugar, de (5), se tiene que
VTa" (s) es el conjunto de puntos x € R™ tales que

1
e = sli? < flx = el = (1= =) lls = el
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para todo t € T'. De Definicion 2, los limites
LiV;"™(s) y LsVy™(s) para {Vz™(s)} son:

{x € R™: x = lim x,,,x, €V, "(s),n > N}
n—o0o
paraalgin N €N, y
{x ER™:x = lim x;,x;, € VTank(s), {n,} c N},
n—-oo

Respectivamente. Se demostrard que {s} <
LiVy™(s): Claramente s € V,™(s) para todo n €
N.Sea a, =s para todo n € N. Entonces,
a, converge a s y a, € V'"(s), para todo n € N.
Luego, s € LiV,'"(s), y asi, {s} € LiV™(s).

Se verad ahora que LSVT“"(S) C {s}: Sea a€
LSVTa”(s). Entonces, existe una subsucesion
a
{n,}tal que x, €V, "k(s) y Xp, = a. Como
a
Xn, €V "k (s) entonces, sustituyendo a, por

1 .
(1 - E) en (7), se tiene que

1 1
"¢ =) < 7 (el = sl + (1= —) s (e = )
k

- an
luego,

1
Xn,,(t—8)—sTt+|Is|I* < ﬁ(lltll2 + |IslI?2 = sTt),
k
T 1 2 T 2
(o =)' (¢ =) = 7= Il = 257e + 5112

T 1
(xn, —s) t—9) < m“t — sl

Luego, cuando n, — o, (a —s)"(t —s) <0, para
todot € T'.

Seaw € conv T'. Entonces, existen escalares 3, > 0,
t €T’ tales que Yierfr=1y W= Yier Bet-

Luego,
(a=s)'w-s)=(a— S)T< Bet — S)
2
=) Bet=9)
teTr
- Zﬁt(a—s)T(t—s) <o.
teTr

Asi, (a —s)T(w —5s) <0, paratodot € convT'.

Por hipdtesis, s € int conv T, luego existe £ > 0 tal
ques+ez€convT'ys—ez €convT’, para cada
z € B;(0,). Sise consideraw = s + €z, entonces

(a=5)T(s+ez—5)=(a—s)"(e2)
=ela—-35)Tz (8)
<0.

Ahora, si se considera w = s — £z, entonces
(a—3)T(s—ez—5)=(a—s)"(~e2)
=—cla—s)"z (9)
<0.

Por (8) y (9), se tiene que (a — s)Tz = 0, para todo

z € B;(0,). En particular, si z =ﬁ, entonces
(@a—s)" — =|la—s|l=0,y asi, a=s. Por lo

lla—sl|

tanto, LsV, "(s) € {s}.

K
Se ha probado asi, que V;>"(s) — {s}.

Para analizar la convergencia de Hausdorff, al igual

que en los dos casos anteriores, se agrega el

supuesto de que las celdas estén contenidas en un

conjunto compacto E, si esto no ocurriese, se toma
a

V. "(s)NE.

Proposicion 3.2.6 (Convergencia de Hausdorff para
muerte celular) Sea £ € R™ compacto, de modo
que V7*(s) € E, para todo n € N, y se supone s €
int conv T'. Entonces, VT“"(S) converge en sentido
de Hausdorff a {s}.

Demostracion. Si  bien se puede utilizar Ia
Proposicion 1 para realizar esta demostracion, se
hara una demostracion alternativa.

Segun Definicién 1 se debe demostrar que

e ({s}, VT“"(S)) -0 y e(VTa” (s), {s}) - 0.

Se mostrard primero que e(VTa"(s), {s}) — 0: Sea
x, €Vy(s) tal que d(x,,s) =e(Vy™(s),{s}).
Como E es compacto, existe X € E y una subsucesion
{xn,} tal que x, — x €E. Por proposicién 6,
Vm(s) 2 {s}, entonces x € LsVy™(s) € {s}. Es
decir, X = s. Asi, dado € > 0, existe N € N tal que si
k > N, entonces d(xnk,s) <e&.

Del hecho de que ||x — t]|? — (1 - n%l) [Is — ]| es
menor o igual a |lx —¢||? — (1 - %) [Is —¢|I?, se
obtiene que VT“"“(S) c VTa“(s). Por lo tanto,

e(VTo‘”’r1 (s), {s}) < e(VTa“(s), {S}). Luego, para cada
n tal que n > ny, con k > N, se cumple que

e(Vy™(s).{s}) <e (VT“nk (s),{s}) =d(x,,,s) <«
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Luego, (V™ (s),{s}) - 0.

Se verd ahora que e ({s}, VTa"(s)) — 0: Esto se
deduce de que s € VTa”(s) para todo n € N, lo que

4. Conclusiones

Los resultados presentados permiten interpretar los
fendmenos de movimiento, la division (mitosis) y
muerte celular desde una perspectiva geométrica
basada en la teoria de celdas de Voronoi y las
nociones de convergencia de Kuratowski vy
Hausdorff.

En el caso del movimiento celular, se demostré que,
si el nucleo de una célula se desplaza segun una
sucesion de puntos que converge a una posicion fija
dentro de un dominio compacto, entonces la
correspondiente celda de Voronoi también converge
en sentido de Kuratowski y Hausdorff. Este resultado
no solo valida el uso de diagramas de Voronoi para
simular dindmicas celulares, sino que también
proporciona una base tedrica sdlida para asegurar la
estabilidad del modelo ante desplazamientos
discretos de los nucleos celulares. Este fendmeno -el
desplazamiento de una célula a través de un tejido-
puede observarse, por ejemplo, en la cicatrizacion
del epitelio, donde los fibroblastos migran hacia la
zona lesionada para generar nuevo tejido conectivo.

Para el fendmeno la division celular, se modeld la
mitosis como la adicion de un nuevo sitio al conjunto
de generadores. Al establecer que este nuevo sitio
converge a una posicidn limite dentro del dominio,
se logré demostrar la convergencia en ambos
sentidos  (Kuratowski y  Hausdorff).  Esta
formalizacion se puede utilizar para describir
procesos de proliferacién celular, como |Ia
regeneracion de tejidos o el crecimiento tumoral, en
los que la estructura espacial de las células juega un
rol central.

El andlisis de la muerte celular fue mas desafiante, ya
que la simple eliminacién de un sitio no garantiza
convergencia. Para resolver esto, se introdujo una
nueva definicién de celdas de Voronoi con peso, en
donde se aumenta progresivamente el peso de las
celdas contiguas a la celda que se desea eliminar,
hasta que su dimensidn tiende a cero, simulando asi
una célula cuyo volumen tiende a cero. Este enfoque
no solo permite modelar el proceso de muerte
celular desde una perspectiva geométrica, sino que
también asegura la continuidad del sistema en
términos topoldgicos, algo que no era posible en el
modelo cldsico. Se trata, por lo tanto, de una

implica que e ({s}, VT“"(S)) = 0, para todon € N.

H
Por lo tanto, V™ (s) = {s}.

propuesta original que puede ser util en contextos
en los que es necesario simular muertes celulares
programadas, como la apoptosis o ciertos procesos
de remodelacidn tisular.

En conjunto, estos resultados muestran que las
nociones de convergencia de conjuntos aplicadas a
celdas de Voronoi permiten formalizar y simular
dindmicas celulares complejas con precision
matematica. Las propiedades de linealidad,
convexidad y continuidad de las celdas juegan un
papel central en esta construccion, y su preservaciéon
bajo ciertos supuestos garantiza la validez del
modelo.

Como linea futura, se propone ampliar el marco
tedrico a espacios tridimensionales y explorar
condiciones mds generales de convergencia, asi
como integrar este enfoque en sistemas
computacionales que permitan validar los modelos
con datos empiricos o experimentales.
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7. Anexos

Celdas sin peso: A continuacidn, se presenta el
codigo en Python utilizado para generar celdas de
Voronoi sin peso, a partir de un conjunto de sitios
definidos manualmente. El cédigo permite graficar
las regiones resultantes y exportar la imagen
generada en alta resolucion.

import numpy as np

from matplotlib import pyplot as plt

from scipy.spatial import distance

import matplotlib
matplotlib.rcParams['mathtext.fontset'] =
"stix'

matplotlib.rcParams['font.family'] =
'STIXGeneral'

sitios = np.array([[0.3,0],[-1,1],[1,1],[-
2,-9])[6:'1];[2'5)'6‘1])

[2,-1.5], [-1.5,-1.75]])
#se colocan las coordenadas de los sitios

X = np.linspace(-2.5,2.5,1000)
y = np.linspace(-2,2,1000)
X,y = np.meshgrid(x,y)

points = np.stack((x.ravel(), y.ravel()),
axis=1)

distances = distance.cdist(points, sitios)

celdas =
np.argmin(distances,axis=1).reshape(x.shap

e)

plt.figure(figsize=(10,7))
plt.contour(celdas, extent=(-2.5, 2.6, -2,
2),linewidths=1, colors='k")

plt.contourf(celdas, extent=(-2.5,2.6,-
2,2),cmap="Pastell")

plt.scatter(sitios[:, 0], sitios[:,
1],marker="0"', s=40,color="k")

plt.xticks(size=24)
plt.yticks(size=24)

plt.text(0.3,0.1,'$ V_{T}(s)$', fontsize =
28)

plt.tight_layout()
plt.savefig('Imagenl-4.jpg',dpi=300)
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Celdas con peso: El siguiente script permite generar
celdas de Voronoi con peso, simulando la
desaparicion progresiva de una célula. Este modelo
fue adaptado a partir de un repositorio en linea y
modificado para ajustarse al enfoque propuesto en
este trabajo:

https://gist.github.com/sunayana/a3a564058e9775
2f726cab65d56fab529.

import itertools

import numpy

from scipy.spatial import ConvexHull
from scipy.spatial import distance
from matplotlib.collections import
LineCollection

from matplotlib import pyplot as plot
import matplotlib
matplotlib.rcParams[ 'mathtext.fontset'] =
'stix'
matplotlib.rcParams['font.family'] =
'STIXGeneral'

def disc_uniform_pick(N):
angle = (2 * numpy.pi) *
numpy . random. random(N)
out = numpy.stack([numpy.cos(angle),
numpy.sin(angle)], axis = 1)
out *=
numpy . sqrt (numpy.random.random(N))[:,None]
return out

def norm2(X):
return numpy.sqrt(numpy.sum(X ** 2))

def normalized(X):
return X / norm2(X)

def get_triangle_normal(A, B, C):

return normalized(numpy.cross(A,B)
+ numpy.cross(B, C) +
numpy.cross(C, A))

def get_power_circumcenter(A, B, C):
= get_triangle_normal(A, B, C)
return (-.5 / N[2]) * N[:2]

def is_ccw_triangle(A, B, C):
M = numpy.concatenate([numpy.stack([A,
B, C]), numpy.ones((3, 1))], axis = 1)
return numpy.linalg.det(M) > ©

def get_power_triangulation(S, R):

S_norm = numpy.sum(S ** 2, axis = 1) -
R ** 2

S_lifted = numpy.concatenate([S,
S_norm[:,None]], axis = 1)

if S.shape[0] ==

if is_ccw_triangle(S[0], S[1],

S[2]):

return [[0, 1, 2]],
numpy.array([get_power_circumcenter(*S_1if
ted)])

else:

return [[0, 2, 1]],
numpy.array([get_power_circumcenter(*S_lif
ted)])

hull = ConvexHull(S_lifted)

tri_list = tuple([a, b, c] if
is_ccw_triangle(S[a], S[b], S[c])
else [a, c, b] for
(a, b, c¢), eq in zip(hull.simplices,
hull.equations) if eq[2] <= 9)

V =
numpy.array([get_power_circumcenter(*
S_lifted[tri]) for tri in

tri_list])

return tri_list, V

def get_voronoi_cells(S, V, tri_list):
vertices_set =
frozenset(itertools.chain(*tri_list
))
edge map = { }
for i, tri in
enumerate(tri_list):
for edge in
itertools.combinations(tri, 2):
edge = tuple(sorted(edge))
if edge in edge_map:
edge_map[edge].append(i)
else:
edge_map[edge] = [i]
voronoi_cell map = { i : [] for
i in vertices_set }
for i, (a, b, c) in
enumerate(tri_list):
for u, v, w in ((a, b, c),
(b, ¢, a), (c, a, b)):
edge = tuple(sorted((u,

v)))
if len(edge_map[edge]
2:
j, k = ed e_map[edge]
if k ==
J) k = k, J
= V[k] -
V[3il
U_norm =
norm2(U)

voronoi_cell map[u].append(((j, k),

(V[jl, U / U_norm, ©, U_norm)))
else:

A, B, C, D = S[U], S[V]) S[W]) V[i]

U = normalized(B - A)
I =A + numpy.dot(D - A, U) * U
W = normalized(I - D)

if numpy.dot(W, I - C) < @O:
W= -W
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voronoi_cell map[u].append(((edge_m
ap[edge][e], '1)) (DJ W, o,
None)))

voronoi_cell map[v].append(((-1,
edge_map[edge][0]), (D, -W, None,
0)))

def order_segment_list(segment_list):
first = min((seg[0@][0], i) for i, seg
in enumerate(segment_list))[1]
segment_list[@],
segment_list[first] =
segment_list[first],
segment_list[0]
for i in range(len(segment_list) - 1):
for j in range(i + 1,
len(segment_list)):
if segment_list[i][@][1] ==
segment_list[j][@][@]:
segment_list[i+1],
segment_list[j] =
segment_list[j],
segment_list[i+1]
break
return segment_list
return {i :
order_segment_list(segment_list) for i,
segment_list in
voronoi_cell map.items() }

def display(S, R, tri_list,
voronoi_cell _map):
fig, ax = plot.subplots()
plot.axis('equal')
plot.x1lim(-4,4)
plot.xticks(size=12)
plot.yticks(size=12)
for Si, Ri in zip(S, R):
ax.add_artist(
plot.Circle(Si, Ri, fill = True,
alpha = .4, 1w = 0.,
color = '#8080f0', zorder = 1))
plot.scatter(S[:, 0], S[:,
1],marker="0"', s=30,color="k")
plot.text(0,0.1, '$s$', fontsize =
12)
edge_map = { }

for segment_list in
voronoi_cell map.values():
for edge, (A, U, tmin, tmax) in
segment_list:
edge = tuple(sorted(edge))
if edge not in edge_map:
if tmax is None:

tmax = 10
if tmin is None:
tmin = -10

edge_map[edge] = (A + tmin
* U, A+ tmax * U)

line_list =
LineCollection(edge_map.values(), 1w = 1.,
colors = 'k')

line_list.set_zorder(0)
ax.add_collection(line_list)

plot.savefig('Muerte_pesos_cuadrado
s_5.jpg',dpi=300)
plot.show()

def main():
sample_count = 7
S = numpy.array([[0,0],
[_1)1])[111]:[‘2)9])
[-1,-2],[2.5,-@.1],
[2,-1.5]])
s = numpy.array([S[e]])
alpha = 0.999
weight = alpha *
(distance.cdist(S,s))
R = weight.flatten()
print(R)

tri_list, V =
get_power_triangulation(S, R)

voronoi_cell map =
get_voronoi_cells(S, V, tri_list)

display(S, R, tri_list,
voronoi_cell map)

if __name__ == '__main__': main()
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