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RESUMEN

Se desarrollé un método por cromatografia iénica (Cl) para la especiacion de selenio en muestras liquidas de
cerveza, empleando H202 y luz UV como sistema oxidante. Las especies anidnicas de selenio fueron
separadas utilizando una columna aniénica AS4A y un guarda columna AG4 Dionex, la fase mévil empleada
fue de 1,7 mM NaHCO3/1,8 mMNa2COs, para la cuantificacién se empled un detector de conductividad i6nica.
El tiempo de retencién del ién Se(lV) fue de 7,8 min y para Se(VI) de 15,7 min. Los limites de deteccion
obtenidos para Se(IV) y Se(VI) fueron de 0,15y 0,28 mgL?, respectivamente. Se establecieron las condiciones
Optimas de andlisis del proceso de oxidacion de los compuestos puros de selenio: selenito y selenio-DL-
metionina, mediante el estudio de diferentes parametros como cantidad de peréxido adicionado, tiempo de
digestion y pH. La separacion de los iones Se(1V) y Se(VI) en muestras de cerveza se realiz6 empleando una
fase movil de 2,0 mM de carbonato de sodio y 1,0 mM de hidréxido de sodio, ésta mezcla separa los iones
de selenio sin tener problemas de interferencias de nitrato, fosfato y sulfato. Los limites de deteccién
determinados para Se(lV) y Se(VI) fueron 0,08 y 0,07 mgL?, respectivamente. El método desarrollado se
comparé con un método referencial ICP AES, obteniéndose excelentes resultados.

Palabras clave: Especiacion, selenio, cerveza, cromatografia ionica.

DEVELOPMENT OF A METHOD FOR THE SPECIATION OF
SELENIO IN BEER SAMPLES

ABSTRACT

A method was developed by ion chromatography (IC) for the speciation of selenium in liquid samples of beer,
using H202 and UV light as an oxidant system. The anionic selenium species were separated using an anionic
column AS4A and a guard column AG4 Dionex, the mobile phase used was 1.7 mM NaHCO3/1.8 mM Na2COs,
for the quantification an ionic conductivity detector was used. The retention time of the Se(IV) ion was 7.8 min
and for Se(VI) was 15.7 min. The detection limits obtained for Se(IV) and Se(VI) were 0.15 and 0.28 mgL™,
respectively. The optimal conditions of oxidation process analysis of the selenium pure compounds: selenite
and selenium-DL-methionine were established, with the study of different parameters such as amount of
peroxide added, time of digestion and pH. The separation of the Se(IV) and Se(VI) ions in beer samples was
carried out using a mobile phase of 2.0 mM sodium carbonate and 1.0 mM sodium hydroxide, this mixture
separates the selenium ions without interference problems of nitrate, phosphate and sulfate. The detection
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limits determined for Se(lV) and Se(VI) were 0.08 and 0.07 mg L™}, respectively. All developed was compared
with a reference method ICP AES, obtaining excellent results.

Key words: Speciation, selenium, beer, ionic chromatograph.

DESENVOLVIMENTO DE UM METODO PARA A ESPECIACAO
DO SELENIO EM AMOSTRAS DE CERVEJA

RESUMO

Um método foi desenvolvido por cromatografia idnica (Cl) para a especiagéo de selénio em amostras liquidas
de cerveja, usando H202 e luz UV como um sistema oxidante. espécies de selénio anidénicos foram separados
utilizando uma coluna aniénica AS4A e pré-coluna Dionex AG4, a fase movel utilizada esteve constituida de
1,7 mM de NaHCOz3/1,8 mM Na.COs enquanto um detector de condutividade i6nica para quantificagao foi
utilizado. O tempo de retencéo do ion Se(IV) foi de 7,8 min e para Se(VI) de 15,7 min. Os limites de detec¢édo
obtidos para Se(lV) e Se(VI) foram de 0,15 e 0,28 mg L%, respectivamente. Foram estabelecidas as condicGes
6timas de analise do processo de oxidagcdo de compostos de selénio puros: selenito e metionina selénio-DL-
, através do estudo de diversos parametros, como a quantidade de peroxido adicionado, e a digestédo pH
tempo. A separagéo dos ionse Se(IV) e Se(VI) nas amostras de cerveja forami realizadas utilizando uma fase
movel de carbonato de sodio 2,0 mM e hidréxido de sédio 1,0 mM, esta mistura separa os ions de selénio
sem problemas de interferéncia de nitrato, fosfato e sulfato. Os limites de deteccdo determinados para Se(IV)
e Se(VI) foram 0,08 e 0,07 mg L, respectivamente. O método desenvolvido foi comparado com um método
de referéncia ICP AES, obtendo excelentes resultados.

Key words: Especiacéo, selénio, cerveja, cromatografia idnica.

1. INTRODUCCION

El selenio es un elemento esencial para el organismo humano, debido a sus funciones
atribuidas en los procesos biolégicos, encontrandose en diversas formas organicas
(Rodriguez, Sanz & Diaz, 2009). En el ambiente, este elemento se encuentra en una
variedad de compuestos inorganicos, existiendo en diferentes estados de oxidacion (-2, 0,
+4, +6). El selenito (Se(lV)) y el selenato (Se(Vl)), dos formas oxidadas del selenio
(oxianiones), presentan una elevada solubilidad en agua y sus compuestos son muy
estables, sin embargo, el Se(IV) es mas toxico que el Se(VI) (Hatfield, Schweizer, Tsuji,
Gladyshev, 2016).

El selenio en forma elemental es insoluble en agua y no es téxico en condiciones normales,
el selenuro de hidrogeno (Hz2Se) es un gas altamente téxico, pero se oxida rapidamente a
selenio elemental en presencia del aire (Townshend, 1995).

La levadura de cervezay el gérmen de trigo son ricas fuentes de selenio y son considerados
“alimentos sanos”. De igual forma este elemento se traslada en las aguas de drenaje
agricola y en aguas naturales, en el régimen de concentraciones de miligramos por litros, y
de alli ingresa a la cadena alimenticia (Zarate, Lundquist, Brent & Bailey, 1998). Entre los

métodos analiticos para la determinacion de selenio total se encuentran: la
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espectrofluorimetria (Caceres & Gardiner, 2000), la espectrometria de absorcion atdbmica
con generacion de hidruros (HG-AAS) (Johansson, Bordin & Rodriguez, 2000; Ipolyi,
Stefanka & Fodor, 2001; Frankenberger, Zhang & Moore, 1999), la espectroscopia de
emision atdmica con plasma inductivamente acoplado (ICP-AES) (Bou, Guardiola, Padro,
Pelfort & Codony, 2004; Machat, Otruba & Kanicky, 2002), los cuales han sido
frecuentemente empleados para su analisis elemental en laboratorios. La espectrometria
de masas con plasma inductivamente acoplado (ICP-MS) (Larsen & Sloth, 2000; Larsen,
Sloth, Bugel & Moesgaard, 2003; Caruso, Ponce de Leon, De Nicola & Montes, 2003), es
una técnica empleada para la cuantificacion de selenio en muestras ambientales,
ofreciendo bajos limites de detecciéon. Sin embargo, debido al alto costo y a la poca
disponibilidad de estos equipos, es necesario la determinacion de éste elemento utilizando
otras técnicas.

La determinacion de selenio en muestras ambientales usualmente requiere la digestiéon de
la matriz de la muestra, dado que ocurre la transformacion de todas las especies de selenio
a formas inorganicas, usando un procedimiento de digestién con oxidantes tradicionales,
formandose de esta forma dos oxianiones de selenio (Se(lV) y Se(VI)). Sin embargo,
cuando se requiere cuantificar la cantidad total de este elemento en la muestra, el selenato
puede ser producido al emplear una digestion con oxidantes fuertes, como; ozono (Os),
dicromato de potasio (K2Cr207), peroxodisulfato de potasio (K2S20sg), como también &cido
nitrico (HNOg), la mezcla de H202/H2SO4 o peroxido de hidrogeno (H202), entre otros.
Mientras que el Se(IV) se puede obtener por reduccion con el empleo de un acido (Wang,
Gao & Belzile, 2001).

La levadura de cerveza es un hongo constituido por el género Saccharomyces Cerevisiae,
se consume seca Yy se utiliza como organismo responsable para la fermentacion y es un
valioso alimento para el ser humano. Esta considerada como el cultivo mas antiguo
realizado por el hombre y el comienzo de la biotecnologia (Mejia-Barajas, Montoya-Pérez,
Cortés-Rojo & Saavedra-Molina, 2016). Presenta concentraciones de selenio alrededor de
0,13 ug g (Lobinski, McSheehy, Pannier, Szpunar & Potin-Gautier, 2002). Ademas, cerca
de treinta compuestos diferentes de selenio se encuentran en los extractos acuosos de
levaduras.

La selenometionina es la especie quimica predominante en levaduras. Frecuentemente se
usa como fuente de algunos suplementos nutricionales, éste compuesto muestra menos
toxicidad que las especies inorganicas de selenio, ademas que se encuentra en la mayoria
de las plantas. Por esta razon, se han reportados métodos sensibles y selectivos para la

determinacion de éste compuesto en diferentes matrices (Guyon, Pradeau, Robinet & Do,
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2001; Rosen, Hartman, Ho, Hiserodt & Tsai, 1998; Chatterjee, Shibata & Morita, 2000). La
selenocisteina es otra forma orgénica del selenio de importancia, ya que se encuentra en
las proteinas de los humanos y animales.

Existen diferentes técnicas analiticas para la separacion y determinacion de especies
idbnicas de selenio, pero la cromatografia idnica ha introducido un amplio campo de
aplicacién a muestras con diferentes intervalos de concentraciones (Gammelgaard & Jgns,
2000; Niss, Schabron & Brown, 1993; Tirez, Brusten, Van, De Brucber & Diles, 2000). Este
hecho ha conducido hasta ahora a convenientes avances, tanto en la sensibilidad, asi como
en la selectividad de deteccidn para el andlisis de muestras ambientales. Ademas, que el
empleo de una columna supresora ha sido reconocido para la determinacion de aniones en
aguas naturales (Cole & Evrovski, 1997). El Se(IV) y el Se(VI) son las especies inorganicas
predominantes en aguas naturales y en extractos humedos, presentando una
concentracién que varia entre 0,1 a 400 yg L (Sanz & Conde, 1997; Yan, Lu, Zhang,
Wang, & Liu, 2004)). Sin embargo, recientes estudios han demostrado la existencia de
selenocianato (SeCN-) en aguas residuales industriales (Wallschlager & Bloom, 2001). Sin
embargo, el agua escasa en solidos selenoférricos en areas semiaridas pueden contener a
unos cientos o miles de microgramos disueltos de selenio por litro (Clesceri, Greenberg &
Rhodes, 1989).

Cromatografiaiénica

La cromatografia iénica (Cl) (Sarzanini, Mentasti & Bruzzoniti, 1998) se basa en la
separacion y cuantificacion de iones, por medio de su distribucién de equilibrios entre dos
fases inmiscibles; una fase estacionaria y otra movil. La fase estacionaria contiene grupos
funcionales ionicos y retiene el soluto, de caracteristicas ionicas pero de signo opuesto,
intercambiandolo por un proceso reversible con iones de la fase mdvil. La separacion de
los componentes de la muestra es basada en la carga y tamario de los iones (Skoog, Holler
& Nieman, 2001). La composicion de la fase mavil proporciona una gran flexibilidad para la
manipulacion del analito retenido, ya que se logra una deseada separacion y optimizacion
del andlisis (Janos, 1997).

Colina & Gardiner (1999), estudiaron la oxidacion de azufre, fésforo y nitrégeno usando
microondas para la digestiéon con peroxido de hidrégeno (Wilson, 1994; Craig, 1999),
activado con &acido formico y determinando los iones sulfato, fosfato y nitrato
correspondientes por cromatografia ibnica. La cromatografia i6nica (Goyal, 1997). puede
ser aplicada para muestras de un amplio rango de especies ionicas de interés ambiental y
de elevadas trazas de concentraciones, debido al especial progreso que ha presentado en
las técnicas de deteccion (Buchberger & Haddad, 1997; Woods & Rowland, 1997). Sin
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embargo, el uso de HG-AAS (Camara, Perez & Moreno, 2000) y ICP-MS han sido las
técnicas mas empleadas para el andlisis de muestras liquidas (biol6gicas y ambientales).
En este trabajo, se desarroll6 un método para la determinacién y especiacion de selenio en

muestras de cerveza utilizando cromatografia ibnica y digestion con peréxido de hidrogeno.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Materiales y reactivos

En el desarrollo del método para la especiacion de selenio por cromatografia iénica se
empled peroxido de hidrégeno con luz ultravioleta y se utilizaron los siguientes reactivos:
Estandar certificado de selenio (Aldrich, 980 ug mL™ de Se en 1% de HNO3), Selenito de
sodio (Na:SeOs3) y selenato de sodio (Na2SeOas) (AnalaR BDH), Seleno—DL-Metionina
(CsH1102NSe) (MP Biomedicals), Sulfato de sodio (Merck, 99% de pureza) y sulfito de sodio
(J.T. Baker Analyzed, 99% de pureza), Nitrato de sodio (Merck, 99,9% de pureza) y nitrito
de sodio (J.T. Baker Analyzed, 99% de pureza). Cloruro de sodio (Merck, 99,5% de pureza),
Peroxido de hidrogeno al 30% v/v (Merck), Acido clorhidrico 37% (Fisher Scientific
Company), Acido orto-fosforico 85% (Riedel-deHaén), Hidroxido de sodio (Baker Analyzed,
99% de pureza), Acido nitrico 65% (Riedel-deHaén), Carbonato de sodio (Merck, 99,9% de
pureza) y carbonato acido de sodio (Riedel-deHaén 99,7%), Agua destilada y desionizada,
Material volumétrico de plastico y vidrio, Bombas de alta presion del tipo Parr N °4745 con

envases de politretrafluoruro de etileno (PTFE).
2.2. Equipos

Cromatégrafo idnico marca Dionex; modelo LC20, equipado con una bomba cuaternaria;
modelo GP40, una columna aniénica lon Pac AS4A Dionex (4x250 mm), un guarda columna
anionica lon Pac AG4A Dionex (4x50 mm), con un sistema de supresion Dionex ASRS—
Ultra 11 (4mm) y detector de conductividad modelo CD20. Interfase marca Hewlett Packard,
modelo 35900E para el andlisis de los datos se utilizo el software HP Chem. En la Tabla 1
se muestran las condiciones operacionales empleadas por el cromatografo iénico para la
determinacion de los iones Se(lV) y Se(VI). Espectrofotometro de emision atdbmica con

plasma inductivamente acoplado (ICP-AES) marca Perkin EImer; modelo 6ptima 2000DV.

En la Tabla 2 se muestran los parametros operacionales usados en ICP-AES para la
determinacién de selenio total. Una lampara de vapor de mercurio a baja presion con una

potencia de 400 watts, marca UVP modelo TMW-20 Transiluminador UV-VIS para la
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digestién via UV. Potenciometro marca WPA CD500 para medicion de pH. Sonicador marca

Branson modelo 2210 para la homogenizacion de la muestra.

Tabla 1. Condiciones operacionales empleadas en Tabla 2. Parametros operacionales usados en

Cromatografia I6nica (CI) para la determinacién de los  espectrometria de emision atémica con plasma

iones Se(1V) y Se(VI). inductivamente acoplado (ICP-AES) para la
determinacion de selenio.

Condiciones Datos Parametros Datos
Fase Movil 1,8 mM Na2C0O3/1,7 mM A 196,06nm — 203,985 nm
NaHCO3
Velocidad de flujo 1 mL min™ Gas Argon
Sensibilidad del 50 uS Flujo de plasma 15 mL min?
detector
Volumen de muestra 50 pL Flujo de gas de 0,2 mL min™
arrastre
Solucién regenerante Agua desionizada Flujo del 0,8 mL min~!
nebulizador
Réplicas 2

2.3. Procedimiento experimental

2.3.1. Preparacion de las soluciones de selenio

Los compuestos puros de selenio empleados para establecer las condiciones
experimentales Optimas para el proceso de digestion, selenito y selenato de sodio se
calentaron en una estufa durante 4 horas a 110 °C y luego fueron colocados en un
desecador por 48 horas para eliminar la posible humedad existente, y posteriormente fueron
pesados. Se prepararon soluciones de trabajo de 1000 mg L™ (332,978 mg) de selenio a
partir de selenito de sodio y 25 mg L™ (6,2056 mg) de solucién de selenio a partir de seleno—
DL-metionina. La solucién de selenito de sodio se prepar6 diariamente para evitar que el
contenido de selenito presente se oxidara a selenato, mientras que la solucion concentrada

de seleno—DL-metionina fue guardada en envase plastico y refrigeradas a 4°C.
2.3.2. Optimizacién de las condiciones cromatogréficas

La fase movil empleada consiste en una mezcla buffer de carbonato de sodio y bicarbonato
de sodio 1,8 mMy 1,7 mM respectivamente, en agua desionizada. La fase mévil fue filtrada
a través de filtros de éster de celulosa por un tiempo de 15 min antes de ser utilizados para
el andlisis cromatogréfico. Se utiliz6 un flujo de 1 mL min=t en todos los andlisis

cromatograficos, el cual proporciond una buena selectividad y resolucion en la separacion
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cromatografica. Todas las soluciones de trabajo fueron filtradas a través de un filtro de
jeringa de 0,2 uM de PTFE antes de la inyeccion en el cromatografo idnico.

2.3.3. Sistema de calibracién

Se prepararon soluciones estandares de 0,1;0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 7,5y 10,0 mg L™ de Se(IV)
y Se(VI), respectivamente; a partir de una solucién de trabajo de 1000 mg L. Cada
solucion estandar se evalud por triplicado y el tiempo de analisis empleado para el i6n
Se(lV) fue de 9 min y para el Se(VI) fue de 17,0 min. El sistema de calibracion se realizo
diariamente con soluciones estandares preparadas (0,5; 1,0 y 3,0 mg L™ de Se(Vl)), para

asegurar parametros instrumentales constantes.
2.3.4. Procedimientos de digestién

Se establecieron las condiciones Optimas del andlisis para la digestion de los compuestos
puros de selenio empleando, como sistema oxidante, perdxido de hidrégeno y luz
ultravioleta; se variaron diversos parametros como: cantidad de peréxido de hidrogeno
adicionado, tiempo de digestion y pH. De cada una de las soluciones de trabajo de selenito
de sodio y seleno—DL-metionina, se prepararon soluciones de trabajo de 5 mg L de las
cuales se tomaron 5 mL de cada solucién para el estudio de las condiciones experimentales
del método propuesto. Se adicionaron diferentes cantidades de peréxido de hidrégeno para
llevar a cabo la oxidacion completa de los compuestos puros de selenio a selenato. El

volumen se varié desde 100 pL hasta 3000 pL.

2.4. Aplicaciéon del método

2.4.1. Validacion del método para la determinacién de selenio total en muestras
de cerveza

Tratamiento analitico de muestras de cerveza: Las muestras de cerveza fueron obtenidas
de una empresa cervecera de la localidad. Estas muestras se desgasificaron por un tiempo
de 2 horas eliminando de esta forma todo el diéxido de carbono y luego fueron filtradas,
para posteriormete guardarse en envases plasticos a una temperatura de 4°C para su

posterior analisis (Clesceri, Greenberg & Rhodes, 1989).

2.4.2. Optimizacion de las condiciones cromatograficas para el andlisis de muestras

de cerveza

Se establecieron las condiciones cromatograficas optimas del andlisis de la muestra de
cerveza, variando las concentraciones de la fase movil (Na2CO3/NaHCOs3) para separar los
iones Se(IV) y Se(VI) en presencia de otros iones (NO2-, NO3~, PO43> y SO4%). Al emplear

el eluente 1,7/1,8 mM de NaHCO3/Na:CO3 en muestras de cerveza, fueron encontrados
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interferencias de nitrato, fosfato y sulfato. Para eliminar tales interferencias se vario la
concentracion de la mezcla de carbonato de sodio/carbonato acido de sodio en diversas
proporciones y se empled hidroxido de sodio/carbonato de sodio. Las concentraciones de

las mezclas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Variaciones de la fase movil para la optimizacién la separacion cromatogréfica de Se(1V) y Se(VI)

Mezclas Concentraciones
Na.CO3/NaHCO3 1,3 mM/1,4mM
Na>CO3z/NaHCO3 2,0 mM/2,0 mM
Na2CO3/NaHCOs 0,75 mM/1,8 mM
Na2CO3/NaHCO3 0,75 mM/2,7 mM

NaOH/Na2COs 1,0 mM/2,0 mM

De igual forma se empleé un flujo de 1 mL min~! en todos los andlisis cromatograficos y se

utilizé agua desionizada como solucién regenerante de la columna supresora.

2.4.3. Procedimiento de digestion de muestras de cerveza para la validacion del

método propuesto.

Las muestras de cerveza fueron digeridas de acuerdo a las condiciones de analisis
establecidas. Para ello, se tomé 0,5 mL de muestra donde se le adicioné 1 mL de H20: al
30% v/v y colocadas en la luz UV durante 30 min. Pasado este tiempo, y esperado a que
las muestras estuvieran a temperatura ambiente, se llevaron a un volumen final de 5 mL
para luego ser cuantificadas en el cromatdgrafo ibnico. Cada muestra de cerveza fue

digerida por triplicado junto con un blanco y se leyeron por triplicado.

2.4.4. Determinacion de selenito y selenato en muestras de cerveza sin la aplicacion
del sistema oxidante (H2.02/UV)

Para la determinacién de las concentraciones de los iones selenito y selenato en muestras
de cerveza, se tomaron 3 mL de muestra de cervezay se llevd a un volumen fijo de 10 mL,

para luego ser cuantificadas por el cromatégrafo i6nico, donde se leyeron por triplicado.

2.4.5. Determinacion de selenio total en muestras de cerveza por medio de latécnica
ICP-AES

Para evaluar la eficiencia del método propuesto, se determiné el contenido de selenio total
presente en las muestras de cerveza mediante ICP-AES. Para ello, se tomaron 3 mL de
muestra y se le adicion6é 1 mL de HNOs directamente dentro de los envases de PTFE de
las bombas de alta presion, cada una de las muestras fueron digeridas por un tiempo de 4
horas a una temperatura de 110°C. Cada muestra se analiz6 por triplicado junto con su
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blanco. Los resultados obtenidos fueron comparados mediante pruebas estadisticas de
significancia con los resultados en la determinacién de selenio total empleando perdxido de

hidrogeno y luz ultravioleta.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Identificacion y cuantificacion

En las Figuras 1y 2 se muestran los cromatogramas correspondientes a los iones Se(lV)
y Se(VI) a diferentes concentraciones, obtenidos a partir de soluciones de trabajo. Como
se puede observar tanto el ion Se(lV) como el i6n Se(VI) presentan un rango de respuesta
lineal lo suficientemente amplio para una buena cuantificacion, asi como también una alta
simetria en las sefiales cromatograficas, lo que refleja una buena selectividad del sistema
cromatografico (Miller & Miller, 2001).

Se(lv)
8,45
f‘/E-DW;L' 680+

I
680 ] [ omge
| | 660

640

Conductividad (uS)

620

Conductividad (1LS)
@

600 -

1 2 3 3 5 & H 5 5 10
2 a 3 8 10 12 1% 16

Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencién (min)

Figura 1. Cromatograma Cl de i6n Se(lV) a Figura2.Cromatograma Cl de ién Se(VI) a diferentes
diferentes concentraciones (0.5; 1.0; 3.0 y 5.0 mg concentraciones (0.5; 1.0; 3.0 y 50 mg L™).
L™Y). Condiciones experimentales: columna de Condiciones experimentales: columna de aniones
aniones AS4A, precolumnaAG4A; Eluentel,8 mM AS4A, precolumna AG4A; Eluente1,8 mM Na2COa/1,7
Na-COs/1,7 mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL  mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL min-1, detector
min~!, detector de conductividad con una de conductividad con una sensibilidad de 50 uS.
sensibilidad de 50 pS.

Como se puede apreciar en las figuras el i6n Se(lV) presenta un menor tiempo de retencion
con respecto al ion Se(VI). Esto es debido a la afinidad que presenta la fase estacionaria
con los distintos iones, ya que la fase estacionaria es capaz de aumentar la retencion de
los iones a medida que se incrementa la relacion carga/masa de éstos; por tanto, disminuye
el radio de hidratacion y aumenta la polarizabilidad induciendo un dipolo y la atraccion sobre
la resina.

Las curvas de calibracion para Se (1V) fueron: y=263,099x — 30,028, r’= 0,9993, LD= 0,15
mg L™ y y= 402,735x — 34,154 r>= 0,9998 LD= 0,28 mg L™ para Se (VI) respectivamente.
El andlisis de estas figuras permite demostrar la proporcionalidad que existe entre las areas

de picos con respecto a las concentraciones de cada uno de estos iones, reflejAndose estas
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proporcionalidades en los coeficientes de correlacion (r). Los limites de deteccion obtenidos
fueron de 0,15 y 0,28 mgL™' para Se(lV) y Se(VIl), respectivamente, se calcularon
empleando el método de regresion lineal, (y — ys= 2Ss). En la Figura 3 se aprecia

claramente que no existe solapamiento cromatografico de los iones Se(lV) y Se(VI).

se(IV) Se(vl)

677
B.63F

355

3.040

350
545

340

2278
27017

Conductividad (nS)

335

3304

T T T
5] 10 12 14 16

Tiempo de retencién (min)

]
b
om

Figura 3. Cromatograma IC de iones Se(lV) y Se(Vl) con concentracion 1 mg L. Condiciones
experimentales: columna de aniones AS4A, precolumna AG4A; Eluente1,8 mM Na2COa3/1,7 mM NaHCOs;
velocidad de flujo 1 mL min~!, detector de conductividad con una sensibilidad de 50 pS.

3.2. Desarrollo del método

3.2.1. Estudio de las condiciones experimentales para la digestién de compuestos

de selenio

En el proceso de digestion de compuestos de selenio empleando peréxido de hidrégeno y
luz ultravioleta como medio oxidante, se estudiaron diferentes mecanismos para llevar a
cabo la oxidacion completa tanto del compuesto inorganico (selenito de sodio) como del
compuesto organico (selenometionina), variando el volumen de perdxido de hidrogeno

adicionado, el tiempo de reaccion y el pH.

3.2.1.1. Condiciones experimentales para la digestion del compuesto inorganico

3.2.1.1.1. Variacion de la cantidad de perdxido de hidrégeno (H202) adicionado

Como el selenito de sodio presenta una alta reactividad al oxidarse completamente a
Se(VI), aplicando como medio oxidante peroxido de hidrégeno y luz ultravioleta, fue el
primer compuesto de selenio estudiado. En la Figura 4 se puede observar que existe un
aumento continuo del porcentaje de recuperaciéon de selenio (71,03+3,18 hasta 103 + 2,01),
cuya oxidacién a iones Se(VI) se realizé en un tiempo de 30 minutos; esto se debe que a
medida que se aumenta la concentracién de oxidante (H202), aumenta la formacion del

radical hidroxilo (°OH) (Jackson & Hewitt, 1999). y por consiguiente aumenta el poder
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oxidativo. Sin embargo, cuando se adicionan volimenes de 1000 a 3000 uyL de oxidante,
no se observan diferencias significativas (103 + 2,01 a 103,51 + 4,87), ya que se alcanza el

equilibrio o limite maximo de oxidacion de los iones Se(lV) a Se(VI).

105 |

& a0

S 75 4

©

S 60

545 1

3 30 4

2 15 1

X g : ; : . ; : .

0 100 250 500 750 1000 2000 3000
Volumen de peroxido de hidrégeno adicionado
(HL)

Figura 4. Porcentaje de recuperacion de selenio obtenido a partir de selenito de sodio, digerido con

diferentes voliumenes de H20:2 al 30% “/v durante 30 min con luz UV.
También se puede apreciar en esta figura que cuando la solucion de selenito de sodio se
expone alaluz UV por un tiempo de 30 min, sin agregar volumen de peroxido de hidrégeno,
no se produce oxidacion, indicando que la irradiacion con luz UV es insuficiente para
originar la oxidacion de los iones Se(lV) a Se(VI). En la Figura 5, se muestra el
cromatograma correspondiente a estos analisis, donde los dos picos que aparecen a
tiempos de 2,0 y 2,9 min probablemente pertenezcan al radical hidroxilo formado por la
exposicion del peroxido de hidrégeno a la radiacién UV, los picos que aparecena 6,3y 12,5
min corresponde al ion nitrato y sulfato respectivamente; la presencia de estos dos ultimos
iones en el cromatograma se debe a las impurezas que se encuentran presente en el
peroxido de hidrogeno, mientras que el pico asignado al ion Se(VI) aparece a un tiempo de
retencion de 16,4 minutos.

NO; SO

Se(VI)

S0~

Conductividad (pu3)

2042

Conductividad (uS)
g

T = - T T T T
- ' 4 [ 8 10 12 " 1%
Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencwcr; (min)

Figura 5. Cromatograma Cl de iones Se(VI) Figura 6. Cromatograma Cl obtenido a partir de

obtenido a partir de selenito de sodio digerido con
diferentes volumenes de H20: al 30% v/v durante 30
min con luz UV. Condiciones experimentales:
columna de aniones AS4A, precolumna AGA4A,;
Eluentel,8 mM Na2CO3/1,7 mM NaHCOs; velocidad
de flujo 1 mL min~%, detector de conductividad con
una sensibilidad de 50 pS.

agua desionizada digerido con 1000 pL de H20: al
30% v/v durante 30 min con luz UV. Condiciones
experimentales: columna de aniones AS4A,
precolumna AG4A, Eluentel,8 mM Na2COs/1,7 mM
NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL min~2, detector de
conductividad con una sensibilidad de 50 pS.
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En este cromatograma, se puede apreciar un incremento continuo del pico del i6bn Se(VI)
cuando se varia la concentracion de (0,12%; 0,3%; 0,6%; 1,2%), es decir, al aumentar la
cantidad de perdéxido de hidrégeno adicionado (100, 250, 500, 750 y 1000 uL). Sin embargo,
al agregar volimenes mayores de 1000 pL la altura del pico se mantiene constante. Cabe
destacar en la Figura 5 que la presencia del ion Se(VI) en este cromatograma es
Unicamente proveniente del selenito de sodio digerido con peréxido de hidréogeno, ya que
el peroxido de hidrogeno no genera sefial cromatografica en los tiempos de retencion del
Se(lV) y Se(VI), es decir no causa interferencia, esto se puede observar en la Figura 6 que
muestra el cromatograma correspondiente al agua desionizada con 1000 uL de peréxido

de hidrogeno (blanco), donde se observa la presencia de los iones nitrato y sulfato.
3.2.1.1.2. Variacién del tiempo de exposicién con UV

Cuando la solucion de selenito de sodio se digiere empleando un volumen de 1000 uL de
peréxido de hidrogeno, se obtienen porcentajes de recuperacion de 103,00 = 2,01,
considerando que este volumen es el necesario para garantizar la oxidacién completa de
los iones Se(1V) a Se(VI). No obstante, a pesar de los 6ptimos resultados obtenidos en un
tiempo de digestion de 30 minutos, se procedio a disminuir el tiempo de exposicién con luz
UV, encontrandose resultados similares. En la Figura 7, se muestran los porcentajes de
recuperacion obtenidos a partir de la digestion de la solucion de selenito de sodio con 1000
uL de H20:2, a diferentes tiempos de exposicion a luz UV.

103

|

(=]
wonaucuviaaa (ud)

— ) I @
(= c

=
<

T T T T )

5 10 15 20 30 -
Tiempo de digestién [ITIII) Tiempo de retencion (min)

Recuperacion (%)

Flgur_a 7 P_orcentaje. de recuperacion C!e Figura 8. Cromatograma CI de iones Se(VI) obtenido a
selenio obtenido a partir de selenito de sodio

S v partir de selenito de sodio digerido con 1000 uL de H20:2

g:fgeerzcrjﬁesc?igmlp?c?socgrl;lgze U|_\|/202 al 30% * a al 30% /v durante 15 min con luz UV. Condiciones

' experimentales: columna de aniones AS4A, precolumna

AG4A; Eluente 1,8 mM Na2CO3/1,7 mM NaHCOsg;

velocidad de flujo 1 mL min~2, detector de conductividad
con una sensibilidad de 50 uS.

Como se puede apreciar en la Figura 7, a un tiempo de 15 min de exposicion con radiacion
UV empleando 1000 uL de peroxido de hidrégeno se obtienen porcentajes de recuperacion

de 99,03 + 1,35, representando este tiempo el 6ptimo para la oxidacion de los iones Se(lV)
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a Se(VI). A tiempos mayores de 15 min de digestion se obtuvieron recuperaciones de
selenio mayores al 99%. Cabe destacar que la optimizaciéon de un método analitico consiste
en el empleo de la menor cantidad de reactivo en el menor tiempo posible. La Figura 8
muestra el cromatograma de la oxidacion del selenito de sodio a iones Se(VI) empleando
estos parametros.

El i6bn Se(VI) aparece a un tiempo de retencién de 15,9 min. Este cambio del tiempo de
elucioén del ion Se(VI) se debe a cambios en la columna, debido a la limpieza de la misma
o la elucién de otro tipo de solvente. Por esta razon diariamente fue evaluado el sistema de
calibracion para los iones en estudio, asegurando de esta forma que los resultados

obtenidos sean los mas reproducibles.

Establecidas las condiciones experimentales para la digestién del selenito de sodio, el
proceso quimico que ocurre en dicha oxidacion empleando peréxido de hidrégeno y luz

ultravioleta puede describirse mediante la siguiente ecuacion (Liao, C. & Gurol, M., 1995):

Se03? + H202 + hv—— Se04? + H20 [8]
En la Tabla 4 se resumen las condiciones experimentales obtenidas en el estudio de

optimizacion de la digestion de la solucion de iones Se(lV).

Tabla 4. Condiciones experimentales obtenidas en el proceso de digestion de iones Se(IV) a Se(VI)

Cantidad de H,O; al 30% (uL) | Tiempo de exposicion UV (min) pH del medio
1000 15 acido

3.2.1.2. Condiciones experimentales para la digestion del compuesto organico

El estudio del compuesto organico (seleno-DL-metionina) se analizé6 empleando las mismas
condiciones experimentales obtenidas en el proceso de digestion del selenito de sodio
(Figura 9).

Se
HO ——
NH.,

Figura 9. Estructura quimica del compuesto organico seleno-DL-metionina.

Como prueba preliminar, la solucién de seleno-DL-metionina fue digerida con 1000 pL de
H20:2 al 30% v/v y expuesta a la luz ultravioleta durante 15 min, en la cual no se obtuvo un
Optimo porcentaje de recuperacion, ya que solo el 37,51 + 2,79 es recuperado. La Figura
10 muestra el cromatograma correspondiente a este analisis.

Tomando en cuenta la poca recuperacion de selenio como Se(VI), a partir de seleno-DL-
metionina, se realizaron variaciones en el volumen de peréxido de hidrégeno adicionado y

el tiempo de exposicion a la luz UV, como se muestra en la Figura 11. Como se puede
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observar en esta figura, no se obtuvieron buenos porcentajes de recuperacion con la
variacion del tiempo de exposicion a la luz UV ni con el aumento de perdxido de hidrégeno
adicionado, ya que la maxima recuperacion obtenida fue de 77,02 + 2,28. Una de las
posibles causas de que no ocurra una completa oxidacion es la compleja estructura del
seleno-DL-metionina, pues el selenio se encuentra muy impedido para un ataque directo
del radical hidroxilo.

Con la finalidad de mejorar el proceso de digestién para éste compuesto organico, se realizé
un cambio de pH en el medio de reaccion. Para ello, se estudio el comportamiento de la
seleno-DL-metionina en medio acido y basico, empleando acido clorhidrico e hidréxido de

sodio, respectivamente. La Figura 12, muestra los resultados obtenidos.
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Figura 10. Cromatograma ClI de iones Se(VI) obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerido con 1000 uL
de H202 al 30% Y/v durante 15 min con luz UV. Condiciones experimentales: columna de aniones AS4A,
precolumna AG4A; Eluentel,8 mM Na2CO3/1,7 mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL min?, detector de
conductividad con una sensibilidad de 50 pS.
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Figura 11. Porcentaje de recuperacion de selenio Figura 12. Porcentaje de recuperacion de selenio
obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerida obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerida
con diferentes volimenes de H202 al 30% Y/v a con 3000 uL de H20: al 30% Y/v a 45 min con luz UV
diferentes tiempos con luz UV. y a diferentes valores de pH.
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La seleno-DL-metionina presenta un pH de 5,3, por lo tanto, al agregar 3000 puL de peroxido
de hidrégeno, el pH del medio disminuye a 3,4 y con la adicién de 50 uL de HCI 0,1 M, el
pH varia a 2,7. Al agregar 100; 500 y 3500 uL de hidréxido de sodio 0,1 M a la solucion de
seleno-DL-metionina, el pH aumenta a 8; 9y 10, respectivamente.

En la Figura 12 se puede observar que a pH acidos existen mayores porcentajes de
recuperacion que a pH basico, aunque los resultados obtenidos en el proceso de digestion
del seleno-DL-metionina no son optimos debido a que la maxima recuperaciéon de selenio
fue de 77,02% =+ 2,28. Por otra parte, se puede apreciar que a medida que aumenta el pH
existe una disminucion continua del porcentaje de recuperacion.

Las Figuras 13 y 14 muestran los cromatogramas correspondientes a la oxidacion de
seleno-DL-metionina a Se(VI) bajo condiciones acidas y basicas. El pico que aparece a
2,703 min corresponde al i6n CI- mientras que el ién Se(VI) aparece a un tiempo de
retencién de 11,207 min (Figura 13).

Cl-

S0~ Se(V)
g NO=+ S0~ Se(V)
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Figura 13. Cromatograma CIl de iones Se(VI)
obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerida
con 3000 puL de H202 al 30% Y/v y 100 yLde &cido
clorhidrico 0,1M (pH=2,7) durante 45 min con luz
UV. Condiciones experimentales: columna de
aniones AS4A, precolumna AG4A; Eluentel,8 mM
Na2COs/1,7mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL
min~!, detector de conductividad con una
sensibilidad de 50 uS.

Figura 14. Cromatograma Cl de iones Se (VI)
obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerido
con 3000 pL de H202 al 30% Y/vy 3,5 mLde hidréxido
de sodio 0,1M (pH=10) durante 45 min con luz UV.
Condiciones experimentales: columna de aniones
AS4A, precolumna AG4A; Eluentel,8 mM
Na2COs/1,7 mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL
min~!, detector de conductividad con una
sensibilidad de 50 uS.

En el cromatograma de la Figura 14, el pico que aparece a un tiempo de retencién de
11,070 min se le asigna al iobn Se(VI). En la Figura 14 se puede apreciar una pequefia area
del pico para el Se(VI) cuando el medio de reaccion es llevado a un pH bésico.

Después de realizar pruebas preliminares a la seleno-DL-metionina variando los
parametros obtenidos en la oxidacion del selenio inorgénico, no se encontr6 un medio de
reaccion con resultados lo suficientemente buenos para comenzar una optimizacion de las
condiciones, por lo que se tuvo que realizar la variacién de un cuarto parametro, como lo
era la cantidad de analito presente en la solucion de trabajo. A partir de los resultados

mostrados en la Figura 15, se encontrd un buen porcentaje de recuperacion del contenido
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de selenio como Se(VI) a partir del seleno-DL-metionina (98,61% =+ 1,13) al utilizarse una

cantidad de muestra de 0,5 mL.
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Figura 15. Porcentaje de recuperacion de selenio
obtenido a partir de diferentes cantidades de seleno-
DL-metionina digerida con 1000 pL de H202 al 30%
V/v a 45min con luz UV.

Figura 16. Porcentaje de recuperacion de selenio
obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerida
con 1000 pL de H20:2 al 30% Y/ a diferentes tiempos
con luz UV.

Luego de haber encontrado un medio de reaccion donde la oxidacion es completa, se
procedio a optimizar las condiciones experimentales de oxidacion del selenio organico a
iones Se(VI).

3.2.1.2.1. Variacién del tiempo de exposicion con UV

Cuando la solucién de seleno-DL-metioninase digiere empleando un volumen de 1000 pL
de perdxido de hidrégeno a un tiempo de exposicién con luz UV de 45 min, se obtienen
porcentajes de recuperacion de 98,61 + 1,13. No obstante, debido al largo tiempo de
analisis se procedié a disminuir el tiempo de exposicion con luz UV, encontrandose
resultados similares a un tiempo de 30 min. En la Figura 16, se muestran los porcentajes
de recuperacion obtenidos a partir de la digestion de la solucién de seleno-DL-metioninacon
1000 uLde perodxido de hidrogeno, a diferentes tiempos de exposicién a la luz UV. Como se
puede apreciar en esta figura, a un tiempo de 30 min de exposicion con radiacion UV se
obtienen buenos porcentajes de recuperacion (101,17 + 1,94), representando este tiempo
el optimo para la oxidacion de seleno-DLmetioninaa iones Se(VI). La Figura 17 muestra el

cromatograma correspondiente a este estudio.
3.2.1.2.2. Variacion de la cantidad de perdxido de hidrégeno (H20?) adicionado

En la Figura 18 se puede observar que, al emplear volumenes de 500 a 1000 uL de
peroxido de hidrégeno, existe un aumento del porcentaje de recuperacion de selenio
(56,16% + 3,64 a 101,17% +1,94), cuya oxidacion a iones Se(VI) se realizd en un tiempo
de 30 minutos. Sin embargo, al incrementar el volumen de peroxido de hidrégeno
adicionado (1000 a 3000 pL), es decir, al aumentar la concentracién de 3% a 9%, se

observa que el porcentaje de recuperacion se mantiene constante.
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En esta Figura 18 se puede apreciar también que cuando la solucion de seleno-DL-
metionina se expone a la luz UV por un tiempo 30 min, sin agregar volumen de peroxido de

hidrogeno, no se observa oxidacion alguna a iones Se(VI).
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Figura 17. Cromatograma Cl| de iones Se (VI) Figura 18. Porcentaje de recuperacion de selenio
obtenido a partir de 0,5 mL de seleno-DL-metionina obtenido a partir de 0,5 mL de seleno-DL-
digerida con 1000 pL de H20- al 30% Y/v durante 30 metionina digerido con diferentes volimenes de
min con luz UV. Condiciones experimentales: H202 al 30% /v durante 30 min con luz UV.
columna de aniones AS4A, precolumna AG4A;

Eluentel,8 mM Na2COs/ 1,7 mM NaHCOs; velocidad

de flujo 1 mL min™, detector de conductividad con una

sensibilidad de 50 uS.

La Figura 19 muestra el cromatograma obtenido a partir de la digestién del selenio
organico, empleando 0,5 mL de muestra con 3000 pL de peréxido de hidrégeno durante 30
min de exposicién a la luz UV, este cromatograma muestra que el pico que aparece a un

tiempo de retencion de 11,071 min es el i6n selenato.
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Figura 19. Cromatograma CI de iones Se(VI) obtenido a partir de 0,5 mL de seleno-DL-metionina digerida
con 3000 uL de H202 al 30% Y/v durante 30 min con luz UV. Condiciones experimentales: columna de aniones
AS4A, precolumna AG4A; Eluente1,8 mM Na2COz/1,7 mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL min?, detector
de conductividad con una sensibilidad de 50 pS.

Las condiciones experimentales obtenidas en el proceso de digestion del seleno-DL-

metionina a iones Se(VI) fueron las siguientes:
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Cantidad de Cantidad de H,0; al 30% | Tiempo de exposicién UV pH del
muestra (uL) (uL) (min) medio
500 1000 30 acido

De esta manera, el método desarrollado para la determinacion de selenio total en muestras
de selenio orgénico por cromatografia ibnica mediante el empleo de perdxido de hidrogeno
y luz ultravioleta consiste en la digestién de 0,5 mL de muestra, en el cual se adicion6 1000
uL de H202 al 30% v/v en un tiempo de exposicién a la luz ultravioleta de 30 min

3.3. Estudio de interferencia

Dado que el Se(lV) y el Se(VI) no presentan problemas de interferencias entre si en la
separacion cromatografica por Cl empleando como fase maévil 1,8 mM Na2COz/1,7 mM
NaHCOs, se garantizan los satisfactorios resultados obtenidos en la optimizacion del
método. Sin embargo, para la aplicacion del método a una muestra tan compleja como es
la cerveza, se estudi6 la separacion de los iones Se(lV) y el Se(VI) en presencia de otros
iones (NO2~, NOs~, HPO4?~ y SO4%).

En la Figura 20 se muestra el cromatograma obtenido a partir de una solucion de Se(IV) y
Se(VI) contaminada con diversos iones (NO2z-, NOs~, HPO4?~ y SO4?7) a concentraciones de
1,5 mg L, empleando las condiciones cromatogréaficas establecidas. Estos iones tienen

tiempo de retencion cercanos a los iones de selenio investigados.
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Figura 20. Cromatograma Cl de mezcla de iones Figura 21. Cromatogramas CI| obtenido a partir de
a concentraciones de 1,5 mg L. Condiciones soluciones de selenito de sodio (linea continua) y
experimentales: columna de aniones AS4A, Aacido fosférico (linea discontinua) 1 mgL™.
precolumna AG4A; Eluentel,8 mM Na2COs3/1,7 Condiciones experimentales: columna de aniones
mM NaHCOs; velocidad de flup 1 mL min™, AS4A, precolumna AG4A; Eluente1,8 mM Na>COs/1,7
detector de conductividad con una sensibilidad de mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL min-, detector
50 uS. de conductividad con una sensibilidad de 50 pS.

Al analizar esta figura se puede observar que el pico que aparece a un tiempo de retencion
de 7,49 min es asignado al iébn Se(IV). No obstante, este pico aparece solapado con el i6n
HPO4%>~ (previamente estandarizado), causando de esta forma interferencia en la
separacién y cuantificacion del iobn Se(lV). Debido a este inconveniente se realizo el estudio
de la minima concentracién de HPO4?~ capaz de interferir en la resolucién y cuantificacion

del ibnSe(1V). En la Figura 21 se aprecia tal analisis.
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El pico que aparece a un tiempo de retencién de 7,776 min se le asigna al ion Se(1V),
mientras que el pico asignado al ibn HPO4?~ aparece a un tiempo de retencién de 7,531
min. Por medio de este analisis se obtuvo que a partir de concentraciones mayores de 0,05
mg L™! la sefial cromatogréfica del ion Se(IV) es afectada por el ion HPO4?~. Para garantizar
la separacion cromatografica de los iones Se(IV) y Se(VI) en presencia de otros iones, se
vario la concentracién de la mezcla del eluente carbonato de sodio y bicarbonato de sodio
(Na2CO3/NaHCO3) en diversas proporciones.

La mejor separacion cromatografica encontrada de los iones Se(lV) y Se(VI) en presencia
de otros iones, se logré empleando la mezcla de 1,0 mM NaOH/2,0 mM Na2COs (Niss et al.
1993). En la Figura 22 se puede observar el cromatograma correspondiente a este estudio.
La separacion cromatografica dada en este cromatograma proporciona una buena
separacion de los iones en estudio, debido a que se obtiene una buena resolucién en los
picos cromatograficos. El empleo del eluente de carbonato de sodio/hidroxido de sodio
elimina la interferencia del ion Se(IV) con el PO4%-, debido a que el pH del eluente es mayor
(pH=10) al formado por la mezcla de carbonato de sodio/carbonato &cido de sodio (pH=9),
originando que el fosfato presente en la mezcla se encuentra en la forma PO4%,
aumentando de esta manera el tiempo de retencion y efectivamente la separacion con el
ion Se(lV) (Niss et al. 1993). En la Figura 23 se muestran los sistemas de calibracion de
los iones Se(1V) y Se(VI), donde a partir de éstas se pudo cuantificar la concentracién de

estos iones en la muestra de cerveza.
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Figura 22. Cromatograma Cl de mezcla de iones a
concentraciones de 1,5 mg L Condiciones
experimentales: columna de aniones AS4A,
precolumna AG4A; Eluente: 1,0 mM NaOH/2,0 mM
Na.COs; velocidad de flujp 1 mL min~t, detector de
conductividad con una sensibilidad de 50 pS.

Figura 23. Curva de calibracidon para determinar
niveles de concentracion de iones Se(lV) y Se(VI).
Condiciones experimentales: columna de aniones
AS4A, precolumna AG4A; Eluentel,0 mM
NaOH/2,0 mM Na2COs; velocidad de flujo 1 mL
min~t, detector de conductividad con una

sensibilidad de 50 pS.

Los limites de deteccion obtenidos empleando esta nueva condicion cromatografica fue de
0,08 mg L para Se(IV) y 0,07 mg L para Se(VI). Al comparar estos limites de deteccion
con los obtenidos en la literatura (Niss et al. 1993) que fueron de 0,05 mg L™ para los dos
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iones, respectivamente; se puede apreciar que existen pequefas diferencias entre los
valores obtenidos y los citados en la literatura, indicando que esta nueva fase movil permite

una mejor cuantificacion, ademas de una buena separacion de los iones en estudio
3.4. Aplicacién del método

3.4.1. Validacion del método para la determinacion de selenio total en muestras de

cerveza

La metodologia establecida se aplicé a tres muestras de cerveza para determinar el
contenido de selenio total. Previo a éste analisis, las muestras se analizaron en el Cl para
cuantificar la cantidad de Se(1V) y Se(VI) presente, y de ésta manera determinar la cantidad
de selenio oxidado cuando se aplica el sistema H202/UV. Cabe destacar que la muestra de
cerveza presenta un pH 4,3, lo cual puede considerarse como medianamente acido. Por lo
tanto, el pH del medio de reaccion varid a 3,4 al agregar 1000 uL de perdxido de hidrogeno.
La Figura 24 muestra el cromatograma de la muestra de cerveza sin aplicar el sistema
H202/UV, empleando las condiciones cromatograficas establecidas para la separacion de
los iones en estudio de los problemas de interferencias de nitrato, fosfato y sulfato.

Como se puede observar en esta figura que el idn Se(lV) se encuentra separado de los
iones nitrato, fosfato y sulfato. En este cromatograma no se aprecia la elucién del ion Se(V1)
gue aparece a un tiempo de retencion aproximadamente de 9 min, pudiéndose explicar
debido a que la concentracion de este i6n se encuentre por debajo de los limites de

deteccioén del CI.
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Figura 24. Cromatograma Cl obtenido a partir de 3 Figura 25. Cromatograma CIl obtenido a partir de

mL de muestra de cerveza sin digestion. Condiciones 0,5 mL de muestra de cerveza digerida con 1000

experimentales: columna de aniones AS4A, ulL de H20O: al 30% “/v durante 30 min con luz UV.

precolumna AG4A; Eluente 1,0 mM NaOH/2,0 mM Condiciones experimentales: columna de aniones

Na2COs; velocidad de flujp 1 mL min™, detector de AS4A, precolumna AG4A; Eluente 1,0 mM

conductividad con una sensibilidad de 50 uS. NaOH/2,0 mM Na2COg; velocidad de flujo 1 mL
min~%, detector de conductividad con una
sensibilidad de 50 pS.

En la Figura 25 se aprecia el cromatograma correspondiente al emplear el sistema oxidante

a la muestra de cerveza, para evaluar de esta forma la eficiencia del método propuesto. Al
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estudiar esta figura se puede apreciar que el empleo del sistema oxidante H202/UV
proporciona buenos resultados para la determinacién de selenio, ya que las diferentes
especies de selenio fueron oxidadas a iones Se(VI) como producto final; esto se puede
confirmar en el cromatograma que aparece la elucion del ion Se(VI) a un tiempo de
retencion de 9,542 min. Para evaluar la eficiencia del método propuesto, se determiné en
estas mismas muestras la cantidad de selenio total mediante la técnica ICP-AES. Los
resultados obtenidos por las dos metodologias fueron comparados mediante un tratamiento
estadistico de pruebas de significancia, en el cual se aplico la prueba t de comparacion de
las medias de dos muestras y la prueba F para la comparacién de las desviaciones estandar
(Miller & Miller, 2001).

En la Tabla 5 se muestran las concentraciones obtenidas de las diferentes formas del
selenio encontradas en la muestra de cerveza y las concentraciones de selenio total

obtenidos por las dos técnicas (Cl y ICP-AES).

Tabla 5. Resultados de la especiacion de selenio en muestras de cerveza (mg L™?)

H,0,/UV® ICP-AES® Se(-IN®@ Se(Iv)® Se(V)®
Se total Se total Selenio organico selenito selenato

0,7838+0,04 0,7801+0,03 0,5795+0,02 0,1977+0,03 <LD
LD=0,07

(@) La cantidad de selenio total reportada esta contenida en 0,005 L de solucion (n=3).
(b) La cantidad de selenio total reportada esta contenida en 0,01 L de solucion (n=3).

Los resultados obtenidos en el estudio estadistico, tanto para la prueba t de comparacion
de las medias de dos muestras como para la prueba F son menores que el valor critico
establecido para dos grados de libertad y un nivel de confianza de 90% (0,10). Esto significa
gue la metodologia desarrollada para la determinacién de selenio total mediante el empleo
de peréxido de hidrégeno y luz ultravioleta proporciona resultados tan precisos y exactos
como los obtenidos mediante la técnica ICP-AES. Las especies encontradas en las
muestras de cerveza son las esperadas, debido a que la levadura es unos de los
componentes de la cerveza, la cual contiene selenio organico y que al oxidarse predominara
el Se(VI). El selenio presente en las muestras de cerveza se encuentra en un nivel promedio
de 0,7819 mg L™, lo cual excede el limite de concentraciéon permisible establecido en la
Norma Venezolana COVENIN sobre la Clasificacion de las aguas envasadas, siendo el
nivel de concentracion referencial de 0,01 mg L= de selenio (Norma Venezolana,
COVENIN. No. 1431, 1982). En este sentido, el selenio presente en la cerveza puede
causar dafnos para la salud, por lo tanto, se deben tomar medidas preventivas para mejorar

el control de calidad.
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4. CONCLUSIONES

La oxidacion completa de los iones Se(IV) a Se(VI) se llevé a cabo satisfactoriamente con
5 mL de la solucion de trabajo, empleando 1000 pL de peroxido de hidrogeno al 30% Y/v en
un tiempo de exposicion a la luz ultravioleta de 15 min. Bajo éstas condiciones

experimentales se obtuvo un porcentaje de recuperacion de 99,03%+1,35.
El medio 6ptimo de reaccion para la oxidacion de los iones Se(IV) a Se(VI) fue a pH &cido.

La oxidacion completa del contenido de selenio presente en el compuesto organico seleno-
DL-metionina a iones Se(VI) se llevd a cabo tomando 0,5 mL de muestra, empleando 1000
uL de peroxido de hidrégeno al 30% VY/v en un tiempo de exposicion a la luz ultravioleta de
30 min.

El medio de reaccién optimo para la oxidacion de la seleno-DL-metionina a Se(VI) se llevo

a cabo en medio &cido.

El método propuesto se aplico a muestras de cerveza con el resultado de selenio total de
0,7838 mg L1. El método propuesto se validé mediante la determinacién de selenio total a

muestras de cervezas por ICP-AES.
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RESUMEN

Se desarrollaron metodologias analiticas para la determinacién de los niveles de mercurio en muestras de
sangre completa y plasma de pacientes con leucemia registrados en el instituto Hematolégico de Occidente,
Maracaibo, evaluando la concentracion total de Hg y sus especies quimicas en muestras sanguineas de los
pacientes estudiados (n=34) y de sujetos controles (n=5), a través de HPLC-ICP-MS. El limite de deteccién
obtenido calculado para la determinacion de Hg en sangre completa y plasma fue de 1,39 ug HgL ' y el limite
de cuantificacion fue 1,39 ug HgL™?. Las concentraciones totales de mercurio en sangre y plasma fueron
16,89+8,76 ug HgL™ [8,22-45 ug HglL ]y 25,77+5,12 ug HgL* [10,6-40,87ug HgL ] respectivamente, mientras
gue para la poblacién control fueron de 25,36+11,4 [10,6-40,87 pug HgL'] y 74,46+16,09 [64,38-102,82 g
HgL?]. La media de Hg-S del grupo de los varones evaluado fue 16,08+7,85 ug HgL™! y en las hembras
18,68+10,05 pgL?, la media de Hg-S en las hembras fue significativamente superior (P<0,05) que la media
de Hg-S observada. Los limites de deteccion para las especies quimicas de Hg estudiadas en sangre
resultaron: CHsHg* (0,7 pg HgL), Hg*? (0,53 pug HgL™?). Las concentraciones encontradas de Hg*? y CHsHg*
en los pacientes de leucemia en sangre completa y plasma fueron 8,16+1,67 [6,96 — 10,97], 9,85+6,22 ug
Hg*2.L™* [6,04 — 20,74], y 11,47+4,33 pg Hg*2.L™* [7,28 — 18,63], 11,28+5,40 [6,24 — 18,63] respectivamente,
mientras que para la poblacion control fueron 10,04+3,84 pg Hg*2.L [5,41 — 15,86], 12,24+5,76 [6,00 — 21,37]
y 33,48+8,62 ug Hg*2.L* [27,59 — 48,36], 28,44+13,13 [18,25 — 50,23].

Palabras clave: leucemia, mercurio, sangre, plasma.

DETERMINATION OF MERCURY LEVELS IN BLOOD AND
PLASMA OF PATIENTS WITH LEUKEMIA

ABSTRACT
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In this work, analytical methodologies were developed for the determination of mercury levels in blood and
plasma samples of patients with leukemia registered at the Haematological Institute of the West, Maracaibo,
evaluating the total concentration of Hg and its chemical species in blood samples from the patients studied
(n = 34) and of control subjects (n =5), by the HPLC-ICP-MS. The calculated limit of detection found for the
determination of Hg in blood and plasma was 1.39 ug Hg/L and the limit of quantification was 1.39 ug Hg.L™.
The total mercury concentrations in blood and plasma of 16.89+8.76 ug Hg.L? [8.22-45 ug Hg.L™Y] and
25.77+5.12 ug Hg.L* [10.6-40.87ug Hg.L™Y] respectively and for the control population were 25.3637+11.4
[10.6-40.87 ug Hg.L'] and 74.46+16.09 [64.38-102.82 ug Hg.L']. The mean of Hg-S of the group of males
evaluated was 16.08+7.85 ug Hg.L™?, and in females were 18.68+10.05 ug.L?, the mean of Hg-S in the females
was significantly higher (P <0.05) than the mean Hg-S observed. The detection limits for the Hg chemical
species studied in blood are: Hg* (0,7 pg Hg.L ™), Hg*? (0,53 ug Hg.L™). The concentrations found for Hg*? and
CHsHg" in leukemia patients in blood and plasma were 8.16+1.67 [6.96-10.97], 9.85+6.22 ug Hg*2.L™* [6.04-
20.74], and 11.47+4.33 ug Hg*.L! [7.28-18.63], 11.28+5.40 [6.24-18.63] respectively, while for the control
population were 10.04+3.84 pg Hg*2.L* [5.41-15.86], 12.24+5.76 [6.00-21.37] and 33,48+8.62 ug Hg*2.L*
[27.59-48.36], 28.44+13.13 [18.25-50.23].

Key words: leukemia, mercury, blood, plasma.

DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MERCURIO NO SANGUE E
PLASMA DE PACIENTES COM LEUCEMIA

RESUMO

Neste trabalho; foram desenvolvidas metodologias analiticas para a determinagéo dos niveis de mercurio no
sangue total e em amostras de plasma de pacientes com leucemia cadastrados no Instituto Hematol4gico do
Oeste, Maracaibo, avaliando a concentragédo total de Hg e suas espécies quimicas em amostras de sangue
dos pacientes (n=34) e dos individuos controle (n=5), por HPLC-ICP-MS. O limite de detec¢do obtido
calculado para a determinac&o de Hg no sangue total e plasma foi de 1,39 ug Hg.L™ e o limite de quantificag&o
foi de 1,36 pg Hg.L. As concentragdes totais de mercurio no sangue e no plasma foram 16,89+8,76 ug Hg.L
1[8,22-45 ug Hg.LY] e 25,77+5,12 ug Hg.L™* [10,6-40,87 ug Hg.L], respectivamente, enquanto que para a
populagdo de controle foram 25,36+11,4 [10,6-40,87 ug Hg.L] e 74,46+16,09 [64,38-102,82 ug Hg.LY]. O
Hg-S médio do grupo de machos avaliados forami de 16,08+7,85 ug Hg.L™! e nas fémeas 18,68+10,05 ug.L
1, a média de Hg-S nas fémeas foi significativamente maior (P <0,05) do que a média de Hg-S observada. Os
limites de detecgéo das espécies quimicas de Hg estudadas no sangue foram: CHsHg* (0,7 ug Hg.L?), Hg*?
(0,53 ug Hg.L™Y). As concentracbes encontradas para Hg*? e CHsHg* em pacientes com leucemia no sangue
total e plasma foram 8,16+1,67 [6,96-10,97], 9,85+6,22 ug Hg*2.L?! [6.04-20.74] e 11.47+4.33 ug Hg*2.L1
[7.28-18.63], 11.28+5.40 [6.24-18.63] respectivamente, enquanto que para a populacdo de controle foram
10,04+3,84 ug Hg™.L?! [5,41-15,86], 12,24+5,76 [6,00-21,37] e 33,48+8,62 ug Hg™L?! [27,59-48,36],
28,44+13,13 [18,25-50,23].

Palavras-chave: leucemia, mercurio, sangue, plasma.

1. INTRODUCCION

Entre los metales pesados el mercurio se considera como uno de los contaminantes mas
peligrosos en el medio ambiente (Granadillo, 2009; Son, Lee, Paek & Lee, 2009;
Vesterberg, 1991; Gallignani, Bahsas, Brunetto, Burguera & Petit de Pefa, 1998;
Leermakers, Baeyens, Quevauviller & Horvat, 2005) no solo por la gravedad de las
enfermedades que causa sino por los efectos irreversibles que provoca en los seres
humanos (Bello et al., 2005). La toxicidad del mercurio depende de su forma quimica (Li et
al., 2008; Marcano &Troconis, 2001; Issaro, Abi-Ghanem & Bermond, 2009). Se puede
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encontrar en tres formas basicas: mercurio elemental (Hg®) conocido como mercurio
metalico (como en los termémetros y amalgamas y en las actividades mineras de oro)
(Vupputuri et al., 2005) mercurio inorganico (Ino-Hg), principalmente cloruro de mercurio
(como en los cosméticos, los laxantes y antisépticos) y mercurio organico, basicamente
metilmercurio (Met-Hg) o etilmercurio (Et-Hg) se produce a través del consumo de mariscos
y crustaceos, y de algunos peces de agua dulce contaminadas y las vacunas que contienen

timerosal respectivamente (Rodrigues et al., 2009).

En diferentes estudios se ha demostrado que la exposicion a altos niveles de metilmercurio
afecta negativamente la funcidon neuroldgica, renal, inmunes, sexuales, entre otras; pero
poco se sabe sobre el potencial de inducir a otros efectos adversos para la salud (Rodrigues
et al.,, 2009). Algunos informes en animales y humanos sugieren que la exposicion al
metilmercurio puede afectar a la variabilidad del ritmo del corazén, enfermedad cardiaca y
la presion arterial, sin embargo, los datos son limitados (Vupputuri et al., 2005). Sin
embargo, a pesar de la diferencia de toxicidad relacionada con la forma de mercurio, la
concentracion de mercurio total en la sangre es por lo general utilizada para estimar los

resultados clinicos después de la exposicion al mercurio.

Entre las técnicas analiticas para la determinaciébn de mercurio se encuentran la
espectrometria de absorcibn atébmica y atomizacién electrotérmica (ETAAS),
espectrometria de absorcién atébmica con vapor frio (CVAAS), (Gallignani et al., 1998;
Marcano & Troconis, 2001; Caldwell et al., 2009) cromatografia de gases combinada con
espectrometria de masas (CG-MS), el plasma acoplado inductivamente con espectrometria
de masas (ICP-MS) (Nixon, Burritt & Moyer, 1999; Rosen & Hieftje, 2004) entre otras.

Por otra parte, la proporcion entre las formas quimicas de mercurio en la sangre puede
variar entre los individuos. Esto hace que sea indispensable contar con métodos analiticos,
basados en el analisis de especiacion que puede diferenciar entre las formas quimicas en

la sangre para el diagnéstico de los riesgos (Rodrigues et al., 2009).

El andlisis de especiacion por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) acoplada a un
espectromero de masas resulta mas apropiada para la separacion de especies polares, lo
gue supone una ventaja en la especiacion de Hg inorganico y organico (Camara & Madrid,
2005). Ademas, proporciona convenientes avances, tanto en la sensibilidad asi como en la
selectividad, deteccién, y la alta capacidad de multi-isGtopos para el analisis de bajas
concentraciones del Hg en muestras ambientales y de sangre (Nash & McSheehy, 2007,
Monperrus et al., 2005; Fernandez 2017).
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1.1. Leucemia

Las leucemias son un grupo heterogéneo de enfermedades que se distinguen por
infiltracion de la médula 6sea, sangre y otros tejidos, por células neoplasicas del sistema
hematopoyético. Son enfermedades neoplasicas que se deben a mutacion somatica de la
célula progenitora, segun su estirpe celular afectada, ya sea la linea mieloide o la linfoide.
Incluye a un grupo heterogéneo de neoplasias que difieren respecto a su agresividad, célula
de origen, caracteristicas clinicas y respuestas al tratamiento (Mckenzie, 2000; Ortega,
Osnaya & Rosas, 2007).

La enfermedad se clasifica en dos amplios grupos con base en la agresividad de la
enfermedad: 1) aguda, la cual si no se trata provoca rapidamente la muerte, en el transcurso
de meses, 2) crénica, una variante menos agresiva que si no se trata causa la muerte en
meses a afos. Estos dos grupos principales se clasifican en mieloides o linfoides de
acuerdo al origen de la célula progenitora leucémica. Si predominan células mielociticas u
otras células derivadas de la célula progenitora UFC-GEMM la enfermedad se llama
leucemia mielogena. Si predominan las células linfoides la enfermedad se llama leucemia
linfocitica. Por tanto, con el uso de estos dos sistemas de clasificaciébn que vinculan la
agresividad de la enfermedad y el origen de la célula, se reconocen cuatro tipos de
leucemia: leucemia mieloblastica aguda (LMA) (a veces conocida como leucemia no
linfocitica aguda), leucemia mielocitica crénica (LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) y

leucemia linfocitica cronica (LLC) (Ortega et al., 2007).

1.2. Mercurio

El mercurio, no es un elemento esencial, es un inhibidor de las reacciones de enzimas
catalizadas y la sintesis de proteinas (Aschner & Aschner, 1990). El mercurio se encuentra
en forma elemental o formando parte de compuestos inorganicos y organicos; cada una de
estas formas posee sus propias cualidades toxicoldgicas. Los compuestos mas peligrosos
del mercurio son los alquilmercurio, entre los que predomina el metilmercurio (Florez, Armijo
& Mediavilla, 1997).

La elevada toxicidad del mercurio se debe a su gran afinidad con los grupos —SH presentes
en las proteinas del organismo; de este modo se fijja a membranas e inactiva mdltiples
enzimas de los seres vivos. La estructura molecular de cada compuesto de mercurio, su
estabilidad en el organismo y sus vias de eliminacién conforman sus propiedades

toxicologicas, especificas para cada compuesto (Florez et al, 1997; OMS, 2013).
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1.3. Andlisis de especiacion

El andlisis de especiacion de muestras clinicas cada vez es mas ampliamente aceptado
para la nutricion y/o efectos toxicolégicos. Segun la unién internacional de Quimica Pura
Aplicada (IUPAC son las siglas en inglés de: International Union of Pure and Applied
Chemistry), el andlisis de especiacion se define como el proceso de andlisis de
identificacion y/o cantidades de medida de uno o mas formas quimicas individuales en una
muestra, y la especiacion de un elemento se define como la distribucién de un elemento

entre las especies quimicas definidas en un sistema (Rodrigues et al., 2009).

Recientemente, la especiacion de mercurio se estableci6 mediante el acoplamiento de
HPLC con espectrometria de absorcion atdmica (AAS son las siglas en ingles de: Atomic
Absortion Spectrometry), espectrometria de emision con plasma acoplado inductivamente
(ICP-OES son las siglas en ingles de: Inductively Coupled Plasma - Optical Emission
Spectrometer), plasma inducido por microondas con flujo de argdén (MIP son las siglas en
ingles de: Microwave Induced Plasma) e ICP-MS. Aunque los detectores de la ICP-OES,
MIP e ICP-MS tienen capacidades analiticas Unicas para la especiacion, la instrumentacion,
y los costos de las mediciones analiticas les dificulta el ser adaptados como los detectores
comunes de cromatografia (Gallignani et al., 1998; Castilhos et al., 2006).

Rodrigues et al. (2009) utilizaron un método simple para la determinacion de Met-Hg y Hg
inorganico en sangre usando cromatografia liquida con espectrometria con plasma
acoplado inductivamente (LC-ICP-MS) y un procedimiento rapido para la preparacion de la
muestra. La extraccion de las especies de mercurio se realiz6 usando una columna
cromatografica C18 de fase reversa empleando como fase movil mercaptoetanol al 0,05%,
L-cisteina 0,4%, acetato de amonio 0,06 M y metanol al 5%. Los limites de deteccion del
método fueron 0,25 ug.L' y 0,1 ug.L* para el mercurio inorganico y el metilmercurio,

respectivamente.

En el presente trabajo, se realizé la determinacién analitica de los niveles de mercurio, asi
como sus especies quimicas (Hg?*y CHs-Hg*) en sangre completa y plasma de pacientes
afectados por la leucemia e individuos sanos utilizando la cromatografia acoplada a la

espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Muestreo
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La recoleccion de muestras de sangre se realizo a través de un muestreo aleatorio con 5
personas controles y 34 pacientes de leucemia del Instituto Hematolégico de Occidente de
Maracaibo, Venezuela, provenientes la gran mayoria de la ciudad de Barquisimeto. Se
seleccionaron 5 personas controles que no estaban en contacto con este metal y asi
establecer el grado de exposicion e intoxicacion con el mercurio en los individuos
expuestos. A cada individuo control se le extrajo 6 mL de sangre via venosa, se tomaron
con jeringas desechables y se colocaron en tubos de polipropileno con tapas a presion, que
contenian 0,13 mL de EDTA al 10% para las determinaciones de mercurio. Las muestras
de sangre completa se centrifugaron a aproximadamente 5500 rpm durante 15 min para
obtener el plasma y las células sanguineas. Las muestras colectadas fueron refrigeradas a

4 °C hasta el momento de su analisis.

3.2. Materiales y Equipos

Todas las medidas se realizaron con un ICP-MS Agilent modelo 7500 equipado con un
muestreador automatico modelo ASX-500 Series para la determinacion de Hg total y la
especiacion. Para el tratamiento de las muestras se utilizd un Agitador Vortez—Genre
modelo K500 — G (Fisher Scientific) y una Centrifugadora DINAC marca Clay Adams
modelo 101. Para la especiacion se utiliz6 un HPLC modelo Agilent 1200 con una columna
de fase reversa (XDB-C18, 5um, 150mm x 4,6 mm, Zorbax Eclipse Columns Agilent, USA).
Centrifugadora marca Labnet para la extraccion de las muestras. En la Tabla 1 se muestran

las condiciones iniciales de operacion del HPLC-ICP-MS.
3.3. Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico. Las soluciones stock de Hg*? (ca. 1000 mg.L-
1) y CHsHg" (ca. 1000 mg.L?) se prepararon gravimétricamente a partir de cloruro de
mercurio (Merck) y cloruro de metilmercurio (Riedel de Haen, Seelze, Germany) disolviendo
0,125 g en 10 mL de HNOs al 10% (v/v). Se prepar6 acido nitrico (Merck) al 2% usado para
los patrones de la curva de calibrado. Para aforar las muestras mineralizadas se utilizé agua

desionizada grado | ASTM con valores de resistencia eléctrica >16.6 MQcm? a 25°C.

Los reactivos adicionales para el estudio de especiacion fueron: acido
etilendiaminotetracetico (EDTA) Riedel-de Haen (Alemania), metanol de grado HPLC
(99,8% v/v), 2- mercaptoetanol Merck (99%), Acetato de amonio Merck (98%).

Se aplico el test estadistico de la t de student para la comparacion de concentraciones en

diferentes partes de ese estudio.
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Tabla 1. Condiciones de trabajo empleadas en HPLC-ICP-MS para la separacién y cuantificacion de
algunas especies de mercurio en sangre competa y plasma.

Parametros de ICP-MS Datos
Potencia (Rf) 1400W
Nebulizador Concéntrico
Velocidad de la bomba del nebulizador (rpm) 0,4
Flujo del plasma (L.min%) 14,5
Flujo de gas de arrastre (L.min™) 0,9
Flujo de gas de enfriamiento (L.min?) 0,17
Is6topo monitoreado 202Hg
Método de adquisicion de la data Spectrum
Parametros de HPLC
Columna Cis
o 2-Mercaptoetanol, acetato de amonio, EDTA,

Fase Movil

metanol
Composicion de la fase movil 0,1%, 0,06M, 2mM, 3%
Caudal de flujo 1 mL.min*?
Modo de elucién Isocrético
Volumen de inyeccion 50 pL

Metodo de adquisicion de la data Analisis de tiempo de resolucion

3.4. Determinacién de mercurio total en sangre

Para la determinacion de Hg total en sangre se realizo la digestion en medio basico de 0,5
mL de sangre con dos gotas de octanol, 2 mL de hidréxido de amonio 1M, 4 mL de peroxido
de hidrogeno (H202) en un bafio con hielo, este Ultimo es un agente oxidante que acelera
la digestion de las muestras organicas elevando la temperatura. Este procedimiento
produce soluciones claras de las muestras sin particulas disueltas o capas grasosas. Luego
se aforaron a 10 mL con agua desionizada en balones y se analizaron utilizando ICP-MS
por triplicado. En la determinacién de mercurio total se monitoreo el is6topo mas abundante,
estable y libre de interferencia como ?%?Hg. Este procedimiento es rapido y por lo tanto
susceptible para la preparaciéon de muestras en las que se analizan elementos volatiles

tales como el Pb y el Hg.
3.5. Determinacion de mercurio total en plasma

Para la determinacioén de Hg total en plasma se realizé la digestién en medio basico de 0,1
mL de sangre con 400 pL de hidroxido de amonio 1 M, 800 uL de perdxido de hidrégeno
(H202) y 2 gotas de octanol en un bafio con hielo. Luego se transfirieron a balones de 10
mL y se aforaron con agua desionizada. Se analizaron por ICP-MS por triplicado. En la
determinacion de mercurio total se monitoreo el is6topo mas abundante, estable y libre de

interferencia como 2%?Hg.

3.6. Tratamiento de las muestras para el analisis de especiacion
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Para la extraccion del mercurio que contienen las muestras se tomaron 250 pL de sangre y
se colocé en tubos de polipropileno con 4,75 mL de una solucion que contenia: L-cisteina
al 0,05%, HCl al 0,1%, 2-mercaptoetanol al 0,1% y fue sonificada en un bafio de ultrasonido
por 15 min. Las soluciones resultantes fueron centrifugadas a aproximadamente 5000 rpm
durante 15 min y filtradas. La extraccion de la muestra se realizo por triplicado y los blancos

de la extraccion fueron preparados de la misma manera.
3.7. Determinacion de las especies de mercurio

Se utilizé una fase movil propuesta en el método descrito por Colina, Gardiner, Rivas &
Troncone (2011), utilizando acetato de amonio 0,06M, 2- mercaptoetanol al 0,1%, metanol
al 3% y EDTA 0,002 M como eluente. La identificacion y cuantificacién de las especies de
Hg se logré mediante el acoplamiento HPLC-ICP-MS.

Ambos métodos fueron validados y optimizados a través de la medicién de los parametros
analiticos: exactitud, precision, interferencias, limites de deteccion y cuantificacion,

sensibilidad instrumental y aplicabilidad, entre otros.

Para evaluar la precision del método, se inyecto al sistema una muestra (3 réplicas) las
cuales se midieron por triplicado y de esta forma la desviacion estandar relativa de las
medidas se tom6 como la precision. Por su parte para la exactitud se prepararon
disoluciones de concentracion conocida y se inyectaron en el sistema cromatografico para
asi obtener el porcentaje de recuperacion. Se utilizo la prueba estadistica t de student para

la comparacion de medias

4. RESULTADOS
4.1. Parametros analiticos para la determinacion de mercurio total:

La curva de calibracion para la determinacion de mercurio total tuvo un coeficiente de
correlacion aceptable para la determinacion: y= 2046,3 — 2592,9X; (R?=0,997). Estos
resultados permitieron la determinacion analitica del Hg total en las diferentes muestras
clinicas empleadas usando ICP-MS con buenos limites de deteccion y de sensibilidad. El
limite de deteccion calculado por Miller & Miller (2002) encontrado para la determinacion de
Hg en sangre completa y plasma fue de 1,39 pug Hg.L* y el limite de cuantificacion de 1,39
ug Hg.L™* con una sensibilidad instrumental 88,94.

4.1.1 Exactitud y precision del método
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En la Figura 1 se presentan la curva de calibracion y las de adicion estdndar para cada
muestra. Se observd paralelismo entre las pendientes obtenidas para Hg tanto en las
curvas de calibracion como en la adicion estandar, lo que indicé la ausencia de
interferencias no espectrales en las determinaciones de mercurio en las muestras de
sangre. Al comparar las pendientes de la curva de calibracion y adicion estandar obtenidas
para mercurio se obtuvieron porcentajes de error menores al 5%, lo cual evidencia la

ausencia de interferencias no espectrales.

Los estudios de recuperacion se realizaron en muestras reales de sangre a las cuales se le
agregaron cantidades conocidas de patron, donde se obtuvo una recuperacion entre 91 y
97% del analito.
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Figura 1. Gréfica del estudio de interferencias por adicion estandar.

El estudio de precision del método desarrollado para la determinacion de Hg en sangre
completa y plasma sanguineo de pacientes con leucemia, se realizO en muestras reales
diluidas, los valores de precision, como desviacion estandar y desviacion estandar relativa,
obtenidos en la corrida y entre corrida para la determinacion de mercurio en sangre
completa. Para este estudio se utilizaron 3 muestras de sangre preparadas por triplicado.
Los resultados muestran una buena precision, con una desviacion estandar relativa
promedio para muestras de sangre de 4,39%, entre corrida y 0,22% en la corrida,
respectivamente. EI método propuesto estuvo libre de interferencias, es confiable,
reproducible y puede ser utilizado para la determinaciéon del mercurio en muestras de

sangre completa.

4.1.2. Optimizacion de la digestion en medio basico de las muestras de sangre

completa
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Se evalué la digestion en medio basico de las muestras de sangre con diferentes volimenes
y concentraciones de hidroxido de amonio y peroxido de hidrogeno. Se dejo constante la
cantidad de sangre y de octanol afiadida, 0,5 mL y dos gotas, respectivamente. Se observo

gue con 2 mL de NH40OH y 4 mL de H20: se obtuvieron los mejores resultados (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados obtenidos en la optimizacion de la digestién para la determinacién de mercurio total en
sangre.

Concentracion Concentracién de H
Volumen (ml) de g

NH,OH (ug.L ™
(mol.L Y (NH,OH/ H02) X * DE
2/4 64,97 +1,6
L 44 55,36 + 2,5
2/6 56,68 + 4,0
4/6 53,07 + 3,3
214 57,83+2,1
5 44 58,53 +1,9
2/6 55,34 + 3,6
4/6 53,24 26

El octanol se afiadio antes de la adicion del oxidante para evitar la formacion de espuma.
La produccion de oxigeno gaseoso y de las especies de CO2 durante la oxidacién de la
muestra podria explicar la formacion de espuma. Ademas de combatir la espuma este
alcohol reduce la tension superficial de esta solucion (Biasino, Dominguez & Alvarado,
2007).

4.2. Concentraciones de mercurio en sangre y plasma de los pacientes con leucemia

y los individuos controles

La Tabla 3 muestra las concentraciones de mercurio total en pacientes con leucemia e
individuos controles. Para los pacientes con leucemia se encontré0 una concentracion
promedio de mercurio en sangre de 16,889 + 8,759 ug Hg.L* [8,22 - 45 ug Hg.L'] y 25,36
+ 11,41 pg Hg.L* [10,6 — 40,87ug Hg.L?Y] para la poblacién control. No existen diferencias
significativas (P<0,05) entre la concentracién de mercurio en sangre de los pacientes con
leucemia y la poblacién control, lo cual nos indica que el Hg podria no tener relacion con la

aparicion de la enfermedad.

Al comparar los resultados encontrados de sangre completa con los descritos por Granadillo
(2009), se encontré que existen diferencias significativas (P<0,05), lo cual se deduce que

estos individuos controles estuvieron mas expuestos a este metal. Se debe tomar en cuenta

34 BASES DE LA
CIENCIA



Determinacion de los Niveles de Mercurio en Sangre y Plasma de Pacientes con Leucemia

que las muestras analizadas en este estudio provinieron de la ciudad de Barquisimeto y las

evaluadas por Granadillo (2009) fueron pacientes y controles de la ciudad de Maracaibo.

Tabla 3. Comparacién entre la concentracion de mercurio en sangre completa y plasma de pacientes con
leucemia e individuos controles.

Tipo de muestra Pacientes con Individuos Controles
leucemia (n=34) (n=5)
pg Hg.L? pg Hg.L?
Sangre completa 16,89 + 8,76 25,36 +11,41
Plasma 25,77 £5,12 74,46 £ 16,09

Granadillo (2009) encontré que el nivel de mercurio promedio en sangre era de 13,5 + 3,0
ug.L? (intervalo experimental 9,5-17,3 pg.Lt) para 32 pacientes con leucemia. Este fue el
Unico estudio encontrado en pacientes con leucemia. Araragi et al. (2003), determino en un
estudio con 380 dentistas que la concentracion promedio era de 8,5 pug.L ! y el 7,4% de la
poblacion estudiada presentaba niveles superiores a 15 pg.L™. En este estudio el 91% de
la poblacion estudiada presenté niveles superiores a 10 ppb en sangre y plasma indicando
gue se encuentran bajo riesgo toxicoldgico. En la ciudad de Maracaibo estuvo establecida

por mas de 30 afios una planta de Clorosoda que utilizaba mercurio en sus celdas.

Estudios realizados por Chen et al. (2005) encontraron un alto contenido de Hg en personas
laboralmente expuestas y habitantes de una zona de alta polucion en la Republica Popular
China. Estos investigadores sefialaron valores 60 veces mas altos en el grupo expuesto
(60,8 + 70,2 pug Hg.L) en comparacién al grupo control (0,91 + 0,28 ug Hg.L?). De igual
manera, Silva et al. (2004) observé un promedio de 31 ug de Hg.L* (4-130 ug Hg.L!) en

buscadores de oro del rio Amazonas brasilefio.

Los limites normales marcados por la OMS, los valores de referencia de mercurio en
individuos no expuestos son inferiores a 8 pug.L! en sangre total (Morales & Reyes, 2003)
y para personas sin consumo de pescado con altas concentraciones de mercurio, es del
orden de 5 a 10 pg.L™. Las diferencias encontradas en los niveles de mercurio sanguineo
parecen ser que la poblacién control trabajé en laboratorios de quimica y también se
encontr6 que la mayoria de estos tenian amalgamas. El mercurio presente en las
amalgamas dentales se encuentra en su forma metélica que es poco toxica. Sin embargo,

este metal se evapora a 25 °C, presentandose como vapor de mercurio que es muy toxico.
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Considerando que, al tomar bebidas calientes como café, té o chocolate, las temperaturas
en la boca pueden llegar a 40 y 60 °C, puede esperarse la liberacion del vapor de mercurio
cada cierto tiempo, exponiendo al paciente a una exposicién cronica, este hecho fue
evaluado experimentalmente y se comprobé que existia un aumento de la tasa de

evaporacion (Hursh et al., 1976).

Estudios realizados por Morales & Reyes (2003), revelaron que existe una fuerte correlacion
entre los valores de mercurio en plasma, sangre total, orina y el nUmero de amalgamas
presentes en la cavidad bucal de 244 personas que trabajan en una unidad odontolégica.
En Brasil se encontrd una concentracion de mercurio en la sangre promedio de la poblacion
control (N=17) de 26,8 ug.L*.

Las concentraciones de Hg promedios encontrados en plasma de los pacientes de leucemia
fue 25,77 + 5,12 pg Hg.L? [17,52 — 32,48 ug Hg.L] y para los controles 74,46 + 16,09
[64,38 — 102,82 ug Hg.Lt]. Al comparar estas medias experimentales se encontré que
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) lo que nos indica que la

poblaciéon control esta expuesto en mayor grado al téxico que los pacientes con leucemia.

En este trabajo no se encontrd contribucion de la aparicion de la leucemia con el aumento
de los niveles de Hg total en sangre y plasma encontrados en los pacientes con leucemia,
al igual que lo encontré Granadillo (2009), quien no encontr¢é diferencias significativas entre
los niveles de Hg en los pacientes con leucemia y los individuos controles por lo que no se
encontrd ninguna relacion con la enfermedad. Sin embargo, los resultados obtenidos son

de importancia y deben ser tomados en cuenta para estudios posteriores.

Wilhelm et al. (1996), encontraron valores en mercurio total sanguineo 1,5 veces mas
elevados en mujeres que en hombres, ademas encontraron una mayor concentracion de
mercurio en sangre en la poblacién de 15 hombres que en las mujeres (N=28). En todo
caso, los datos son contradictorios, atribuyen la diferencia que se encuentran entre los
hombres y mujeres al mayor consumo de pescado por parte de los hombres en su grupo
de trabajo. La distribucién de la poblacion estudiada, segun los valores de total Hg-S (Hg-
Sangre) y Hg-P (Hg-Plasma) de acuerdo al sexo se registra en la Tabla 4. La media de Hg-
S del grupo de los varones evaluado fue (16,08 = 7,85), y en las hembras (18,68 + 10,05)
ug.L1, la media de Hg-S en los hembras fue significativamente superior (P<0,05) que la

media de Hg-S observada en las varones.
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Tabla 4. Distribucion de los pacientes con leucemia estudiados segun los valores de Hg-S y Hg-P, de
acuerdo al sexo.

Hg-S (ug.L™) Hg-P (ug.L™)

Sexo n %  XtDE  Sexo n %  X*DE
M 21 61,76 16,08 + 7,85 M 7 70 20,02 £ 3,57
F 13 38,24 18,68 £ 10,05 F 3 30 26,87 £5,51
Total 34 100 16,889 + 8,759 Total 10 100 25,77 £5,12

Significacion estadistica de la diferencia entre las medias considerando el sexo, establecido a través de la prueba t-Student
para muestras independientes.
Hg-S: mercurio total en sangre; Hg-P: mercurio total en plasma

4.3. Especiacion de mercurio

Las condiciones cromatograficas empleadas fueron una fase estacionaria enlazada al
octadecilsilano de 5 pm y como fase movil una solucién que contenia: Acetato de amonio
0,06 M, EDTA 2 mM, 2- mercaptoetanol 0,1% y metanol al 3%, a un flujo constante de
1ml.mint, en modo isocratico. La identificacion y cuantificacion de las especies de Hg se

logré mediante el acoplamiento HPLC-ICP-MS.
4.3.1. Optimizacién de los pardmetros operacionales

En las Figuras 2 y 3 se muestran los cromatogramas correspondientes a las especies de
mercurio Hg*? y CHsHg" respectivamente, obtenidos a partir de soluciones de 100 ppb.
Como se puede observar tanto el CHzHg* como el Hg*? presentan un rango de respuesta
lineal lo suficientemente amplio para una buena cuantificacion, asi como también una alta
simetria en las sefales cromatograficas, lo que refleja una buena selectividad del sistema

cromatografico.

Los estudios se iniciaron con una fase movil compuesta por 0,06 M de acetato de amonio
esta concentracion se fijo ya que es capaz de mantener un pH favorable de 6,5, también se
fijo en 0,1% de 2-mercaptoetanol como un compromiso entre la selectividad y el tiempo de
retencion. Por otra parte, se evaluaron diferentes concentraciones de metanol en la fase
movil y se vari6 entre 3% y 5%. Las concentraciones superiores al 5% no fueron evaluadas
ya que conducen a la inestabilidad del plasma y a un aumento en los residuos de carbon
en los conos. Luego se afadié un cuarto componente el EDTA 2 mM un agente quelante

utilizando el metanol al 3% obteniendo una separaciéon completa entre el CHsHg*y el Hg*2.
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Figura 2. Cromatograma obtenido para Hg*2 (100 Figura 3. Cromatograma obtenido para una solucion
ppb) donde se observa valores adecuados de de CHsHg® (100 ppb) donde se observa valores
intensidad y tiempo de retencion para esta adecuados de intensidad y tiempo de retencion para
especie. esta especie.

Los estudios se iniciaron con una fase movil compuesta por 0,06 M de acetato de amonio
esta concentracion se fijé ya que es capaz de mantener un pH favorable de 6,5 también se
fij6 en 0,1% de 2-mercaptoetanol como un compromiso entre la selectividad y el tiempo de
retencion. Por otra parte, se evaluaron diferentes concentraciones de metanol en la fase
movil y se vario entre 3% y 5%. Las concentraciones superiores al 5% no fueron evaluadas
ya que conducen a la inestabilidad del plasma y a un aumento en los residuos de carbén
en los conos. Luego se afiadid un cuarto componente el EDTA 2 mM un agente quelante

utilizando el metanol al 3% obteniendo una separacién completa entre el CHsHg*y el Hg*2.

Como se puede apreciar en la Figura 3, el CHsHg* presenta un menor tiempo de retencion
con respecto al Hg*? esto es debido a la afinidad que presenta la fase estacionaria con los
distintos iones, ya que la fase estacionaria es capaz de aumentar la retencion de las
especies a medida que se incrementa la relacion carga/masa de éstos; por tanto disminuye
el radio de hidratacion y aumenta la polarizabilidad induciendo un dipolo y la atraccion sobre

la resina.

En la Figura 4 se muestra una buena separacion de las especies de mercurio usando una
solucion de metilmercurio y mercurio inorganico (15 ppb). En la Figura 5 se observa la

separacion cromatografica para una muestra real de sangre completa.

En la Tabla 5 se observan los valores de los parametros cromatograficos como lo son:
tiempo de retencion, factor de retencion, nimero de platos teéricos, factor de selectividad y

resoluciéon de la columna.

Los valores de K y de los tiempos de retencion demuestran una elucion eficiente en
términos de tiempo, los resultados de la resolucién (Rs) muestran también un grado de

separacién correcta de los analitos ya que presentan valores por encima de 1,5 del mismo
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modo los resultados en cuento al factor de selectividad (a) demuestran que esta resulto

efectiva para la separacion de las dos especies de mercurio corroborando la eficiencia de

la separacion cromatografica.
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Figura 4. Cromatograma obtenido para una mezcla Figura 5. Cromatograma obtenido para las especies
de CHsHg, Hg*? (15 ppb c/u) donde se observan de mercurio en una muestra real de sangre

valores adecuados para la intensidad (CPS) y el completa.
tiempo de retencién (min).

4.3.2. Parametros analiticos en el analisis de especiacion

Las curvas de calibracién para las especies Hg*? (y= 199,67X + 0) (R?= 0,9996) y CH3Hg"
(y= 369,78X + 194,44)(R°=0,9971) resultaron aceptables. Con limites de deteccion,
cuantificacion y sensibilidad de la metodologia también aceptables: Para Hg*?, LD: 0,53
ug.Lt, Lg: 0,53 pg.L, sensibilidad: 199,67 y para CHsHg*, LD: 0,70 pg.L?, Lg: 0,71 pg.L?,
sensibilidad: 369,78.

Tabla 5. Parametros cromatograficos para la separacién de las especies de Hg estudiadas a una

concentracion de 15 pg.L™ c/u utilizando una columna Cis, fase movil acetato de amonio 0,06 M, EDTA 2 mM,
2- mercaptoetanol 0,1% y metanol al 3%, a un flujo de 1ml.min.

Especie Tiempo de Factor de NUmero de Factor de Resolucion
retencion (min) retencion (K) platos tedricos  selectividad (Rs)
(N) (a)
Hg*? 8,76 5 71
1,26 1,77
CHsHg* 7,24 3,96 117

Los estudios de recuperacion y de precision se realizaron en muestras reales de sangre a

las cuales se le agregaron cantidades conocidas de patron (20 ppb), donde se obtuvo una
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recuperacion entre 97 y 98% del analito las cuales fueron leidas por triplicado, estos
resultados fueron favorables lo que indica que es un método confiable, reproducible y puede
ser utilizado para la determinacion de las especies de mercurio en muestras de sangre

completa y plasma.

4.4. Concentraciones de mercurio inorganico y mercurio organico en sangrey plasma

de los pacientes con leucemiay los individuos controles

Se analizaron 5 muestras de sangre y 5 de plasma de pacientes con leucemia y de
poblacién control. Los resultados obtenidos en los andlisis de especiacion de mercurio
realizados se muestran en la Tabla 6, donde todas las concentraciones estan expresadas
en pg.Lt. Asimismo, se indican los valores promedio y la desviacion estandar calculados

de las especies de mercurio en plasmay sangre.

Las concentraciones de Hg*? encontradas en la sangre de los pacientes con leucemia fue
de 8,16 + 1,67 [6,96-10,97 pug.L] y para los controles 10,04 + 3,84 [5,41-15,86 pg.L™].
Estas medias experimentales fueron comparadas encontrando que no existen diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05). Asimismo, las concentraciones encontradas de
CHsHg" en sangre de pacientes con leucemia y la poblacion control no presentaron
diferencias estadisticamente significativas. En el caso de las concentraciones de CHzHg* y
Hg*? en plasma de los pacientes con leucemia al ser comparadas con las de la poblacién

control presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

Tabla 6. Concentraciones de Hg*2y CHsHg" en sangre y plasma de pacientes con leucemia e individuos

controles.
Pacientes con leucemia Individuos Controles
Tipo de (n=5) ug Hg.L? (n=5) ug Hg.L?
mueStra Hg+2 CHSHg+ Hg+2 CHBHg+
Sangre
completa 8,16+1,67 9,85+6,22 10,04+3,84 12,2445,76
Plasma 11,47+4,33 11,2845,40 33,48+8,62 28,44+13,13

Es probable que la mayor cantidad de mercurio encontrada en el plasma se debe a que la
cantidad de proteinas totales del plasma es alrededor de 7 g a 7,5 g/100 mL de sangre y

ellas constituyen la mayor parte de los solidos del plasma (Harper, 1966).
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El CHsHg* se encuentra en los glébulos rojos de la sangre con pequefias variaciones entre
los individuos, y parte del Hg*? que se encuentra en los glébulos rojos suele atribuirse a la
de-metilacién del CHsHg*. En la sangre mas del 90% de CHsHg* se une a la hemoglobina
en los glébulos rojos, mientras que el Hg*? se distribuye en el plasmay en los glébulos rojos.
Por lo tanto, el total de Hg en la sangre se utiliza a veces como una medida de la exposicion
de CHsHg" y el total de Hg en el plasma se utiliza como medida indirecta de la exposicion
a Hg*? (Vesterberg, 1991).

En la literatura consultada no se encontrd informacion sobre los valores de referencia para

el Hg*?y el CHsHg* presentes en la sangre.

5. CONCLUSIONES

A lo largo de la investigacion realizada se ha llegado a las siguientes conclusiones:

Las caracteristicas analiticas evaluadas muestras que el método desarrollado para la

determinacion de mercurio total en sangre y plasma es confiable.

No se encontrd ninguna relacion entre las concentraciones totales de mercurio ni en las de

sus especies en sangre completa y plasma con la leucemia.

Para la determinacion de las especies estudiadas de mercurio en la sangre y plasma el
método desarrollado es confiable y reproducible, con un limite de deteccidn para las

especies quimicas de Hg estudiadas en sangre y plasma aceptables.
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RESUMEN

Se realiz6 el aislamiento e identificacion de levaduras nativas de un vifiedo de la especie Vitis vinifera variedad
Malvasia blanca, en la Region Zuliana. Se muestrearon aséptica y aleatoriamente bayas y partes de la planta
(hojas, raquis, corteza y suelo), de un total de 123 plantas, correspondientes a un vifiedo de la variedad de
uva Malvasia. A aproximadamente a 500m del vifiedo, se encuentra la bodega. La identificacion de las
levaduras aisladas en el vifiedo se realizé por técnicas moleculares mediante PCR-RFLP, sometiendo los
productos amplificados a un analisis de restriccion con las enzimas Hinf |, Hae IIl, Cfol y Ddel. La distribucion
de las levaduras en los diversos sustratos fue en el suelo 60% Hanseniaspora guillermondii y 40%
Hanseniaspora uvarum, en la corteza 90% Candida sake y 10% Hanseniaspora uvarum, en hojas 100% por
Rhodotorula mucilagenosa, en raquis 100% por Aureobasidium pullulans y en las bayas 96% Rhodotorula
mucilagenosa y 4% Aureobasidium pullulans. En el vifiedo estdn ampliamente difundidos los géneros
Ascomycetos Hanseniaspora, Candida y Aureobasidium y el género Basdiomycetos Rhodotorula, siendo las
levaduras oxidativas Aureobasidium y Rhodotorula las de mayor difusion en el mismo, sin embargo, cabe
destacar la presencia de levaduras fermentativas como los géneros Hanseniaspora y Candida, importantes
levaduras con reconocido potencial enolégico, que podran ser utlizadas en futuras fermentaciones
alcohdlicas para obtener vinos con calidad Unica por ser fermentados con levaduras autdctonas adaptadas a
clima tropical.

Palabras clave: levaduras autoctonas, variedad Malvasia, PCR-RFLP 5,8S.

ISOLATION AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF
AUTOCHTHONOUS YEASTS IN THE VINEYARD OF THE
MALVASIA WHITE

ABSTRACT
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The isolation and identification of native yeasts from a vineyard of the Vitis vinifera white variety Malvasia was
carried out in Zulia, Venezuela. Aseptically and randomly, berries and parts of the plant (leaves, rachis, bark
and soil) were sampled from a total of 123 plants, corresponding to a vineyard of the Malvasia grape variety.
A winery is located at approximately 500 m from the vineyard. The identification of the yeasts isolated in the
vineyard was carried out by molecular techniques by PCR-RFLP, subjecting the amplified products to a
restriction analysis with the enzymes Hinf I, Hae lll, Cfol and Ddel. The distribution of the yeasts in the different
substrates was in the soil 60% Hanseniaspora guillermondii and 40% Hanseniaspora uvarum, in the bark 90%
Candida sake and 10% Hanseniaspora uvarum, in leaves 100% by Rhodotorula mucilagenosa, in rachis 100%
by Aureobasidium pullulans and in berries 96% Rhodotorula mucilagenosa and 4% Aureobasidium pullulans.
In the vineyard, the Ascomycetos type Hanseniaspora, Candida and Aureobasidium and the genus
Basdiomycetos Rhodotorula are widely spread, with the oxidative yeasts Aureobasidium and Rhodotorula
being the most widespread, however, the presence of fermentative yeasts such as the Hanseniaspora and
Candida genera, important yeasts with recognized oenological potential, which can be used in future alcoholic
fermentations to obtain wines with unique quality by being fermented with native yeasts adapted to tropical
climate.

Key words: native yeasts, Malvasia variety, PCR-RFLP 5.8S.

ISOLACAO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DE LEVEDURAS
NATIVAS EM VINHEDOS DE VARIEDADE DE UVAS MALVASIA
BLANCA

RESUMO

O isolamento e identificacdo de leveduras nativas de uma vinha da espécie Vitis vinifera variedade Malvasia
branco foi realizada na regido dO Zulia. A amostragem foi realizada de forma asséptica e aleatoriamente entre
bayas e partes dase plantas (folhas, raquis, casca, solo), um total de 123 plantas, correspondentes a uma
vinha Malvasia variedade de uva. Aproximadamente 500 m da vinha, encontra-se armazenadas. A
identificacdo dase leveduras isoladas na vinha forami realizadas por meio de técnicas moleculares como PCR-
RFLP, submetendo produtos amplificados para analise de restricdo com Hinf I, Hae Ill, Cfol e enzima Ddel. A
distribuicdo de leveduras em varios substratos no solo foram de 60% Hanseniaspora guillermondii e 40%
Hanseniaspora uvarum, nao crosta 90% Candida sake e 10% Hanseniaspora uvarum, folhas de 100% por
Rhodotorula mucilagenosa, em raque 100% por Aureobasidium pullulans, bayas 96% Rhodotorula
mucilagenosa e 4% Aureobasidium pullulans. Nos géneros vinhedo Ascomycetes Hanseniaspora, Candida e
Aureobasidium pullulans e do género Basdiomycetos Rhodotorula sédo generalizadas, assim, a levedura
Aureobasidium Rhodotorula oxidativo foram as de maior difussdo, no entanto, incluem a presenca de
productos de fermentacdo de levedura como aquelas dos géneros Hanseniaspora e Candida, importantes
leveduras enolégicas com reconhecido potencial, que podem ser utilizados em fermenta¢des alcodlicas
futuras para obter vinhos de qualidade Unicas que possam ser fermentados com leveduras indigenas
adaptadas ao clima tropical.

Palavras-chave: leveduras autoctones, variedade Malvasia, PCR-RFLP 5,8S.

1. INTRODUCCION

La fermentacién del jugo de uva en vino consiste en un complejo proceso bioquimico y
ecolégico que envuelve el desarrollo secuencial de diferentes especies de levaduras
(Beltran et al., 2002). El origen de la flora natural de levaduras que estan involucradas en

la elaboracion de vino se ha estudiado extensamente, existiendo dos posibles fuentes de
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levaduras responsables de la fermentacion alcohdlica: las provenientes del vifiedo y las
provenientes de la bodega (Sabate, Cano, Esteve-Zarzoso & Guillamén, 2002; Li et al.,
2010). La primera incluye las levaduras provenientes, especialmente de la piel de las uvas
y otros organos de la planta y la segunda incluye los equipos de la bodega (Francesca et
al., 2016; Boynton & Greig, 2016).

Estudios recientes indican que se han aislado levaduras del ecosistema del vifiedo tales
como suelo, aire, hojas, uvas y diversos animales vectores (Portillo & Mas, 2016), asi como
también del ecosistema de la bodega como en equipos, suelo, utensilios, paredes y cubas
de fermentacion (Raspor et al., 2006). La composicion de la poblacion de levaduras sobre
las bayas juega un rol importante en las fermentaciones de vinos (Tristezza et al., 2013).
La actividad metabdlica de los diferentes géneros y especies influencian la calidad sensorial
y las caracteristicas organolépticas del vino (Raspor et al.,, 2006). Los mas recientes
estudios estdn en comun acuerdo en que las levaduras apiculadas han sido las especies
predominantes sobre las superficies de las baya, Hanseniaspora uvarum (y su forma
anamorfa Kloeckera apiculata) en 50-75% de la poblacion total de levaduras (Grangeteau
et al., 2015) y en menor poblacion Candida, Pichia, Cryptococcus, Rhodotorula,
Metschnikowia, Kluyveromyces y Hansenula (Moreira et al., 2011), la presencia de estas
levaduras no- Saccharomyces durante las fermentaciones se limita a los primeros dias de
la fermentaciébn por la elevada produccion de etanol generada por las levaduras
Saccharomyces, sin embargo, su presencia aporta beneficios como la mejora desde el
punto de vista sensorial al vino en cuanto aromas Y tipicidad, siendo esto debido a que las
levaduras no- Saccharomyces poseen unas enzimas diferentes a las levaduras
Saccharomyces, que interactian con los metabolitos de la fermentacién, generando
compuestos aromaticos de calidad éptima desde el punto de vista sensorial, por eso lo
importante de su participacion en las fermentaciones (Tristezza et al., 2013; Portillo & Mas,
2016). Contrario a lo que légicamente se pensaba, las especies fermentativas de
Saccharomyces (e.j. Saccharomyces cerevisiae) se han aislado en muy baja poblacion
sobre bayas sanas y han sido extrafiamente aisladas de granos de uva intactos y de suelos
de viiledos (Raspor et al., 2006; Barrajon et al., 2009). Se ha comprobado que estas
especies fermentativas estan asociadas con el area de la bodega (Beltran et al., 2002;
Sabate et al., 2002) y que son incorporadas dentro del mosto durante el tratamiento

mecanico de la uva y el proceso de fermentacién (Li et al., 2010; Sun et al., 2009).

El cultivo de la uva en el Municipio Mara del Estado Zulia, Venezuela, es uno de los rubros

gue ha tenido mayor desarrollo, debido a que la zona presenta las condiciones climaticas
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requeridas por el cultivo de la vid, que han permitido la adaptacion de las diferentes
variedades de uva de vino que se siembran en la region. Para el afio 2.000 la produccién
de uva de vino en el estado Zulia alcanzé una produccion de 1.600.000 Kg con un
rendimiento de 20 toneladas.ha.afio! en una superficie sembrada de 80 hectareas, de la
cual el 50% es procesado en el Centro de Desarrollo Viticola Tropical del estado Zulia y el
otro 50% fue llevado a Industrias IPECA. Las Unicas variedades de uva de vino que se
cultivan en la regién zuliana estan la Variedad Malvasia (uva blanca) y la variedad
Tempranillo (uva tinta) (Molero, Guerrero & Martinez, 2007). En la actualidad, en el estado
Zulia las fermentaciones alcohdlicas se llevan a cabo mediante inoculacion de levaduras
importadas, provenientes de ceparios de reconocida calidad, seleccionadas para fermentar
mostos en paises de climas templados con alta capacidad para la produccién de vino, pero
no con levaduras adaptadas a las condiciones climaticas de la region, que generen vinos
con caracteristicas sensoriales propias. Aunado a ello est4 el alto costo de las levaduras
secas activas importadas, que encarecen el negocio de la produccion de vinos en la region,
mientras que al aislar e identificar las levaduras de la region se estarian disminuyendo esos
costos. Ciertamente, se pueden aislar levaduras tanto del area del viiedo como del area de
la bodega, como arriba se menciond, sin embargo, es preciso conocer las levaduras del
vifiedo, para asi seleccionar que género de levaduras no-Saccharomyces presentes en el
vifiedo con potencial enolégico importante se puedan utilizar para futuras fermentaciones

alcohdlicas.

El objetivo de la investigacion fue aislar e identificar las levaduras nativas de un vifiedo de
la especie Vitis vinifera variedad Malvasia blanca en la Region Zuliana que posteriormente

serdn empleadas para la elaboracién de vinos tropicales en la region zuliana.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Muestreo

Se recolectaron tres bolsas plasticas ziplot de muestras para cada uno de los sustratos de
hojas, raquis y bayas de la variedad agronémica Malvasia, asi como, corteza de la vid y
suelo, pertenecientes a vifiedos del Centro de Desarrollo Viticola Tropical, ubicado en el
municipio Mara, estado Zulia, Venezuela, de la cosecha correspondiente a mayo 2008, a
aproximadamente 500 m del vifiedo esta ubicada la bodega del mismo Centro. De un total
de 123 plantas correspondientes a un vifiedo de la variedad Malvasia blanca, se

muestrearon aséptica y aleatoriamente los diferentes tejidos (uvas y partes de la planta
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(hojas, raquis, corteza de &rbol y suelo)), colocandolas en bolsas de polietileno, estériles y
selladas inmediatamente con una banda. Las muestras de los diferentes tejidos se
procesaron inmediatamente y por separado, siguiendo las recomendaciones de Sabate et
al. (2002) y Raspor et al. (2006).

2.2. Aislamiento de levaduras

La preparacion de las muestras y diluciones respectivas de cada uno de los tejidos de la
vid y suelo asociado al vifiedo, muestreados para el analisis microbioldgico se realizé de
acuerdo a la Norma COVENIN 1126-89, posteriormente la aplicacion de las diluciones en

placas se realizo de acuerdo a la Norma Venezolana COVENIN 1337-90.

2.3. Selecci6n de levaduras

Una vez contadas las levaduras, se seleccionaron al azar de acuerdo a su morfologia
colonial contrastante, aislando 20 colonias diferentes de cada sustrato, de acuerdo a Sabate
et al., 2002. Las colonias aisladas se hicieron crecer en agar YEPD a 28 °C y posteriormente

se preservaron a 4 °C hasta la futura identificacion (Raspor et al., 2006).

2.4. ldentificacién molecular de las levaduras

Las colonias de levaduras, fueron identificadas a nivel de especies por amplificacion y
restriccion de una region del rADN de acuerdo a Guillamon et al. (1998) y Esteve-Zarzoso
et al. (1999). Se aplicé también esta técnica molecular estandar a la cepa de referencia de
Saccharomyces cerevisiae ATCC 4921 (American Type Culture Collection) con el fin de

comprobar la eficacia de la técnica.

2.5. Extraccion del ADN de las levaduras

Se realiz6 mediante la técnica propuesta por Querol, Barrio & Ramén (1992), cuyo
fundamento consistié en romper la pared celular y la membrana plasmética y asi poder
acceder al nucleo de la célula, seguidamente se rompié la membrana nuclear para dejar
libre el ADN, y por ultimo se protegid el ADN de enzimas que puedan degradarlo y

finalmente para aislarlo se precipité en alcohol.

2.6. Andlisis de restriccion de regiones ribosomales (RFLPs) del rADN y ensayos

PCR

La region ribosomal del gen 5.8S y las regiones intergénicas adyacentes ITS1 e ITS2 del
ADN extraido de cada una de las levaduras se sometieron a amplificacion por PCR
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(reaccidn en cadena de la ADN polymerasa) mediante los cebadores ITS1 (5-TCC GTA
GGT GAA CCT GCG G-3) e ITS4 (5TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3") segun el
procedimiento descrito por Guillamén et al. (1998) y Esteve-Zarzoso et al. (1999). Todas
las amplificaciones se ejecutaron en un Sistema PCR GeneAmp 2400 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis sobre
geles de agarosa al 1,4% p/v en solucion amortiguadora TBE (Tris/Borate/EDTA) 1X,

tefiidos con bromuro de etidio (Sigma, St. Louis, MI, USA) y visualizados bajo luz UV.

2.7. Digestion con enzimas de restriccion

Los productos amplificados obtenidos del ADN amplificado mediante PCR de cada levadura
se digirieron con las endonucleasas de restriccion Haelll, Hinfl, Cfol y Ddel (Boehringer
Mannheim, Germany) (Guillamon et al., 1998; Esteve-Zarzoso et al., 1999). La digestion de
los productos amplificados del ADN se analizé por electroforesis sobre geles de agarosa al
3% p/v en solucion amortiguadora TBE (Tris/Borate/EDTA) 1X, tefiidos con bromuro de

etidio (Sigma, St. Louis, MI, USA) y visualizados bajo luz UV.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Levaduras aisladas e identificadas en sustratos del vinedo de la variedad de

uva Malvasia.

Se aislaron e identificaron un total de 284 colonias de levaduras en el vifiedo, 35 en suelo,
43 en corteza, 52 en hojas, 32 en raquis y 122 en bayas (Tabla 1). Se incluye también la
distribucion de las especies de levaduras aisladas por sustrato, donde se observa que en
el suelo asociado al cultivo hubo presencia de un 60% Hanseniaspora guillermondii y 40%
Hanseniaspora uvarum, en la corteza 90% Candida sake y 10% Hanseniaspora uvarum, en
hojas estuvo representado en 100% por Rhodotorula mucilagenosa, en raquis 100% por
Aureobasidium pullulans y en las bayas estuvo presente 96% Rhodotorula mucilagenosa y
4% Aureobasidium pullulans. Estos resultados demuestran que en el vifiedo estan
ampliamente difundidos los géneros Ascomycetos Hanseniaspora, Candida Yy
Aureobasidium y el género Basdiomycetos Rhodotorula. El vifiedo se caracteriza por la
presencia de levaduras con caracter oxidativo mas que fermentativo, como son los géneros
Rhodotorula y Aureobasidium (Raspor et al., 2006), los cuales no presentan potencial
enoldgico por ser levaduras incapaces de fermentar azlicares, también se ha asociado el

género Rhodotorula con el area de vifiedos por presentar compuestos carotenoides que lo
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hacen resistente a las radiaciones solares (Sabate et al., 2002). Cabe destacar, que
Aureobasidium pullulans es un hongo filamentoso que crece como levadura en cultivo y que
ha sido incluido en el grupo de levaduras como “levadura negra”, es considerado como
parte de la microbiota de levaduras en vifiedo, ya que esta ampliamente difundido en el
mismo (Sabate et al., 2002; Tristezza et al., 2013).

Tabla 1. Frecuencia de aparicién de especies de levaduras aisladas de diferentes sustratos del vifiedo de la
variedad de uva Malvasia.

FRECUENCIA
SUSTRATO ! ESPECIE DE LEVADURA
(%)
Suelo Hanseniaspora guillermondii 60
35 colonias Hanseniaspora uvarum 40
Corteza de &rbol Candida sake 90
43 colonias Hanseniaspora uvarum 10
Hojas
Rhodotorula mucilagenosa 100
52 colonias
Raquis
Aureobasidium pullulans 100
32 colonias
Bayas variedad Malvasia, Rhodotorula mucilagenosa 96
Cosecha mayo 2008
122 colonias Aureobasidium pullulans 4

! Los resultados obtenidos son producto de analisis por triplicado.

En el suelo y corteza se observa una amplia presencia de dos géneros de levaduras
Hanseniaspora y Candida, respectivamente, a pesar de ser sustratos con ausencia de
azucares (Carrascosa, Mufioz & Gonzélez, 2005), es el medio a través del cual se difunden
las levaduras con caracter fermentativo por efecto del viento e insectos hasta llegar a las
bayas (Sabate et al., 2002) y ser de esta manera las iniciadoras de los procesos de
fermentacion espontanea (Raspor et al., 2006), siendo la presencia de la bodega cerca del
vifiedo la que pudo influenciar en la existencia de estas levaduras en estos sustratos
(Grangeteau et al., 2015). H. uvarum aislado de suelo, presenta caracteristicas enoldgicas
ya que actla durante los primeros dias de fermentacion del mosto en vino, aportando

beneficios en el aroma y sabor del vino (Milanovic, Comitini & Ciani, 2013).

En las bayas, se observa presencia abundante del género Basidiomyceto Rhodotorula,

caracteristico de variedades de uvas blancas, coincidiendo con lo reportado por Raspor et
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al. (2006), sin embargo, a diferencia de otras investigaciones (Li et al., 2010; Cordero-
Bueso, Arroyo, Serrano & Valero, 2011) hay ausencia del género Hanseniaspora en las
bayas, lo que puede estar asociado con factores como temperatura, pluviosidad, grado de
maduracién de la baya, altitud y uso de fungicidas, que pueden afectar el desarrollo de este
género. La elevada presencia de levaduras oxidativas permite considerarlas como
residentes del vifiedo y a las levaduras fermentativas como habitantes transitorios (Sabate,
et al., 2002).

Se corroboré que el ascomyceto A. pullulans estuvo extendido en el vifiedo (raquis y bayas)
se considera como residente del mismo y parte de la microbiota (Barrajon et al., 2009). Se
comprobd la ausencia de la levadura S. cerevisiae, con alto potencial enolégico en
cualquiera de los sustratos del viiiledo, por poseer estos sutratos bajo contenido de

azucares (Cordero-Bueso et al., 2011).

En la Tabla 2 se presentan los fragmentos de restriccion de las especies de levaduras

aisladas en los distintos sustratos del viiedo muestreados.

Tabla 2. Levaduras aisladas e identificacion de acuerdo a longitud en pares de base (pb) de la region
amplificada del gen 5.8S-ITS por PCR y fragmentos obtenidos después de la digestion con enzimas de

restriccion.
ESPECIE DE PRODUCTO FRAGMENTOS DE RESTRICCION
LEVADURA
AMPLIFICADO Hinf | Hae Il CFol Dde |
(pb)
Rhodotorula 640 340+225+75 425+215 320+240+80
mucilagenosa
Hanseniaspora 750 350+200+180 750 320+310+105 300+180+
uvarum
95+90+85
Hanseniaspora 750 350+200+180 750 320+310+105 380+180+
guillermondii
95+80
Aureobasidium 600 290+180+100 150+450 190+175+96
pullulans
Candida sake 450 230+220 450 250+200

Los productos amplificados obtenidos estuvieron comprendidos entre 450-750 pb y estos
se compararon directamente con los obtenidos en la investigacion de Esteve-Zarsoso et al.
(1999), que se encarg6 de desarrollar una base de datos disponible para un gran nimero

de especies de levaduras aisladas de alimentos y bebidas. Los productos amplificados
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fueron digeridos con las enzimas de restriccion Hinf I, Haelll, Cfol y con la enzima Ddel s6lo
los géneros de Hanseniaspora, para diferenciar entre dos especies de H. uvarum y H.

guillermondii (Esteve-Zarsoso et al., 1999; Milanovic et al., 2013).

En las Figuras 1, 2 y 3 se presentan patrones de restriccion diferentes que después de ser
comparados con las masas moleculares previamente descritas por Esteve-Zarsoso et al.
(1999), se identificaron como Rhodotorula mucilagenosa, Hanseniaspora uvarum,
Hanseniaspora guillermondii, Aureobasidium pullulans y Candida sake. En la Figura 1 se
observan los patrones de restriccion de las especies de levaduras Hanseniaspora uvarum

y Rhodotorula mucilagenosa presentes en sustratos como corteza, hoja y bayas.

Pb M Hinf | M Hae Ill M

1500
1000
900
800
700
600
500

400

M: Maracador de 100 pb

Las columnas 2 y 8 muestran el fragmento de restriccion correspondiente a la especie Hanseniaspora uvarum aislada de corteza.
Las columnas 3-6 y 9-12 corresponden a la especie Rhodotorula mucilagenosa aislada de los sustratos baya y hoja.

Figura 1. Gel de agarosa al 3% p/v representando los fragmentos de restriccion con las enzimas Hinf |

y Hae Ill de dos de las especies aisladas en sustratos de vifiedo (corteza, baya y hoja) de la variedad
de uva Malvasia.

En la Figura 2 el género Hanseniaspora (H. uvarum y H. guillermondii) en suelo. En la
Figura 3 Candida saque y Hanseniaspora uvarum en corteza. Estas especies de levaduras
han sido comunmente aisladas de diversos sustratos del vifiedo (Sébate et al., 2002;
Raspor et al., 2006) y considerada parte de la flora de levaduras del mismo en

investigaciones realizadas por Esteve-Zarsoso et al. (1999) y Chavan et al. (2009).
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M Hinfl Hae lll Cfol Hinfl Hae lll Cfol Hinfl Hae lll Cfol Hinfl Hae Ill Cfol Hinfl Hae lll Cfol Hinf| Hae Il Cfol

Pb
1500
1000
900
800
700
600
500
400
M: Maracador de 100 pb
Las columnas 2-19 representan los fragmentos de restriccién correspondientes al género Hanseniaspora aislada del suelo del
vifiedo.
Figura 2. Gel de agarosa al 3% p/v representando los fragmentos de restriccion con las enzimas Hinf
I, Hae lll y Cfol de dos de las especies aisladas en el sustrato de vifiedo (suelo) de la variedad de uva
Malvasia.
Pb M Hinf I M Hae IlI M
1500
1000
900
800
700
600
500
M: Maracador de 100 pb
Las columnas 2,10,12-16 muestran el fragmento de restriccion correspondiente a la especie Candida saque aislada de corteza.
Las columnas 3y 11 corresponden a la especie Hanseniaspora uvarum aislada del sustrato corteza.
Figura 3. Gel de agarosa al 3% p/v representando los fragmentos de restriccion con las enzimas Hinf
I y Hae Il de dos de las especies aisladas en el sustrato de vifiedo (corteza) de la variedad de uva
Malvasia.
54 ISNIN 2588-0764 REVISTA BASES

DE LA CIENCIA



Aislamiento e Identificacion Molecular de Levaduras Autdéctonas en Vifledo de la Variedad Malvasia Blanca

4. CONCLUSIONES

En el vifiedo se detecto la presencia de cinco especies de levaduras mediante la siguiente
distribucion por sustrato del vifiedo, en suelo 60% Hanseniaspora guillermondii y 40%
Hanseniaspora uvarum, en la corteza 90% Candida sake y 10% Hanseniaspora uvarum, en
hojas 100% por Rhodotorula mucilagenosa, en raquis 100% Aureobasidium pullulans y en

las bayas 96% Rhodotorula mucilagenosa y 4% Aureobasidium pullulans.

La Técnica molecular PCR-RFLP utilizada, sometiendo los productos amplificados a un
analisis de restriccién con las enzimas Hinf I, Hae Ill, Cfol y Ddel fue eficiente para la

identificacion molecular de levaduras en vifiedo de la variedad de uva Malvasia.
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RESUMEN

La interpolacién de temperatura en cuerpos de agua permite realizar predicciones de puntos de muestreo que
no presentan datos. En la presente investigacion se evaluaron 12 métodos de interpolacion para estimar la
temperatura del reservorio del Centro de Experimentacién Académica Salache (CEASA) de la Universidad
Técnica de Cotopaxi. Los datos recolectados en campo fueron interpolados aleatoriamente y comparados con
los reales en base al error medio (EM), error absoluto medio (MAE), error medio cuadratico (MSE), raiz del
error cuadratico (RMSE) y coeficiente de determinacion (R?). La interpolacion mas apropiada para la
representacién de la variable temperatura en el reservorio fue el del método del Polinomio Local con un MSE
de 0,22 y RMSE de 0,47 y R? de 0,53. Este método se puede utilizar para obtener datos de temperatura del
reservorio, disminuyendo costos de tiempo y dinero que demandaria el levantamiento de informacion en
campo.

Palabras clave: Interpolacién, Temperatura, Polinomio Local, Reservorio CEASA.

COMPARISON OF INTERPOLATION METHODS FOR THE
ESTIMATION OF TEMPERATURE OF CEASA RESERVOIR

ABSTRACT

The interpolation of temperature in bodies of water allows making predictions of sampling points that do not
present data. In the present investigation, 12 interpolation methods were evaluated to estimate the reservoir
temperature of the Salache Academic Experimentation Center (CEASA) at the Technical University of
Cotopaxi. The data collected in the field were randomly interpolated and compared with the real ones based
on the mean error (MS), mean absolute error (MAE), mean square error (MSE), the root of the quadratic error
(RMSE) and coefficient of determination (R?). The most appropriate interpolation for the representation of the
variable temperature in the reservoir was the Local Polynomial method with an MSE of 0.22 and RMSE of 0.47
and R? of 0.53. This method can be used to obtain reservoir temperature data, decreasing the time and money
costs that gathering information would require in the field require.

Key words: Interpolation, Temperature, Local Polynomial, CEASA Reservoir.
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COMPARACAO DE METODOS DE INTERPOLACAO PARA
ESTIMAR A TEMPERATURA DO RESERVATORIO DO CENTRO
DE EXPERIMENTACAO ACADEMICA SALACHE (CEASA)

RESUMO

A interpolagdo dae temperatura em corpos de agua permite fazer previsdes de pontos da amostragem que
ndo apresentam dados. Na presente investigagdo foram avaliados 12 métodos de interpolacédo para estimar
a temperatura do reservatério do Centro de Experimentacdo Académica Salache (CEASA) da Universidade
Técnica de Cotopaxi. Os dados coletados no campo foram interpolados aleatoriamente e comparados com
0s reais com base no erro médio (MS), erro absoluto médio (MAE), erro quadratico médio (MSE), raiz do erro
quadratico (RMSE) e coeficiente de determinagéo (R?). A interpolacdo mais apropriada para a representacdo
da temperatura variavel no reservatorio foi a do método Polinomio Local com um MSE de 0,22 e RMSE de
0,47 e R% de 0,53. Este método pode ser usado para obter dados da temperatura do reservatorio, diminuindo
0s custos de tempo e dinheiro que a coleta de informacdes no campo exigiria.

Palavras chaves: Interpolacdo, Temperatura, Polindmio Local, Reservatério CEASA.

1. INTRODUCCION

La evaluacion de la distribucién espacial de las variables que influyen en la calidad de agua
es un paso previo para el manejo integral de los recursos hidricos. La caracterizacién del
estado actual de las zonas de estudio, se realiza mediante mediciones en campo que
generalmente estan limitadas por los recursos econémicos, temporales o por la naturaleza
misma del fendbmeno. La geoestadistica, representa una herramienta que provee métodos
para la estimacion de variables de analisis en sitios no muestreados (Li & Heap, 2011). El
analisis geoestadistico en Sistemas de Informacién Geografica (SIG) se ha utilizado
ampliamente en la interpolacion de datos climaticos (Tveito & Forland, 1999; Tveito et al.,
2005). Los datos espacialmente continuos que no estan disponibles, son dificiles de obtener
y costosos de adquirir, por lo tanto variables no muestreadas deben estimarse para generar
datos espacialmente continuos. Los métodos de interpolacion espacial proporcionan una
herramienta para estimar los valores de una variable ambiental en sitios no muestreados
utilizando datos de observaciones puntuales. Este proceso se puede realizar mediante el
uso del software Surfer, programa que grafica informacién geoespacial y transforma datos
en contornos curvos continuos mediante la utilizacion de 12 interpoladores (Yang, Kao, Lee
& Hung, 2004; Vohat et al., 2013).

Los factores que afectan el rendimiento de los métodos de interpolacion espacial son:
densidad de muestreo (Dirks et al., 1998; Hartkamp, 1998; Stahl et al., 2006), distribucion

espacial de la muestra (Collins & Bolstad, 1996), agrupamiento de muestras (Laslett, 1994,
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Zimmerman et al., 1999), tipo de superficie (Voltz & Webster, 1990; Zimmerman et al.,
1999), la varianza de los datos (Schloeder et al., 2001), la normalidad de los datos (Wu et
al. 2006), calidad de la informacién secundaria (Hernandez-Stefanoni & Ponce Hernandez,
2006; Hengl, 2007), estratificacion (Brus et al., 1996), y tamafio o resolucion de la cuadricula
(Hengl, 2007).

Los métodos de interpolacion espacial se han aplicado ampliamente en las ciencias
ambientales, varios estudios han comparado un conjunto de diferentes métodos, lo que
hace dificil sacar conclusiones generales. Sin embargo, el kriging ordinario (OK), la
ponderacién de distancia inversa (IDW), incluida la distancia inversa cuadrada (IDS) vy el
cokriging ordinario (OCK) son los métodos mas frecuentemente comparados. En esta
investigacion se determiné el mejor método de estimacion de la temperatura para el
reservorio del Centro de Experimentacion Académica Salache (CEASA) mediante el software
Surfer 8.0.

2. METODOLOGIA
2.1. Datos

Para el estudio se recopilaron datos de temperatura del reservorio del CEASA, el muestreo

se realizé desde abril-mayo correspondiente a la temporada lluviosa (Tabla 1).

Tabla 1. Puntos de muestreo de temperatura para el reservorio CEASA, serie abril-mayo 2017

Puntos Latitud Longitud | Temperatura
Al 764054.72 | 9889825.32 22.10
A2 764050.23 | 9889827.00 20.60
A3 764045.74 | 9889828.69 20.20
A4 764041.25 | 9889830.37 20.00
B1 764056.26 | 9889830.35 20.50
B2 764051.73 | 9889831.99 20.40
B3 764047.19 | 9889833.63 20.50
B4 764042.66 | 9889835.26 20.40
C1 764057.81 | 9889835.38 20.20
c2 764053.23 | 9889836.97 22.50
C3 764048.65 | 9889838.57 20.40
C4 764044.06 | 9889840.16 20.20
D1 764059.35 | 9889840.40 20.10
D2 764054.72 | 9889841.95 20.60
D3 764050.10 | 9889843.51 22.10
D4 764045.47 | 9889845.06 20.00
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La metodologia empleada para levantar datos de temperatura se basé en la norma NTE
INEN 2176:2013. Se seleccionaron cinco puntos de control aleatoriamente: A2, A3, B2, C1
y D2 que fueron utilizados para estimar la temperatura mediante los 12 interpoladores del

software Surfer 8.0: (Figura 1).

0 5 10 20 Metros
l 1 1 1 J

Figura 1. Grilla de puntos de medicion de temperatura del reservorio del Centro de
Experimentacion Académica Salache (CEASA)

2.2. Areade Estudio

El CEASA de la Universidad Técnica de Cotopaxi esta ubicado en Latacunga, provincia de
Cotopaxi, zona centro del pais, entre las coordenadas planas, 764871,7.m E y 9890295,7.m
N, del sistema de referencia WGS84 UTM Zona 17S a una altitud promedio de 2730.msnm.
El reservorio tiene area de 514,93.m? y 5 m de profundidad, almacenando 3000 m3
aproximadamente. El reservorio es alimentado por las aguas del rio Cutuchi (Figura 2).
Para la toma de muestras se disefid una cuadricula sobre la superficie del reservorio, con

una separacion aproximada de 5 m, obteniendo 16 puntos de muestreo (Figura 1).
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LEYENDA
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Figura 2. Ubicacion del reservorio del Centro de Experimentacion Académica Salache (CEASA)

2.3. Métodos de Interpolacién

Para el andlisis del mejor método de interpolacién de temperatura del reservorio, se
seleccionaron 5 puntos de control aleatoriamente de los 16 puntos de temperatura media

obtenidos en campo, los métodos que se aplicaron, a continuacion, se detallan:

2.3.1.- Kriging

Es un método interpolador exacto o de suavizado que depende de los parametros
especificados por el usuario, ademas este incorpora la anisotropia y las tendencias
subyacentes mediante la construccion del variograma (Yilmaz, 2007).

2.3.2.- Distancia Inversa Ponderada

Es un método conocido como IDW por su nombre en inglés: Inverse distance weighted. La
distancia inversa es un interpolador medio ponderado, puede ser exacto o suavizado,
debido a que los datos se ponderan durante la interpolacion de modo que la influencia de
un punto, en relacion con otro, disminuye con la distancia (Yang, Kao, Lee & Hung, 2004
llbay et al., 2017). El IDW se basa en valores de las ubicaciones cercanas sin tomar en
cuenta la relacion espacial entre ellas. Este método es comun para interpolar profundidad

y contaminacion del agua subterranea (Adhikary & Dash, 2017).

2.3.3.- El vecino més cercano o Nearest Neighbor

El método de vecinos mas cercanos predice el valor de un atributo en un punto no
muestreado basado en el valor de la muestra mas cercana, dibujando perpendicularmente

bisectrices entre puntos muestreados, formando poligonos de Thiessen (Li & Heat, 2008).
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2.3.4.- Método de Shepard modificado

El método de Shepard modificado es similar a la distancia inversa a un interpolador de
potencia, pero el uso de minimos cuadrados locales elimina o reduce la apariencia de los

contornos generados (Yilmaz, 2007).

2.3.5.- Triangulacién con interpolacion lineal

Este método se basa en la construccion de una red de triangulos con el propdsito de
identificar las observaciones mas cercanas para ser usadas en la interpolacion mediante

un ajuste polinomial lineal (Li & Heat, 2008).

2.3.6.- Minima curvatura

El interpolador de curvatura minima controla el nivel de curvatura entre puntos de muestreo
utilizando el parametro de tension interna y la velocidad de convergencia mediante el factor

de relajacién (Fallas, 2007).

2.3.7.- Vecino natural

El método de vecinos naturales esta basado en el concepto de los poligonos de Thiessen,
gue utiliza un promedio ponderado de las observaciones vecinas, en donde la ponderacion
es proporcional al area obtenida al crear un nuevo poligono de Thiessen como resultado de

incluir un nuevo punto en el set de datos (Fallas, 2007).

2.3.8.- Base Radial

La base radial permite interpolar valores a partir de un conjunto de puntos de muestreo,
estd basado en una ecuacion multi-cuadratica que es considerada como el mejor

interpolador, acepta barreras y lineas de inflexion (Chen, Cowan & Grant, 1991).

2.3.9.- Métrica de datos

La métrica de datos es un método que se basa en la creacion de grillas de informacion de
los datos observados. Se definen conjuntos de datos asociados a la grilla y sobre ellos se
realiza la busqueda de parametros estadisticos (desviacion estandar, varianza y coeficiente
de variacién) aplicada a cada nodo y al conjunto de datos asociados para luego usarlos en

la estimacion (Yang, Kao, Lee & Hung, 2004).
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2.3.10.- Regresion polindmica

La regresion polindbmica se utiliza para definir tendencias y patrones a gran escala en sus
datos, el mismo que no es realmente un interpolador porque no intenta predecir valores Z
desconocidos, pero existen opciones que se puede utilizar para definir el tipo de superficie
de tendencia (Theil, 1992).

2.3.11.- Medias moviles

El método de media movil asigna valores promediando los datos dentro de la elipse de
busqueda. Se utiliza los datos vecinos centrando la elipse de busqueda. El valor de salida
se establece igual al promedio aritmético de los datos vecinos identificados (Thompson &
Weil, 1952).

2.3.12.- Polinomio local

El método Polinomio Local asigna valores usando un ajuste de minimos cuadrados
ponderados, con datos dentro de la elipse de busqueda de la cuadricula (Yang, Kao, Lee &
Hung, 2004).

2.4. Calidad de estimacioén

Los datos interpolados fueron comparados con los datos muestreados, comparandoles
entre si, para detectar diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Las
mediciones utilizadas para evaluar el rendimiento de los métodos de interpolacion espacial
fueron: error medio (ME), error absoluto medio (MAE), error medio cuadratico (MSE) y raiz
del error cuadratico medio (RMSE). El ME se utiliza para determinar el grado de sesgo en
las estimaciones y a menudo se denomina "sesgo"” (Isaaks & Srivastava, 1989), El RMSE
proporciona una medida del tamafio del error, pero es sensible a los valores atipicos, ya
que concede gran importancia a los errores grandes (Hernandez-Stefanoni & Ponce-
Hernandez, 2006). EI MSE equivale a la suma de la varianza y la desviacion al cuadrado
del estimador. EI MAE indica el grado en que la estimacién puede ser erronea (Nalder &
Wein, 1998).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los doce métodos analizados presentan gran variabilidad en la prediccion de la temperatura
en puntos de control (Tabla 2). El método del Polinomio Local mostré un MSE de 0,22 y un

RMSE de 0,47, mientras que el R? resulté ser 0,53; siendo el método de mejor ajuste a los
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valores muestreados en el reservorio del CEASA. Los mayores errores se observan en el
método Vecino Natural, Triangulaciéon y Métrica de datos. Los métodos de la Minima
curvatura, Método de Shepard modificado, Vecino mas cercano, Regresion PolinGmica,
Funcion de base radial, Media Mavil, Distancia Inversa Ponderada y Kriging, presentaron
un bajo rendimiento de las mediciones utilizadas para evaluar el rendimiento de los métodos
de interpolacion. Estos resultados discrepan con otros estudios (Boer, de Beurs, &
Hartkamp, 2001; Osorio, Contreras & Leon, 2011; Chavez et al., 2013; Shtiliyanova et al.,
2017; Xu et al., 2017; Xiao, Zhang, Breitkopf, Villon, & Zhang, 2018), donde el método de
Distancia Inversa Ponderada y Kriging son los mas utilizados y validados para variables de
temperatura y precipitacion a gran escala. Sin embargo, a pequefia escala el método del

Polinomio Local parece ser el mas eficiente.

Tabla 2. Error medio (ME), Error absoluto medio (MAE), Error medio cuadratico (MSE) y raiz del error
cuadratico medio (RMSE) y coeficiente de determinacion (R?).

Métodos ME MAE MSE RMSE R2
Distancia Inversa ponderada 0,50 0,50 0,39 0,62 0,10
Kriging 0,64 0,64 0,47 0,68 0,39
Minima Curvatura 0.41 0,41 0,67 0,82 0,19
Método de Shepard modificado 0.59 0,59 0,43 0,66 0,01
Vecino Natural 6,81E+37 6,80564E+37 1E+76 1,076E+38

Vecino mas cercano 0,40 0,40 0,75 0,87 0,41
Regresiéon Polinbmica 0,59 0,59 0.43 0,66 0,01
Funcién de base radial 0,67 0,67 0,52 0,72 0,45
Triangulacién 3,4E+37  3,40282E+37 6E+75 7,609E+37 0,31
Media movil 0,53 0,53 0,34 0,59 0,18
Métrica de datos -9,40 9,40 88,39 9,40

Polinomio Local 0,41 0,41 0,22 0,47 0,53

En el caso del método del Polinomio Local son evidentes las semejanzas en la distribucion
espacial de la temperatura en el reservorio del CEASA (Figura 3). La tabla 2 y figura 3
muestran el mejor ajuste en la distribucion espacial y analisis estadisticos de la temperatura

para el método Polinomio Local.
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Figura 3. Distribucién espacial de la temperatura del reservorio del Centro de Experimentacion Académica
Salache (CEASA) a) Interpolacidon de la temperatura con datos muestreada b) Interpolacion de la temperatura
por el método del Polinomio Local.

4. CONCLUSIONES

El método Polinomio Local mediante el software Surfer 8.0, es adecuado para la
interpolacion de varios puntos de temperatura en el reservorio del Centro de
Experimentacion Académica Salache (CEASA). Convirtiéndose en una herramienta valiosa
para obtener informacién de temperatura en varios puntos de muestreo disminuyendo

costos que implica el muestreo en campo.

El método de interpolacion Inversa de la Distancia Ponderada, que son tradicionalmente
utilizadas para la interpolacién de datos de temperatura, proporcionaron predicciones
menos precisas que el método Polinomio Local, y por lo tanto no es apropiado para

interpolar temperatura en cuerpos de agua a pequefia escala.
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RESUMEN

El proposito de este estudio fue mejorar la interpretacion del diagrama de caja y bigotes utilizando un modulo
autoinstruccional en combinacidon con la instruccion por pares. Participaron en este estudio 30 estudiantes de
un programa de grado de una universidad ecuatoriana. La unidad bajo estudio fue el “Tratamiento Estadistico
de Datos” y en el tema “Diagrama de caja y bigotes”. Se administré la prueba de entrada, luego se entrego el
moédulo autoinstruccional “Diagrama de caja y bigotes” y posteriormente se realizé la instruccién por pares y
finalizada la misma se administré la prueba de salida. La prueba t emparejada dio un valor de t = 14,64 con
29 grados de libertad que es significativo a un valor de p < 0,0001. Este estudio en su primera fase comprobd
que la combinacion del médulo autoinstruccional con la instruccion por pares resulta en un mejor aprendizaje.
Ademas, la media de las calificaciones de la prueba de salida avala el logro de la alfabetizacion estadistica,
mientras que la media de las calificaciones de la prueba de concepto avala el razonamiento estadistico.

Palabras clave: Estadistica, diagrama de caja y bigote, médulo autoinstruccional, instruccién por pares,
alfabetizacion y razonamiento estadistico.

The Teaching of Box and Whiskers Plot to Improve their
Interpretation

ABSTRACT

The purpose of this study was to improve the interpretation of the box and whisker plot using a self-instructional
module in combination with peer instruction. In this study 30 undergraduate students of an Ecuadorian
University participated in the experiment. The intervention combined a self-instructional module and the peer
instruction, in the unit of "Statistical data processing" and on the topic "Box and whisker plot". The students
received the pretest, then they studied the self-instructional module "Box and whisker plot" and subsequently
held the peer instruction and finally they received the posttest. The paired t-test results in t value of t = 14.64
with 29 degrees of freedom which is significant at a p-value < 0.0001. This study in its first phase proved that
the combination of the self-instructional module with peer instruction results in better learning. In addition, the
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average scores of the posttest supports achievement of statistical literacy, while the average score of the
concept test support the statistical reasoning.

Key words: Statistics, box and whisker plot, self-instructional module, peer instruction, statistical literacy and
reasoning

O Ensino do Diagrama Caixa e Bigodes para Melhorar sua
Interpretacéao

RESUMO

O objetivo deste estudo foi melhorar a interpretacdo do diagrama de caixa e whisker usando o modulo
autoinstruccional em combinacdo com a instrucdo por pares. 30 um programa de grau de estudantes
universitarios equatorianos participaram deste estudo. A unidade em estudo foi 0 "processamento de dados
estatistico" e clique no topico "diagrama de caixa e whisker". Dado o teste de entrada, se rendeu o médulo de
autoinstruccional "diagrama de caixa e whisker" posteriormente realizada a instru¢do e completada por pares
o teste de saida foi utilizado. O teste combinado t deu um valor de t = 14.64 com 29 graus de liberdade, que
€ significativo com um p-valor < 0,0001. Este estudo em sua primeira fase provou que a combinacédo do
maodulo autoinstruccional com a instru¢cdo do mesmo nivel resulta em uma melhor aprendizagem. Além disso,
a média do teste de saida suporta a conquista da alfabetizacéo estatistica, enquanto a pontuacédo média da
prova conceitual apoia o raciocinio estatistico.

Key words: estatisticas, diagrama caixa e whisker, modulo autoinstruccional, instrucdo pelos pares,
alfabetizacao e raciocinio estatistico.

1. INTRODUCCION

La Estadistica se apoya en las representaciones graficas para mostrar como se distribuyen
los datos. Entre ellas se encuentran el diagrama de caja y bigotes, el cual es la
representacion grafica de una distribucion de datos, disefiada para tomar decisiones y
razonar acerca de esas distribuciones. Esta representacion consta de cinco elementos: el
valor minimo, el primer cuartil (Q1), el segundo cuartil (Qz), el tercer cuartil (Q3) y el valor
maximo; como puede notarse ellos dividen a los datos en cuatro grupos. Esta
representacion presenta al mismo tiempo una medida de tendencia central (mediana), dos
medidas de dispersion (rango y rango intercuartil) e indica la simetria o asimetria de la
distribucion (Devore, 2012; Triola, 2013; Johnson & Kuby, 2012).

Los estudiantes al momento de interpretar el diagrama de caja y bigotes tienen serias
dificultades relacionadas con la mediana, a la cual ellos no la perciben como una medida
de tendencia central. También confunden el ancho de la caja, no el largo, con la dispersion

de los datos (Bakker, Biehler & Konold, 2004). Otros autores han encontrado que los
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estudiantes piensan que cuando una de las areas de la caja es mas grande en ella se
encuentran mayor cantidad de datos (Lem, Onghena, Verschaffel & Van Dooren, 2012;

Lem, Onghena, Verschaffel & Van Dooren, 2013)

Por lo tanto, el propésito de este estudio fue mejorar la interpretacion del diagrama de caja
y bigotes utilizando un modulo autoinstruccional en combinacién con la instruccién por

pares.

1.1. Alfabetizacion y razonamiento estadistico

La Asociacion Americana de Estadistica (ASA por sus siglas en Ingles) recomienda lo
siguiente para la ensefianza de la Estadistica: (1) Ensefiar el razonamiento estadistico. (2)
Enfocarse en la parte conceptual. (3) Integrar datos reales con un contexto y un propésito.
(4) Fomentar el aprendizaje activo. (5) Usar la tecnologia para explorar los conceptos y
analizar datos. (6) Usar la evaluacién para mejorar el aprendizaje de los estudiantes
(American Statistical Association, 2016). La aplicacién de estas recomendaciones logra la

alfabetizacién y razonamiento estadistico.

La alfabetizacion estadistica involucra comprender y usar el lenguaje y herramientas
estadisticas y, ademas, conocer lo que significan los términos estadisticos, comprender el
uso de los simbolos estadisticos y ser capaz de interpretar las diferentes representaciones
de los datos. La alfabetizacion estadistica procura que los estudiantes estén familiarizados
con los conceptos estadisticos ya que ellos juegan un rol muy importante en el
razonamiento y lo que es méas importante ellos permiten comunicar esos razonamientos
(Jonassen, 2006).

El razonamiento estadistico involucra argumentar con las ideas estadisticas, dar sentido a
la informacion estadistica, relacionar los conceptos de la estadistica e interpretar los
resultados estadisticos (Garfield, delMas & Chance, 2003). El razonamiento es uno de los
procesos cognitivos mas basicos e importantes, ya que este apoya la comprension
conceptual y la resolucion de problemas. Ademas, el razonamiento se requiere para
formular predicciones, sacar conclusiones, establecer inferencias y explicar los fendmenos

(Jonassen & lonas, 2008). En definitiva, estos dos procesos estan interrelacionados.

Por lo tanto, es esencial que los estudiantes aprendan los conceptos centrales de la
Estadistica y que también aprendan a razonar estadisticamente, usando un mdédulo
autoinstruccional relacionado con el concepto de caja y bigotes. Ademas, para que los

estudiantes logren el razonamiento estadistico, en el salon de clase hay que implementar
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lo que se denomina las pedagogias personalizadas, en las cuales los estudiantes discuten
con sus pares preguntas de estadistica relacionadas con el diagrama de caja y bigotes
(Chick, Haynie & Gurung, 2009).

Ademas, la ensefianza de la Estadistica es importante impartirla en ambientes de
aprendizaje centrados en los estudiantes, de tal manera que ellos apliquen el aprendizaje
activo. En estos ambientes de aprendizaje, los estudiantes, por medio de actividades
auténticas, es decir, utilizando datos reales y apoyados por la tecnologia, ellos analizan los
datos; y de esta manera conectan estas actividades de aprendizaje con los contenidos de
la Estadistica. Asimismo, es un requerimiento que estos ambientes de aprendizaje sean de
naturaleza colaborativa para que ellos interactien con sus pares y como producto de la

misma construyan el conocimiento (Jonassen & Howland, 1997).

1.2. Disefo instruccional

Para lograr la alfabetizacion estadistica se disefi6 un médulo autoinstruccional sobre el
tema “Diagrama de caja y bigotes”. En este modulo se ensefian los conceptos estadisticos
relacionados con la construccion del diagrama de caja y bigotes, que son el primero,
segundo y tercer cuartil, el limite inferior y el limite superior y se muestra el procedimiento
de construccion. Este médulo, el estudiante lo aprende a su propio ritmo y de manera
independiente. Esto es necesario ya que para la aplicacion de la instruccidén por pares se
requiere que los estudiantes vengan preparados a la clase y este médulo autoinstruccional

les proporciona la informacion necesaria para comprender los diagramas de caja y bigotes.

El “disefio instruccional es un proceso sistematico y reflexivo que traduce los principios de
aprendizaje e instruccion en planes para los materiales instruccionales, actividades, fuentes
de informacién y evaluacion” (Smith & Ragan, 1999, p. 2). Este modelo est4 basado en la
teoria del aprendizaje de R. Gagne y tiene los siguientes pasos: (1) Actividades
preinstruccionales; (2) Presentacion de la informacion; (3) Participacion del estudiante; (4)
Evaluacion; (5) Seguimiento y retroalimentacion (Gagne, 1985; Gagne, Briggs & Wager,
1988; Gagne & Driscoll, 1988; Dick & Carey, 1987).

Para el disefio del médulo autoinstruccional se tomd en cuenta los resultados de las
investigaciones realizadas sobre diagramas de caja y bigotes. Ademas, el modulo
autoinstruccional fue evaluado formativamente por un grupo de cinco estudiantes y luego
fue evaluado sumativamente con un grupo de diez estudiantes. Los estudiantes que

participaron en estas evaluaciones tienen las mismas caracteristicas que los estudiantes a
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guienes se aplico la intervencion. La razon de la evaluacion formativa y sumativa fue la de

presentar a los estudiantes que participaron en el experimento una instruccion clara.

1.3. Instruccion por pares

En el area de la fisica, una pedagogia personalizada es la Instruccion por Pares,
desarrollada por Erick Mazur profesor de fisica de la Universidad de Harvard, ella privilegia
el dominio conceptual y promueve la discusién entre los estudiantes (Mazur, 1997). En la
ensefianza de la Estadistica también se puede aplicar esta metodologia para aprender los
conceptos de la Estadistica y razonar estadisticamente. La instruccion por pares se inicia
con una presentacion de cinco a siete minutos de duracion, en donde se ensefian los puntos
mas importantes del tema bajo estudio, para a renglén seguido administrar la prueba de
conceptos, que generalmente es una prueba de mudltiple respuesta y la cual mide la
comprension de los estudiantes acerca de lo explicado. Es importante destacar que la
prueba de concepto esta creada para observar las dificultades conceptuales que tienen los
estudiantes sobre el tema bajo discusion. Los estudiantes contestan la pregunta y registran
Su respuesta ya sea manualmente o automaticamente. Esto tiene una duracién de tres
minutos. Luego el profesor solicita a los estudiantes que discutan con sus compafieros mas
cercanos la respuesta que ellos han dado y nuevamente presentan la respuesta. Esto tiene
una duracién de dos minutos. Finalmente, el profesor explica la respuesta correcta a los
estudiantes, lo cual tiene una duracién de tres minutos. En la instruccion por pares se siguen
los siguientes pasos: (1) Presentacion de la informacién. (2) Evaluacion del estudiante
mediante la prueba de concepto. (3) Participacion del estudiante en la discusion entre

pares. (4) Retroalimentacion (Mazur, 1997).

Si el porcentaje de respuestas correctas es menor que el 30% se revisa el concepto. Si el
porcentaje de respuestas correctas esta entre 30% y 70% se discute entre pares y se vuelve
a dar la nueva respuesta. Si el porcentaje de respuestas es mayor que el 70% se explica la

respuesta correcta y se continta al nuevo tema de la unidad.

En la instruccion por pares se insiste en la alfabetizacion estadistica, ensefiando los puntos
mas importantes del diagrama de caja y sus usos en la estadistica exploratoria. El
razonamiento estadistico se revela cuando los estudiantes discuten con sus compafieros la
respuesta que ellos dieron en la prueba de conceptos relacionada con el diagrama de caja
y bigotes. Por lo tanto, se puede concluir que este ambiente de aprendizaje es activo porque
el estudiante realiza una serie de actividades que conducen a un mejor aprendizaje: es

constructivista porque el estudiante durante las actividades planificadas construye el
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conocimiento; es colaborativo porque discute con sus compaferos las respuestas de las

pruebas de conceptos e intencional porque tiene metas claras y especificas.

1.4. Representaciones externas multiples

El diagrama de caja y bigotes es un concepto estadistico que tiene una representacion
pictdrica, una descripcion del concepto, el cual corresponde a su representacion verbal y
su construccién tiene un procedimiento que involucra la representacion matematica y se lo
puede graficar manualmente o computacionalmente. Es esencial, que ambos sean
utilizados. El primero para que noten que el nimero de datos son aproximadamente iguales
en cada grupo y el segundo para que usen la tecnologia, como lo recomienda la ASA
(Figura 1).

Representacion verbal Representacion matematica

\\\\\\\\ ////////

Diagrama de caja y bigote

Representacion pictorica

Figura 1. Representacion externa multiple del diagrama de caja y bigote
1.5. Hipotesis
La hipétesis alternativa: La media de la prueba de salida es mayor que la media de la prueba

de entrada.

La hipétesis nula: La media de la prueba de entrada es igual a la media de la prueba de
salida.

2. METODO
2.1 Participantes

Los participantes fueron 30 estudiantes con una edad comprendida entre los 18 y 19 afios
quienes estdn matriculados en un programa de grado de una universidad privada

ecuatoriana, y recibieron la materia de Estadistica.
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2.2 Tareas y materiales instruccionales

La unidad instruccional fue el “Tratamiento Estadistico de Datos” y el tema fue el “Diagrama
de caja y bigotes”. El tiempo dedicado para la ensefianza fue de 120 minutos. El material
instruccional fue el médulo autoinstruccional “Diagrama de caja y bigotes”. Los instrumentos
fueron las pruebas de entrada y de salida y la prueba de conceptos. Las pruebas
administradas a los estudiantes eran de referencia por criterio, estas pruebas miden el
progreso de los estudiantes y dan informacion acerca de la efectividad de la instruccioén.
Ademas, estas pruebas miden el desempefio de los estudiantes en términos de los

objetivos instruccionales.

2.3 Procedimiento

En primer lugar, se administré la prueba de entrada que tuvo una duracion de 30 minutos;
en segundo lugar, se entregd el mddulo autoinstruccional al cual los estudiantes le
dedicaron 45 minutos; en tercer lugar, se aplicd la instruccion por pares que tuvo una
duracién de 15 minutos. Los estudiantes respondieron la pregunta conceptual de multiple
respuesta con una hoja que contenia la alternativa que ellos estimaban era la correcta y en

cuarto lugar se administro la prueba de salida que tuvo una duracion de 30 minutos.

2.4 Andlisis de datos

Se aplico la prueba t emparejada con un nivel de significacién p < 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Resultados de la prueba de entrada y de salida

En la Tabla 1 se presenta el nimero de estudiantes, la media, la desviacion estandar, el
valor maximo y el valor minimo de la prueba de entrada y de salida. Las dos pruebas eran
iguales y estaban calificadas sobre 20.

Tabla 1. Informacion estadistica de la prueba de entrada y de salida

Pruebas NlUmero de estudiantes Media Desviacién estandar Maximo Minimo
Prueba de entrada 30 11,97 2,48 17 8
Prueba de salida 30 17,30 2,38 20 11
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3.2 Resultados de la prueba t emparejada.

La prueba t emparejada dio un valor de t = 8,407 con 29 grados de libertad que es
significativo para un valor de p < 0,00001. Este estudio comprobd la hipoétesis; que la
combinacion del médulo autoinstruccional con la instruccion por pares resulta en un mejor
aprendizaje. Por lo tanto, se rechaza la hipé6tesis nula y se acepta la hipétesis de

investigacion.

3.3 Resultados de la prueba de conceptos

El 80% de los estudiantes contestaron correctamente la prueba de conceptos después de
la discusién entre pares. En vista de que se satisface la condicién de que el 80% de los
estudiantes contestaron correctamente no se discutié la respuesta. De todos modos, se
explico la respuesta correcta. En la Figura 2 se muestra las respuestas correctas de los

estudiantes.

Prueba de Conceptos Antes de la Discusién

100
75
50

25

: _

Correcta Incorrecta

Figura 1. Diagrama de barras de las respuestas antes.

4. CONCLUSION

Este estudio comprobd que el uso de un modulo autoinstruccional en la instruccion por
pares mejora el rendimiento de los estudiantes. Primero porque el médulo autoinstruccional
permitié que los estudiantes estén preparados para la instruccion y por ello en la instruccion
por pares mostraron evidencia de alta comprension conceptual. Otro de los factores que
también incidio en los resultados fue el uso de las representaciones externas multiples las
cuales permitieron conectar la representacion visual con los conceptos y distinguir los

aspectos relevantes e irrelevantes de la representacién visual (Ainsworth, 2006; Schnotz,
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2005). Es importante considerar los resultados de otras investigaciones para mejorar la

instruccion.

Este estudio tiene mayor valor practico que valor teérico. Ademas, fue realizado en una
institucion privada, seria conveniente replicarlo en una institucion publica. Ademas, hacer
un disefio experimental mas adecuado para poder generalizar los resultados con mayor

precision.
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1. Titulo. En espafiol e inglés y no exceder de 20 palabras. Debe ser explicativo y contener la
esencia del trabajo, evite el uso de férmulas o expresiones técnicas muy largas. En maydscula,

negritas y centrado.
2. Autores. Deben indicarse nombres, apellidos y titulos profesionales. Ejemplo:

Dra. Lelly Maria Useche Castro!”, MSc. Olga Lilian Mendoza Talledo® , MSc. Rosalba Karen
Bravo Saltos®, MSc. Miguel Angel Lapo Palacios*
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trabajo y aquellas a las cuales donde pertenecen los autores. Indique con simbolos a que autor
corresponde cada direccién. Indique, ademas, el autor de correspondencia, su direccién

electronica mediante un asterisco (*).

Ejemplo: Departamento de Matematicas y Estadistica. Instituto de Ciencias Basicas.
Universidad Técnica de Manabi. Ecuador.
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autor no domine) de manera fluida. La traduccion mediante el uso de programas de traduccion
no debe ser utilizada en ningin caso. El resumen contendra los objetivos, metodologia,
principales resultados y conclusiones. No incluir referencias y debe escribirse en letra Times
New Roman 10 a un solo parrafo.

5. Palabras clave. Deben colocarse al finalizar el resumen, abstract o resumo. Incluir un maximo

de 5 palabras clave, necesarias para la mejor ubicacion en los indices internacionales.

6. Introduccion. En esta seccion, redactada en presente, el autor expresa el proposito del
articulo, alcances, el contexto del problema a resolver, para lo cual presenta en forma breve las
mMAas recientes e importantes investigaciones relacionadas con el tema, que en promedio tengan

10 afios de antigiiedad, salvo los clasicos de consulta obligada. Son fundamentales la hipétesis
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0 pregunta de la investigacion y el problema planteado. Finalice con el objetivo de la

investigacion.

7. Metodologia (Materiales y métodos). esta seccion tiene como propésito entregar informacion
para que el estudio sea replicado. Se redacta en pasado. Debe sefialar como estudio el problema,
por tanto, expresar claramente todos los protocolos, métodos y caracteristicas relevantes de los
materiales empleados para llegar a los resultados. No debe describirse un método si ya esta
descrito en la bibliografia; basta con presentar la cita bibliografica. Si utiliza un método
modificado, debe sefalarse claramente la modificacion. Es fundamental presentar los
materiales evaluados (especificaciones técnicas, cantidades, procedencia o meétodo de
preparacion, nombres genéricos o quimicos evitando los comerciales), y el analisis estadistico

(debe realizarse mediante software especializado).

8. Resultados. se debe explicar con claridad y precision los hallazgos, complementados con
tablas y figuras las que se enumeran correlativamente a medida que se mencionan en el texto.
Evite repetir la informacion de las tablas y figuras, sélo destaque lo mas relevante. Las tablas y
figuras deben ser autoexplicativos de tal manera que el lector no tenga que ir al texto para
entender la informacion que se entrega; los nombres cientificos, abreviaturas, unidades, entre

otros, deben ser incluidos. Se redacta en pasado.

9. Discusion. es la seccién para interpretar los hallazgos, exponer su importancia,
implicaciones, relaciones con otros estudios, alcances tedricos y aportes al avance de la ciencia.
La discusion debe sustentarse en el andlisis estadistico y aportes de otros autores con estudios
similares, mas no en apreciaciones subjetivas. Si el autor desea puede unir resultados y

discusion.
10. Conclusién. es una sintesis de los hallazgos y deben corresponderse con los objetivos
planteados.

11. Agradecimiento. es opcional y no debe extenderse mas alla de las 100 palabras.

12. Tablas. Se deben incluir y citarse en el texto. Deben presentarse con lineas en la parte
superior e inferior de los encabezados de la misma, asi como al final de la tabla. Se identificaran
con numeros ardbigos (Ejemplo: Tabla 1) y llevaran un encabezamiento descriptivo. Las

abreviaturas se explicaran al pie de la tabla.
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13. Figuras. Se deben incluir y citarse en el texto. Las figuras se identificardn con nimeros
arabigos (Ejemplo: Figura 1). Evite el uso de fondos coloreados o grises. Utilice diferentes tipos
de lineas y simbolos en figuras con mdltiples lineas. Las leyendas sobre los ejes X y Y deben

ser de tamario legible.

14. Fotografias. Se deben incluir y citarse en el texto. Deberan ser reproducciones nitidas. Su
tamafio no excedera el de la hoja impresa. No deben montarse. Se indicara la magnificacién de

las microfotografias.

15. Referencias. Estas deben ser actualizadas. Los autores son responsables de la fidelidad de
las referencias. Se debe incluir una lista completa de todas las referencias, las cuales seran
ordenadas alfabéticamente por el apellido del primer autor de cada cita del documento y con
sangria francesa, siguiendo las normas de citacion y de estilo de la American Psychologycal

Association (APA), ultima version.

Cuando las evaluaciones de los arbitros estén completas, éstas seran remitidas a los autores para
su correccion y serén recibidas en un lapso no mayor a 45 dias (para evaluaciones con ligeras
modificaciones) o no mayores a 60 dias (para modificaciones sustanciales). De no recibirse en

el lapso establecido, se asumira el retiro del manuscrito por parte del autor o autores.
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Solicitud de Publicacién de Articulo

A: Comité Editorial de la Revista Bases de la Ciencia.

Dia de Mes del Ao

Solicito la revision para su publicacion, de considerarlo conveniente, del articulo titulado:

Tema del articulo. Afirmamos que lo expresado en el articulo es creacidn propia de los autores
y las partes seleccionadas de otros documentos cientificos han sido correctamente citadas
respetando los derechos de cada autor.

Los autores ratifican mediante su firma que se comprometen a cumplir con el Cadigo de Etica
de los Autores publicado en la segunda pagina y que han utilizado el documento
Autoevaluaciéon del trabajo antes de ser enviado para su consideracion de publicacion en
la revista el cual adjuntan al envio de esta solicitud.

En espera de su respuesta, atentamente;

Nombres y Apellidos

Firma

Autor 1

Autor 2

Autor 3

Autor 4

Autor 5

Autor 6

Observacion: El orden de los autores expresa la forma de participacion en el articulo.
Describa en un parrafo no mayor de cinco (5) lineas la novedad del trabajo presentado
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Codigo de Etica de los Autores
1.

La responsabilidad principal del autor es presentar para su publicacion una descripcion
cientifica y rigurosa de su trabajo de investigacion experimental, tedrica o tecnoldgica, con
una discusién objetiva de sus resultados.

El articulo presentado debe contener suficientes referencias de fuentes publicas. Esto debe
permitir que los profesionales que consulten su trabajo puedan verificar las fuentes. El autor
debe citar y dar la adecuada atribucion a aquellas publicaciones que han influido y
determinado la naturaleza del articulo a publicar con el objetivo de guiar al lector hacia
trabajos anteriores que le ayuden a comprender el trabajo publicado.

Las informaciones obtenidas por el autor de forma privada, producto de la conversacion,
la correspondencia o la discusion con terceros, no serd usada o declarada en el trabajo sin
el permiso explicito de las personas a través de la cuales fue obtenida. La informacion
adquirida a partir de trabajos en fase de revision o aplicaciones de colaboracién, seran
tratadas de la misma forma.

El articulo presentado no contendrd material plagiado o falseard los datos de la
investigacion. Ademas, los autores deben confirmar que el articulo no ha sido publicado
en ningln tipo de medio con anterioridad ni tampoco pueden haberlo presentado a otra
revista simultaneamente.

El autor no debe fragmentar su trabajo de investigacién para su publicacion. Los autores
que han realizado su trabajo sobre un sistema o grupo de sistemas relacionados organizaran
la publicacién del mismo con el propésito de que cada articulo dé una descripcion completa
de un aspecto especial del estudio general. No es ético que un autor presente, para su
publicacion mas de un trabajo que describa la misma investigacion o proyecto a mas de
una revista.

Es ética la critica sobre los contenidos y criterios de un trabajo publicado; sin embargo, no
es aceptable la critica personal.

Para proteger la integridad de la autoria del trabajo, solamente los profesionales que han
colaborado en la investigacion o el proyecto y confeccidn del articulo serdn enumerados
como coautores. El autor principal da fe del hecho de haber incluido a todos los coautores
del trabajo al entregar la solicitud de publicacion.
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8. El autor no debe presentar cambios en el contenido de su trabajo después de que ha sido
aceptado y se le ha devuelto para que realice las correcciones propuestas. Si existiera una
razon de peso para realizar cambios el autor debe informarlos al Comité Editorial y este
tiene la autoridad para aprobar o no los cambios propuestos.

9. El autor no debe conocer el nombre de los arbitros o indagar sobre los mismos.

10. Los autores cuya investigacion involucre seres humanos o animales son responsables de
la aprobacion por el Comité de Bioética de la Investigacién de la institucion en que se

hizo el estudio e identificarlo en el texto de la forma siguiente:

Responsabilidades éticas

Proteccién de personas y animales. Los autores declaran que para esta investigacién no

se han realizado experimentos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que en este articulo no aparecen

datos de pacientes.

Conflicto de Intereses: Ninguno.

Envie este documento en formato .pdf
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Dia de Mes del Ao
A: Comité Editorial

Cesién de Derechos de Autor

Hacemos constar mediante el presente documento, que el(los) autor(es) cede(n) a la revista
Bases de la Ciencia los derechos de autor del articulo titulado:

Titulo del articulo

El(los) autor(es) autoriza(n) la publicacion y difusion del articulo mencionado, segln lo
disponga la Revista Bases de la Ciencia.

El(los) autor(es) firmantes garantiza(n) que el documento es original, no ha sido publicado total,
ni parcialmente, en otra revista 0 medio de difusion fisico o electrénico, ni ha sido presentado
para publicar en otra revista.

De igual forma, los autores firmantes reconocemos que la revista asume como suyos los
principios del acceso abierto establecidos en las declaraciones de Berlin, Bethesda y Budapest,
razon por la cual aceptamos que el trabajo que se presenta sea distribuido en acceso abierto,
protegiendo los derechos de autor bajo una licencia “creative commons”.

Declaramos nuestro acuerdo con todo lo expresado en el presente documento.

Nombres y Apellidos Firma

Autor 1
Autor 2
Autor 3
Autor 4
Autor 5
Autor 6

Observacion: El orden de los autores expresa la forma de participacion en el articulo.
Envie este documento en formato .pdf
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EDITOR GENERAL
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