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RESUMEN

Los 4cidos alquilcarboxilicos pueden dar origen a la formacion de una especie i6nica con caracteristicas
anfifilicas que disminuye la tensién superficial de un sistema agua/aire. El tipo de contraidn de estas especies
juega un papel fundamental en las propiedades superficiales del compuesto. Se preparé una novedosa clase
de surfactantes de par i6nico (SPI) por neutralizacién de cantidades equimolares del acido carboxilico con
una base de tipo ciclohexilamina (cHACn) bajo condiciones suaves de reaccion. Se estudié el comportamiento
de agregacién por tensién superficial. Los compuestos obtenidos disminuyeron la tension superficial
presentando baja concentracion micelar critica (CMC) y por tanto una mayor actividad superficial. La CMC de
todos los compuestos estudiados disminuy6 con la longitud de la cadena alquilica anidnica (n).

Palabras clave: acidos alquilcarboxilicos, surfactantes de par idnico, comportamiento de agregacion, tension
superficial.

AGGREGATION BEHAVIOR OF NOVEL ION PAIR
SURFACTANTS

ABSTRACT

The alkylcarboxylic acids can give origin to the formation of ionic species with amphiphilic characteristics that
decreases the surface tension of a water/air system. The type of counterion of these species plays a
fundamental paper in the surface properties of the compound. Novel class ion pair surfactants (IPS) were
prepared by neutralization of equimolar amounts of carboxylic acid with a base of type cyclohexylamine
(cHACNn) though mild reaction conditions. The aggregation behavior through surface tension was studied. The
compounds obtained reduced the surface tension presenting low critical micelar concentration (CMC) and
therefore a greater surface activity. The CMC of all compounds studied decreased with the length of the anionic
alkyl chain (n).

Key words: Alkylcarboxylic acids, ion pair surfactant, aggregation behavior, surface tension.
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COMPORTAMENTO DE AGREGACAO DE NOVOS
SURFACTANTES DE PAR IONICO

RESUMO

Os &cidos alquilcarboxilicos podem originar a formacao de espécies ibnicas com anfifilicos caracteristicos que
diminuem a tenséo superficial de um sistema agua / ar. O tipo de contra-ion dessas espécies desempenha
um papel fundamental nas propriedades da superficie do composto. Novos surfactantes de par de ions de
classe (IPS) foram preparados por neutralizagdo de quantidades equimolares de acido carboxilico com uma
base de ciclohexilamina tipo (cHACnh) por condi¢des de reacdo suaves. O comportamento de agregacao foi
estudado pela tensdo superficial. Os compostos obtidos reduzem a tenséo superficial apresentando baixa
concentragcao micelar critica (CMC) e, portanto, maior atividade superficial. O CMC de todos 0os compostos
estudados diminuiu com o comprimento da cadeia alquilica aniénica (n).

Palavras-chave: Acidos alquilcarboxilicos, surfactante de pares ibnicos, comportamento de agregacéo, tensio
superficial.

1. INTRODUCCION

Los &cidos carboxilicos son de gran interés debido a su comportamiento semejante a un
surfactante ademas de encontrarse en productos naturales. Estos al asociarse con una base
organica forman un surfactante de par iénico (SPI) o contraién organico, cuyas moléculas
presentan estructuras muy particulares (Vlasta & Tea, 2017; Freitas et al., 2013; Jinglin,
Depeng & Shengyu, 2012). Los SPI son compuestos anfifilicos formados en su mayoria por
un surfactante aniénico de tipo carboxilato que puede provenir de fuentes naturales, unido a
una parte organica, que conjuntamente alteran la tension interfacial de un sistema
agua/hidrocarburo. Este tipo de contraion, una vez que ha modificado la tensién entre dos
liguidos inmiscibles, promueve la solubilizacion de los mismos, formando asi, estructuras
micelares de diferentes geometrias. La aplicacion de estos compuestos depende de su
propiedad tensoactiva, la cual se estudia a través de medidas de tension superficial
determinando la concentracién micelar critica (CMC) (Moradi, Sohrabi & Najafi, 2013; S.
Samy, Ismail & Abdallahh, 2016; Asadov et al., 2015; Xiu et al., 2017; Hanno et al., 2015;
Santana, Fasolin & Cunha, 2012; Ningning, Robert & Rennie, 2012). Este parametro es un
factor importante en la caracterizacion de la auto-asociacion de compuestos anfifilicos y su
posible uso en la industria (Khan et al., 2012; Wang et al., 2012; Domanska et al., 2013;
Danov, Kralchevsky & Ananthapadmanabhan, 2013; Caili et al., 2014; Mrinmoy et al., 2014,
Douliez & Galillard, 2014). El propdsito de este estudio es evaluar el comportamiento de
agregacion en solucibn acuosa de nuevos surfactantes de tipo alquilcarboxilato de
ciclohexilamonio a través de medidas de tension superficial. Los surfactantes de par idnico

obtenidos pueden ser de utilidad en la formulacién de emulsiones
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2. METODOLOGIA
2.1. Reactivos y Materiales

Acido octanoico (C8), 4cido decanoico (C10), &cido dodecanoico (C12), todos Merck, 99%;
ciclohexilamina (Merck, 99%) y como solvente de reaccion hexano (Fisher Scientific, 95%).
Todos los reactivos se emplearon si purificacion previa. El agua se purificé empleando un

sistema de filtracion de agua Mili-Q 18.3 MX.
2.2.  Preparacion de los surfactantes alquilcarboxilatos de ciclohexilamonio

La preparacion de los alquilcarboxilatos de ciclohexilamonio se llevo a cabo mediante una
reaccion acido-base en proporcion equimolar. En un balén de 100 mL se agreg6 el acido
correspondiente y 15 mL de hexano, una vez disuelto el &cido se adiciono la ciclohexilamina
y se mezclaron con agitacion magnética constante durante 4 horas a temperatura ambiente
(25 °C). Posteriormente se indujo a la precipitacion a 4 °C, se filtr6 al vacio y se lavé con
porciones de hexano frio hasta la formacion de los cristales blancos, seguidamente se coloco
en el desecador durante 12 h. Para la caracterizacion por espectrometria FTIR (Shimadzu,
8400S) se pesaron 2 mg de los alquilcarboxilatos de ciclohexilamonio y se mezclaron con
148 mg de bromuro de potasio (Merck, 99%) para la preparacion de las pastillas, luego se
homogenizé en un mortero de agata y se prensé durante 5 min a una presion de 10 toneladas.

Se realizé un barrido espectral de 400 a 4000 cm™ a un nimero de barridos igual a 25.
2.3. Medidas de tension superficial

Para las medidas de tensién superficial, se prepararon soluciones acuosas a diferentes
concentraciones de los alquilcarboxilatos de ciclohexilamonio: 1-130 mM (cHACS8), 2,5-150
mM (cHAC10) y 0,1-20mM (cHAC12). Las soluciones se dejaron estabilizar por 24 horas y
se midi6 la tensién superficial para cada uno empleando el método del anillo de Du Nouly
(tensiometro de Du Noully, Marca Central Scientific). Una vez sumergido el anillo en el liquido
se dejaron transcurrir 10 minutos (25 °C) que permitieron tanto el equilibrio del anillo como la
estabilidad de la solucion. Todas las mediciones se realizaron por quintuplicado y en cada
caso se reporto el valor promedio. A partir de las curvas de tensién superficial se determinaron
los siguientes pardmetros fisicoquimicos involucrados en la etapa de adsorcién y asociacion
(Chéavez et al., 2009; Anouti et al., 2009; Bordes, Tropsch & Holmbergm, 2009; Bravo et al.,
2015; Fameau & Zembb, 2014):

Concentracion micelar critica (CMC):

LnCcMC = 24 (1)

az-aq

Instituto de Ciencias Basicas. Universidad Técnica de Manabi. Portoviejo-Ecuador 3



Dra. Bélgica Bravo y col.

Donde, y1 y y2 representan el intercepto con el eje de la ordenada (en mN/m) y a1 y a2

corresponden a las pendientes (Ay/Aln C)

Concentracion de exceso superficial maximo, I' (mol cm™): Cantidad adsorbida de

surfactante por unidad de superficie

M=~ (G @

Donde R es la constante de los gases (8.31 J mol! K1), T es la temperatura absoluta, y es la

_or_

tension superficial, C la concentracion del surfactante, ( InC

)T la pendiente por debajo de la
CMC en la curva de tension superficial.

Area minima, Amin (cm2 molécula): grado de interaccion entre moléculas de surfactante y

la forma en la cual estan adsorbidos en la interface agua/aire

1
Amin = I'N (3)
Donde N es el nimero de Avogadro (6,02x1023 moléculas mol?).
Energialibre de adsorciéon (AG®ads):

AG,gqs = RT Ln CMC — N(T[CMC)(Amin) 4)

El producto N(1remc)(Amin), en J mol?, expresa el trabajo que implica la transferencia de la
molécula de surfactante desde una monocapa hacia la micela.

Energia libre de micelizacion (AG°mic):

AGyi. = RT Ln CMC (5)

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencion de surfactantes de par i6nico alquilcarboxilatos de

ciclohexilamonio

En el esquema 1 se observa la reaccién quimica del proceso de sintesis de obtencién del
alquilcarboxilato de ciclohexilamonio, en la cual se produce un intercambio de protén entre el

acido y la amina, mediante un equilibrio &cido-base.

Cabe destacar, que tanto el &cido graso como la amina estudiada son solubles en solventes

apolares como el n-hexano utilizado, el cual posee un momento dipolar cero (u=0,00D) y baja
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constante dieléctrica (¢ = 1,88) lo cual conduce rapidamente a la precipitaciéon del compuesto
de par idnico, en efecto, la precipitacién de esta nueva familia de tensoactivo, es el resultado
de un compromiso, entre la solubilidad del solvente apolar empleado en el medio de reaccidn,
las cadenas alquilicas de las moléculas involucradas en dicha reaccién y la baja solvatacion
de sus grupos polares.

o}
n i
/\OH + HZNO 25°C
CH3(CHy) CH,(CH O +H3N
s 95-100 % o(CHo) ’ < >
Acido carboxilico Ciclohexilamina Alquilcarboxilato de

ciclohexilamonio

Esquema 1. Preparacion de surfactantes alquilcarboxilatos de ciclohexilamonio

La caracterizacion por espectrometria FTIR dio evidencia de la formacion de los surfactantes
de par ionico. En la figura 1 se aprecia la aparicion de la banda intensa de alargamiento
simétrica y asimétrica del grupo amonio a 2617-2200 cm, y una banda de deformacién a
1523-1440 cm™, lo que confirma la formacién de la amina protonada. Igualmente, se observa
la aparicion de nuevas bandas de alargamiento asimétricas y simétricas a 1633 y 1399 cm™

del grupo carboxilato, asi como la apariciéon de una banda de deformacién a 722 cm™.

B L B e e B L B e L e e B aa
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 i%)m

Figura 1. Espectro FTIR del dodecanoato de ciclohexilamonio.

3.2. Medidas de tension superficial
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Los procesos de adsorcidén y micelizacion de las moléculas de surfactantes se consideran
como una transicion de fase. Cuando la concentracion de surfactante aumenta en la fase
acuosa, se produce rapidamente la saturacion del area interfacial y, como consecuencia, el
numero de moléculas disueltas tiende a aumentar. La figura 2 muestra la curva de tension
superficial en funcién del logaritmo de la concentracion del dodecanoato de ciclohexilamonio.
En la gréfica se observa que la tensién superficial disminuye progresivamente con el
incremento de la concentracidn molar de la especie anfifilica. El punto de corte en la curva
corresponde al valor de la CMC. Vale la pena sefialar que la ausencia de un minimo alrededor
del punto de intercepcién confirma la alta pureza de estos SPI.

35

30
25

20

15

y (dinas.cm-1)

10

Ln (C/mM)

Figura 2. Tension superficial en funcidn de la concentracion para el surfactante dodecanoato de
ciclohexilamonio.

Los valores de la CMC disminuyen con la longitud de la cadena alquilica del carboxilato (tabla
1) debido al incremento de la hidrofobicidad, originando mayores migraciones y adsorciones
de estas moléculas a la superficie agua/aire, y por tanto mayor reduccion en la tencién
superficial. Los alquilcarboxilatos de par i6nico estudiados presentan menor CMC que los
alquilcarboxilatos de sodio y los alquilcarboxilatos de etanolamonio (Bravo et al., 2015). Esta
diferencia es debida a la débil hidratacion del contraion organico, lo cual hace mas efectivo
la disminucion de las repulsiones electrostéticas entre los grupos y en consecuencia facilita
la agregacion miclear (Wang et al., 2012; Bordes et al., 2009; Fameau & Zembb, 2014). El
contraion organico induce por tanto que predomine el efecto hidréfobo, lo que ocasiona que

las moléculas de surfactante migren rapidamente a la superficie para satisfacer su afinidad
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polar-apolar, permitiendo la formacién de una fuerte asociacion del par i6nico (Wang & Wang,
2014).

Tabla 1. Parametros obtenidos de las medidas de tension superficial para los alquilcarboxilatos de
ciclohexilamonio.

SPI aCMC Bycme £ 0.1% °Fmaxt 0.1% dAmin °AG’ ads fAG" mic
0.01
(mmol LY (dinas cm') (umol m?)¢ (Kj molt) (Kj mol™)
(nm?)
CHACs 31,1 37,33 0,438 0,380 -21,56 -8,50
CHAC1o 18,3 29,46 0,369 0,450 -28,80 -10,67
CHAC12 4.4 22,12 0,228 0,730 -49,09 -13,07

3E| error estimado para el valor de CMC obtenido es menor al 5%; Ptension superficial al valor de
CMC; “Exceso superficial maximo; YArea minima; ®Energia libre de adsorcion; 'Energia libre de micelizacion.

En la tabla 1, se puede observar como el contraién y la cadena hidrocarbonada influye en
los parametros fisicoquimicos. Evidentemente, siendo el Amin (Figura 3) inversamente
proporcional al Mmax, €s de esperar una disminucion de este ultimo parametro a medida que

aumenta el Amin.

0,7 -

0,4 -

Amin (an)

0,3 -

m CHACnh

o T T T T T 1
7 8 9 10 11 12 13

Ne

Figura 3. Variacion del Amin con el nimero de atomos de carbono de la cadena alquilica nc, para la familia
alquilcarboxilatos de ciclohexilamonio.
Esto probablemente se deba a que mientras mas larga es la cadena alquilica como se indico
anteriormente menor es su solubilizacién, lo que significa que el alquilcarboxilato de
ciclohexilamonio tiene preferencia por la interfase y no por el seno de la disolucion,
provocando una menor cantidad de moléculas adsorbidas en la interfase y por tanto mayor

espacio ocupado por dichas moléculas.
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A partir de la CMC, el surfactante produce estructuras organizadas llamadas micelas, en las
cuales el surfactante alcanza una posicion favorable. De acuerdo con la ley de Gibbs,
aplicado a los sistemas de equilibrio, la adsorcion de un tensoactivo en la interfase aire/agua

conduce a una reduccion de la tension superficial de la solucion (Figura 4).

45 -
6,5 -
S . |
o 85
£
X
k- -10,5 -
2
-12,5 1 A cHACn
-14,5 ] T T T T T 1
7 8 9 10 11 12 13
Ne

Figura 4. Variacion del AG°mic con el nimero de atomos de carbono de la cadena alquilica n¢, para la familia
alquilcarboxilatos de ciclohexilamonio.

Los resultados demuestran que la micelizacion en solucién acuosa de los SPI estudiados es
un proceso espontaneo, es decir, que el cambio en la energia libre de este proceso es
negativo. En la tabla 1 se listan los valores de AGmic para todos los SPI estudiados. La
espontaneidad del proceso se atribuye a la repulsiéon entre las diferentes partes hidréfobas y
el solvente polar. Los resultados indican que los valores de la energia libre de Gibbs se deben
primeramente a una contribucion entrdpica, un efecto comuan en los procesos de agregacion
impulsados por la hidrofobia. Sin embargo, la variacion en el porcentaje de la energia libre de

Gibbs es debido a que el término entalpico incrementa con la longitud de la cadena.

4. CONCLUSIONES

Se prepararon y estudiaron compuestos de tipo alquilcarboxilatos de ciclohexilamonio, con
una cadena hidrocarbonada con un numero de carbonos n = 8 -12, como potenciales nuevos
surfactantes en solucion acuosa. La nueva familia de SPI estudiada mostré una alta

capacidad de agregarse en solucién acuosa, demostrando su potencial aplicabilidad como
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surfactantes. La disminucién en la Concentracién Micelar Critica (CMC) con el incremento de
la longitud de la cadena alquilica aniénica (n) es atribuible a la naturaleza del contraion

organico del SPI.
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RESUMEN

Hidrogeles de poliacrilamida (PAAm) y de poli(acrilamida-co-acido itacénico) (P(AAm-co-Al)) sintetizados en
agua y en una solucion acuosa de buffer de fosfato al 0,2 M, fueron usados como soporte en los medios de
cultivo de tejido vegetal sistema autotréfico hidropénico (SAH) y cultivo in-vitro con solucion nutritiva
Murashige-Skoog (MS) para la produccién de plantulas de papa (Solanum Tuberosum, L). En los bioensayos
realizados fue evaluado el comportamiento de los hidrogeles mediante el analisis de las caracteristicas
morfoldgicas de las plantulas: longitud de la parte aérea, longitud de la raiz, nimero de entrenudos y biomasa.
Estos parametros fueron analizados aplicando el analisis de varianza ANOVA de dos factores con mdltiples
muestras, en donde los factores evaluados fueron el tipo de hidrogel y el solvente usado para su sintesis. Los
resultados obtenidos muestran que segun el medio de cultivo estas variables se ven favorecidas por el uso
de un determinado tipo de hidrogel, es decir, en el SAH los hidrogeles de PAAm son los que presentaron
mejores resultados desde el punto de vista morfologico y estadistico. Para el cultivo in-vitro con solucién
nutritiva MS, las propiedades morfolégicas de las plantulas, se vieron beneficiadas por el hidrogel de P(AAmM-
co-Al) sintetizado en la solucién acuosa de buffer de fosfato.

Palabras clave: Hidrogeles, medios de cultivo, Poliacrilamida, Poli (acrilamida-co-acido itacénico).

HYDROGELS DERIVED FROM ACRYLAMIDE AND ITACONIC
ACID AS A SUPPORT IN CULTURE MEDIA IN POTATO
SEEDLINGS

ABSTRACT

Hydrogels from poly (acrylamide) (PAAm) and of poly (acrylamide-co-itaconic acid) (P (AAm-co-Al))
synthesized in water and in an aqueous solution of phosphate buffer 0.2 M, were used as a support in the
vegetable tissue culture media hydroponic autotrophic system (HAS) and in-vitro culture with Murashige-Skoog
(MS) nutrient solution for the production of potato seedlings (Solanum Tuberosum, L). In the bioassays carried
out, the behavior of the hydrogels was evaluated by analyzing the morphological characteristics of the
seedlings: length of the aerial part, length of the root, number of internodes and biomass. These parameters
were analyzed by applying the ANOVA variance analysis of two factors with multiple samples, in which the
factors evaluated were the type of hydrogel and the solvent used for its synthesis. The results obtained show
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that, according to the culture medium, these variables are favored by the use of a certain type of hydrogel,
which, in the SAH the PAAmM hydrogels are the ones that presented the best results from the morphological
and statistical point of view. For the in-vitro culture with MS nutrient solution, the morphological properties of
the seedlings were advantageous due to the P(AAm-co-Al) hydrogel synthesized in the aqueous solution of
phosphate buffer.

Key words: Hydrogels, medium culture, Polyacrylamide, Poly(acrylamide-co-itaconic acid).

HIDROGELES DERIVADOS DE ACRILAMIDA E ACIDO
ITACONICO COMO SUPORTE EM MEIO A CULTURA DA
PLANTA DE BATATA

RESUMO

Hidrogeis de poliacrilamida (PAAmM) e poli (acrilamida-co-acido itacénico) (P (AAm-co-Al)) sintetizados em
agua e em uma solucéo aquosa de tampéo fosfato 0,2 M, foram usadas como suporte nos médios de cultivo
de tecido vegetal do sistema hidropdnico (HAS) com solugdo nutritiva de Murashige-Skoog (MS), para a
producéo de plantulas de batateira (Solanum tuberosum L). Nos bioensaios realizados, o comportamento dos
hidrogéis forami avaliados pela andlise das caracteristicas morfolégicas das plantas: comprimento da parte
aérea, comprimento da raiz, nimero de entrends e biomassa. Esses parametros foram analisados aplicando-
se a analise de variancia ANOVA de dois fatores com multiples amostras, em que os fatores avaliados foram
o tipo de hidrogel e o solvente utilizado para sua sintese. Os resultados mostram que a partir do meio de
cultura dessas variaveis sdo favorecidos pela utilizacdo de um tipo especifico de hidrogel, isto €, na HAS
hidrogéis PAAmM sao apresentados os melhores resultados obtidos morfologicamente e estatisticamente. Para
a cultura in vitro com solugdo nutritiva MS, as propriedades morfoldgicas das plantulas foram beneficiadas
pelo hidrogel P (AAm-co-Al) sintetizado na solucéo aquosa de tampéo fosfato.

Palavras-chave: Hidrogéis, meios de cultura, Poliacrilamida, Poli (acrilamida-co-acido itaconico).

1. INTRODUCCION

Los hidrogeles son polimeros hidrofilos tridimensionalmente reticulados cuya principal
propiedad es que son capaces de hincharse en agua y retener enormes voliumenes de dicho
solvente en estado hinchado (polimeros superabsorbentes (PSA)). Esta propiedad ha
conducido a muchas aplicaciones practicas de estos nuevos materiales, en particular, en la
agricultura (Akhter et al., 2004; Azzam, 1985; Callaghan & Lindley, 1988; El-Hady & Wanas,
2006; Johnson, 1984; Koupai et al., 2008; Mohana & Padmanabha, 2001; Specht & Harvey-
Jones, 2000; Wang & Boogher, 1987). En este sentido, los PSA tienen un rol muy importante
en el acondicionamiento de suelos (Akhter et al., 2004; Azzam, 1985; El-Hady & Wanas,
2006), liberacion controlada de agroquimicos (El-Hady & Wanas, 2006; Hussain et al.,2012;
Mikkelsen, 1994; Saradyn et al., 1998; Zare et al., 2013) y retencion de humedad en los
suelos, lo que maximiza la eficiencia de absorcién de agua por las plantas (Akhter et al., 2004;
Callaghan & Lindley, 1988; Johnson, 1984; Koupai et al., 2008, Lopez-Elias et al., 2016).
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Ademas, mejoran la aireacion y la filtracion a través del suelo y reducen el estrés hidrico de
las plantas (Eikhof et al., 1994). Se ha encontrado que los hidrogeles mejoran la tasa de
supervivencia de las plantulas en condiciones aridas (Akhter et al., 2004; Callaghan & Lindley,
1988; Dorraji et al., 2010; Robiul et al.,, 2011; Specht & Harvey-Jones, 2000). Este
considerable aumento en el grado de aprovechamiento del agua por las plantas, trae como
resultado una rdpida y més frecuente germinacion, una mejora en la actividad biol6gica y en
la eficiencia de nutriciobn mineral con el consecuente aumento en la produccion de biomasa
(Akhter et al., 2004; Azzam, 1985; Dorraji et al., 2010; El-Hady & Wanas, 2006; Robiul et al.,
2011; Zare et al., 2013).

Por tanto, estos materiales poliméricos se han aplicado para la solucién de problemas como
la erosién del suelo, las consecuencias de las sequias, suministro de alimentos, el
establecimiento de cultivos forestales y agricolas en ambientes aridos (facilitando la
implantacion de asentamientos humanos en las mismas) y en preparacion de sustratos
artificiales para las plantas (Callaghan & Lindley, 1988; Koupai et al., 2008; Molesmi et al.,
2012; Narjary et al., 2013; Ulla et al., 2015). Por esto, las investigaciones de sintesis y usos
de hidrogeles se deben enfocar en solucionar problemas en este campo; ya que si se aplican
estos materiales como soporte de medios de cultivo se podra aprovechar al maximo su
capacidad para retener agua, con lo que se estaria disminuyendo la cantidad de agua que
diariamente es utilizada para el riego de los cultivos. También estos materiales se pueden
utilizar de forma sinérgica con fertilizantes y agroquimicos, para favorecer el suelo y a las

plantas durante el proceso de crecimiento aportandole los nutrientes que necesita.

Algunos de estos materiales fueron usados como soporte para medios de cultivo in vitro en
la germinacion de semillas de pepino (Cucumis sativus L. var Madina) (Romero, 2010) y de
calabaza (Cucurbita maxima Duch. ex Lam.) (Kurtar et al., 2010), pudiéndose observar que
los mismos no presentaban fitotoxicidad y que en algunos casos el proceso de crecimiento y
desarrollo de las plantulas se veia favorecido. Estos resultados sugieren que los hidrogeles
se pueden utilizar directamente como soporte en medios de cultivo para generar y desarrollar
plantulas en condiciones experimentales con la finalidad inmediata de sustituir el agar-agar,
el cual es el material usado desde hace mucho tiempo como soporte para el desarrollo de
diferentes variedades de plantulas de papa (Solanum Tuberosum, L) (Dodds & Roberts,
1985; Lépez et al., 2013; Mejia et al., 2013; Rigato et al., 2001; Roca & Mroginski, 1993;
Salas, 1995). A diferencia de los hidrogeles, el agar-agar es un material relativamente costoso
y no reusable, ya que una vez terminado su uso suele descartarse. Por lo tanto, al desarrollar

la metodologia adecuada y de esta forma poder optimizar las caracteristicas fisicoquimicas
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de los hidrogeles para que estos sirvan como soporte en el desarrollo de plantulas de papa
(Solanum tuberosum, L), se conseguira sustituir el agar-agar como soporte y con ello la
disminucion del costo economico que este material induce en el desarrollo de dichas
plantulas. Por esta razén, en este trabajo se estudio el efecto de los hidrogeles de PAAmM y
de P(AAm-co-Al) al ser usados como soporte en los ambientes de cultivo: SAH y cultivo in
vitro con soluciéon MS para la produccion de plantulas de papa (Solanum tuberosum, L),

variedad andinita.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Reactivos

Agar-Bacteriological (Alfa Biosciences), acrilamida (AAm, Sigma Aldrich 98 %), acido
itaconico (Al, Sigma Aldrich 99 %); persulfato de amonio (PSA, Riedel-de-Haen 98 %), N, N"-
bismetilenacrilamida (BMA, Riedel-de-Haén 98 %). Los hidrogeles fueron sintetizados, en
agua y en solucién buffer de fosfato, segun el método previamente reportado (Contreras et
al., 2017; El Halah et al., 2015).

2.2. Ensayos para el desarrollo de tejido vegetal, plantulas de papa (Solanum
tuberosum, L)

2.2.1. Cultivo de tejido vegetal Sistema Autotrofico Hidroponico (SAH):

-Soportes: Los soportes usados en el cultivo de plantulas de papa (Solanum tuberosum, L)

en el Sistema Autotréfico Hidropdnico (SAH) fueron:

a) Turba canadiense (Sunshine professional growing mix): Fue esterilizada durante 1
hora y media usando un autoclave a 121 ° C y 1,34 atm de presion, y luego en
contenedores de polipropileno (14,4 cm x 13cm x 8 cm) con orificios en las tapas, para
permitir el intercambio de gases, se depositaron 150 g del sustrato canadiense.
Posteriormente, fueron afiadidos 50 mL de la solucion nutritiva del SAH (L6pez et al.,
2013). La solucion nutritiva se preparo de acuerdo con lo reportado por Rigato et al
(2001).

b) Hidrogeles: Los hidrogeles de PAAmM y P(AAm-co-Al) en su estado deshidratado
(xerogel), previamente fueron triturados y posteriormente fueron hidratados con
solucion nutritiva del SAH. Se depositaron 150 gramos de los diferentes tipos de
hidrogel en los contenedores previamente rotulados.
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-Corte de esquejes y siembra: Para el ensayo en el SAH de cada planta madre se cortaron
los esquejes (cada uno con una yema apical o axilar) de los apices, medios (entrenudos) y
basales, los cuales fueron sembrados inmediatamente en los contenedores con la turba

canadiense y los hidrogeles (Lépez et al., 2013).

-Siembra: En los contenedores con los respectivos soportes (turba canadiense e hidrogeles)
se realizd6 un pequefio hoyo con una pinza, para plantar el esqueje y se aplicé una leve
presién para su fijacion (Mejia et al., 2013). El esqueje se colocé en forma vertical procurando
gue este quedara igual en ambos soportes. En cada contenedor se sembraron 40 esquejes,
realizandose este ensayo por duplicado (n=2). Posteriormente cada contenedor fue colocado
en una cadmara de crecimiento, mantenida a un 60 % de humedad relativa y a una

temperatura de 22+1°C, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

-Riego: Se aplicaron dos riegos por semana con agua destilada (lunes y viernes) a los
contenedores con la turba canadiense conteniendo la solucion nutritiva del SAH, mientras
gue a los contenedores con los hidrogeles se le realizaron riegos cada 5 dias con agua
destilada. Esta diferencia en los tiempos de riego es debido a que en este lapso de tiempo el
hidrogel se mantiene hidratado, con lo cual se evit6 el estrés hidrico tipo 2 en las plantulas.
igual a 25.

2.2.2. Cultivo in-vitro con solucion nutritiva Murashige-Skoog (MS)

La solucion nutritiva Murashige-Skoog se preparo utilizando las soluciones madres descritas
en la bibliografia (Dodds & Roberts, 1985; Roca & Mroginski, 1993).

-Soportes: Los soportes usados para el cultivo in-vitro con solucién nutritiva Murashige-
Skoog de tejidos meristematico de apices y medios de papa (Solanum tuberosum, L) fueron
agar-agar (grado bacteriolégico), el cual se disolvio en caliente a la temperatura de 60°C
dentro de la solucion nutritiva MS. Posteriormente se agregaron 33 mL en frascos de vidrio
(Dodds & Roberts, 1985). Los hidrogeles en su estado deshidratado (xerogel) fueron
triturados e hidratados con la solucion nutritiva Murashige-Skoog, y posteriormente en frascos
de vidrio se introdujeron 33 gramos de cada tipo de hidrogel. Estos fueron esterilizados en un

autoclave por 15 minutos a una temperatura de 121°C a 15 psi.

-Corte de esquejes y siembra: Para la micro-propagaciéon de meristemos de papa (Solanum
tuberosum, L) por cultivo in vitro con solucion nutritiva MS se seccionaron asépticamente los
explantes bajo una camara de flujo laminar, los segmentos de los explantes estaban provistos

con una yema apical y una yema del medio. Luego, fueron transferidos a recipientes de vidrio
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(250 mL), con 33 mL de medio de cultivo (Salas, 1995). En cada recipiente se colocaron 8

explantes. Se realizaron un total de diez réplicas (n=10) por cada tratamiento.

Disefio experimental estadistico. Analisis de varianza de dos factores (ANOVA) (Miller
& Miller, 2002)

Taly como se representa en lafigura 1, durante el desarrollo experimental se evalué el efecto
gue tiene sobre las plantulas de papa el uso de diferentes tipos de hidrogeles que fueron
sintetizados con dos tipos de solventes.

Variable dependiente: Crecimiento de plantulas de papa

Factor 1) Hidrogel con dos niveles 1" nivel PAAm y 2% nivel P(AAm-co-Al).
Factor 2) solvente de sintesis con dos niveles 1¢ nivel agua y 2% nivel solucién acuosa de buffer de fosfato.

HAAm
Hidrogel <
/ HAAm-AI
2 Factores
\ o
Solvente |<
Buffer Fosfato 0.2 M

Figura 1. Esquema representativo del disefio experimental a aplicar.

Caracterizacion de las plantulas de papa (Solanum tuberosum, L) obtenidas en los
ambientes de cultivo (SAH e in-vitro) y de los hidrogeles de PAAmM y P(AAm-co-Al)
usados como soporte:

Caracterizacion morfologica de las plantulas de papa (Solanum tuberosum, L):

-Longitud de la parte aérea: Luego de cumplido el tiempo de crecimiento, se retiraron, una
a una, las plantulas del contenedor y usando un vernier se les determiné la longitud de su
tallo desde la yema hasta el cuello de la plantula. El valor promedio de la longitud del tallo,
fue obtenido a partir de los valores obtenidos de este parametro para cada una de las

plantulas que fueron sometidas al mismo tratamiento experimental (Lopez et al., 2013).

-Longitud de la raiz: Se tomé6 de cada contenedor la plantula de papa y se midié con un
vernier la longitud de las raices mas largas, las cuales fueron consideradas como las raices

principales. Se determiné el valor promedio de la longitud de la raiz (Lépez et al., 2013).
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- Biomasa: masa fresca y masa seca: Para la determinacion de la masa fresca de las
plantulas de papa, todas las plantulas de cada contenedor se pesaron en una balanza
analitica OHAUS GA-200. Posteriormente se colocaron las plantulas en papel de aluminio y
se llevaron a una estufa (OHAUS, GA360) a 50°C hasta alcanzar peso constante (masa seca)
(Lopez et al., 2013). Con todas las medidas se determinaron los valores promedio de ambos

tipos de biomasa.

-NUumero de entrenudos: Para la determinacion del nimero de entrenudos de las plantulas,
se contd el numero de entrenudos por planta, el cual indica la cantidad de hojas nuevas que
se formaran por plantula en funcién del tiempo de estudio. Con estos datos se determing el

valor promedio del nimero de entrenudos en funcion del tratamiento (Lopez et al., 2013).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Ambos ensayos (Sistema Autotréfico Hidroponico (SAH) y cultivo in vitro con solucion nutritiva

Murashige-Skoog (MS)), fueron realizados durante treinta dias (1 mes).
Cultivo de plantulas de papa (Solanum Tuberosum, L), usando el SAH:

En los resultados mostrados en la tabla 1, se puede observar que el solvente usado como
medio de sintesis de los hidrogeles usados como soportes, pareciera no afectar al
crecimiento de las plantulas. Sin embargo, existen diferencias significativas en el desarrollo
normal de la plantula segun el tipo de hidrogel considerado, pudiéndose determinar que las
plantulas muestran un mayor crecimiento en los hidrogeles de PAAm que los de P(Am-co-
IA).

Tabla 1. Andlisis de varianza (ANOVA): aplicando como variable longitud parte aérea plantula de papa y tipo

de hidrogel usado como soporte de crecimiento.

Tratamiento F Probabilidad valor critico F Diagnostico
Solvente 7,35522 0,05342 7,70865 NS
Hidrogel 17,30406 0,01415 7,70865 PAAM>P(AAmM-co-

Al)
Interaccion 5,04349 0,08806 7,70865 NS

Probabilidad (p< 0,05). NS: no hay diferencia significativa. n=80.

En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos para el crecimiento de la parte aérea de
la plantula, donde es posible observar que el soporte control (turba canadiense) es mas
eficiente que los hidrogeles. Es muy posible, que en los experimentos en los que fueron

usados los hidrogeles como soportes del medio de cultivo, los nutrientes pudieran quedar
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ocluidos dentro de la estructura de los mismos. Este hecho, pudiera provocar que los
diferentes nutrientes migren mas lentamente hacia las raices y, por tanto, su posterior
absorcion se hace mas lenta. En este aspecto los nutrientes que parecen ser mas afectados
son: el fésforo, el boro, y el potasio, puesto que estos estan asociados al crecimiento de la

plantula de papa (Navarro & Navarro, 2003).

90
80
€ 70
E &
©
L s
kS
P 40
5 30
o
20
10
0
Bl Al A2 A3 Ad

Tratamiento

Figura 2. Comparacion de la longitud de la parte aérea de las plantulas de papa (Solanum Tuberosum, L)
segun el sustrato empleado en el medio de crecimiento: B1(sustrato canadiense), A1(PAAM (@agua)), A2
(PAAM (Buffer fosfato)), A3 (P(AAM-CO-Al)(agua)), A4 (P(AAM-CO-Al) (buffer fosfato)).

Por otro lado, en la tabla 2, se puede observar que el comportamiento del crecimiento de la
raiz se ve afectado por el tipo de solvente de sintesis y del tipo de hidrogel, ya que al comparar
los valores criticos de F, los soportes en los que fueron observados una mayor longitud de la
raiz, fueron aquellos hidrogeles sintetizados con la solucion acuosa de buffer de fosfato al 0,2
M.

Tabla 2. Analisis de varianza (ANOVA): variable longitud raiz plantula segun el tipo de solvente y soporte de
crecimiento de la papa (Solanum Tuberosum, L).

Tratamiento F Probabilidad Valor critico de F Diagnéstico
Solvente 11,6445 0,0270 7,7086 Buffer>Agua
Hidrogel 8,6744 0,0422 7,7086 HAAM>HAAmM-AI

Interaccion 2,5987 0,1822 7,7086 NS

Probabilidad (p< 0,05). NS: no hay diferencia significativa. n=80.

Este resultado indica que estos materiales al tener adsorbida la solucion buffer, en cierta
medida regulan el pH del medio; evitando con ello una disminucion brusca del mismo lo cual
podria dificultar la movilidad de los nutrientes que favorecen el crecimiento radicular (calcio,
fosforo, cinc y el potasio) (Navarro & Navarro, 2003). Tal como se puede apreciar en la figura
3, el crecimiento de las raices es mayor en los hidrogeles que en el soporte control (turba

canadiense).
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Figura 3. Comparacion del desarrollo de la raiz de la plantula de papa (Solanum tuberosum, L) segun el
sustrato empleado en el medio de crecimiento. B1 (sustrato canadiense), A1 (PAAM)(agua), A2 (PAAM)@Buffer
fostata), A3 (PAAM-CO-Al)(agua), A4 (P(AAM-CO-Al)buffer fosfato)-

Los resultados correspondientes al nUmero de entrenudos (tabla 3 y figura 4) muestran el
mismo comportamiento observado en lo que respecta al crecimiento de la longitud de la raiz
de la plantula, siendo los hidrogeles sintetizados en la solucién de buffer de fosfato en los
gue se presenta un mayor numero de entrenudos, ya que en este caso los hidrogeles
dosifican la movilidad de los macro y micro nutrientes, los cuales favorecen el crecimiento de

los entrenudos de las plantulas (Navarro & Navarro, 2003).

Tabla 3. Analisis de varianza (ANOVA): variable nimero de entrenudos plantula de papa (Solanum tuberosum, L).

Tratamiento F Probabilidad Valor critico de F Diagnostico
Solvente 24,9391 0,0075 7,7086 Buffer>Agua
Hidrogel 25,6755 0,0071 7,7086 HAAM>HAAM-AI

Interaccion 20,0839 0,0110 7,7086 HAAM-Al(agua)< LOS

otros

Probabilidad (p<0,05). n=80.
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Figura 4. Comparacion del nimero de entrenudos plantula de papa (Solanum tuberosum, L): B1(sustrato
canadiense), Al (PAAm)(agua), A2 (PAAm)(Buffer fosfato), A3 (P(AAm-CO-A|))(agua), A4 (P(AAm-CO-A|))(buffer fosfato).
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En la tabla 4 y en la figura 5, se muestra que el contenido de materia fresca se ve
influenciado por el tipo de soporte, siendo en este caso los hidrogeles sintetizados en el buffer

de fosfato, mas efectivos.

Tabla 4. Andlisis de varianza (ANOVA): para la variable masa fresca de plantula segun el soporte de cultivo
y solvente.

Tratamiento F Probabilidad  Valor critico de F Diagnéstico
Solvente 11,9425 0,0259 7,7086 Buffer > Agua
Hidrogel 8,8788 0,0407 7,7086 HAAM>HAAmM-AI

Interaccion 0,1189 0,7476 7,7086 NS

Probabilidad (p< 0,05). NS: no hay diferencia significativa. n=2.
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Figura 5. Comparacion del contenido de masa fresca plantula de papa (Solanum tuberosum, L) B1 (sustrato
canadiense), A1 (PAAM) (agua), A2 (PAAM)@uffer fosfato), A3 (P(AAM-CO-Al))(agua), A4 (P(AAM-CO-Al))puffer fosfato)-
Tal como se muestraen latabla 5y enlafigura 6, al analizar la masa seca para las plantulas
de papa se tiene que el valor de esta variable no se ve afectado por el solvente usado para
la sintesis de los hidrogeles. Sin embargo, el tipo de hidrogel si modifica este, siendo en este

caso el hidrogel de PAAmgua) Mas eficiente en comparacion con la turba canadiense.

Tabla 5. Andlisis de varianza (ANOVA): variable masa seca plantula de papa (Solanum tuberosum, L) segun
el tipo de soporte y de solvente.

Tratamiento F Probabilidad Valor critico de F Diagnéstico
Solvente 0,9396 0,3873 7,7086 NS
Hidrogel 39,1307 0,0033 7,7086 HAAM>HAAmM-AI

Interaccion 51,8262 0,0020 7,7086 HAAmM-AI < Los otros

Probabilidad (p<0,05). (n=2). NS no hay diferencia significativa.

20 ISNN 2588-0764 REVISTA BASES
DE LA CIENCIA



Hidrogeles Derivados de Acrilamida y Acido ltacénico, como Soporte en Medios de Cultivo de Plantulas de Papa

0,07 -

B1 Al A2 A3 A4

Tratamiento

Figura 6. Comparacion del contenido de masa seca plantula de papa (Solanum tuberosum, L): B1 (sustrato
canadiense), A1 (PAAM)(agua), A2 (PAAM)@Buffer fosfato), A3 (P(AAM-CO-Al))(agua), A4 (P(AAM-COo-Al))buffer fosfato)-
En general, se puede observar que en este medio de cultivo (SAH), el crecimiento de las
plantulas de papa se vio afectado por el solvente usado en la sintesis de los hidrogeles
sintetizados: crecimiento Hidrogelsutter de fostato™> hidrogelagua. Igualmente, este parametro fue
influenciado por el tipo de hidrogel, dado que con los hidrogeles de PAAmM se obtuvo un mejor

crecimiento que con los hidrogeles de P(AAm-co-Al).

Cultivo de plantulas de papa (Solanum tuberosum, L), cultivo in-vitro con solucion

nutritiva Murashige-Skoog

En cuanto al crecimiento de la parte aérea se aprecia en la tabla 6, que el tipo de hidrogel
gue afecta este parametro desde el punto de vista estadistico es el hidrogel de P(AAm-co-
Al) sintetizado en buffer de fosfato. En la figura 7 se muestra el comportamiento de los
diferentes soportes, y en este caso se observa que el soporte control (agar-agar) es mas
efectivo que los hidrogeles.

Tabla 6. Andlisis de variable (ANOVA): variable longitud parte aérea plantula de papa (Solanum tuberosum,
L).

Tratamiento F Probabilidad Valor critico de F Diagndstico
Solvente 0,4996 0,4842 4,1132 NS
Hidrogel 10,6180 0,0024 4,1132 HAAM-AI>HAAM

Interaccion 1,1092 0,2993 4,1132 NS

Probabilidad (p<0,05). NS No hay diferencia significativa.
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Figura 7. Comparacién de la Longitud parte aérea de papa (Solanum tuberosum, L): A1 (Agar-Agar), A2
(PAAM)(agua), A3 (PAAM)(Buffer fostato), A4 (P(AAM-CO-Al)agua), A5 (P(AAM-Co-Al))buffer fosfato).
Para la longitud de la raiz, en la tabla 7 se muestra el andlisis realizado usando ANOVA,
pudiéndose notar que los diferentes tipos de hidrogeles de PAAmM y P(AAm-co-Al)
sintetizados en ambos solventes de reaccién, no presentan diferencia significativa entre los
valores medios.

Tabla 7. Analisis de varianza para la longitud de la raiz plantula de papa.

Tratamiento F Probabilidad Valor critico de F Diagnéstico
Solvente 0,1594 0,6921 4,1132 NS
Hidrogel 0,0533 0,8187 4,1132 NS

Interaccion 3,6402 0,0644 4,1132 NS

Probabilidad (p>0,05). NS No hay diferencia significativa.

En la figura 8 se observa que los hidrogeles PAAMputter de fosfato) Y P(AAM-CO-Al)(agua) SON MAs

efectivos que el soporte control (agar-agar).
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Figura 8. Comparacion de la longitud de la raiz de las plantulas de papa (Solanum tuberosum, L): Al (agar-
agar), A2 (PAAm)(agua), A3 (PAAm)(Buffer fosfato), A4 (P(AAm-CO-A|)(agua), A5 (PAAm-CO-A|)(buffer fosfato).
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En general, el crecimiento de la longitud de la raiz de las plantulas aumenta en mayor medida
cuando son usados los hidrogeles de PAAmM como soportes de los medios de cultivo, que
cuando se usan los hidrogeles de P(AAm-co-Al). Este comportamiento podria estar asociado,
a la posible ionizacion de los grupos carboxilo (-COOH) de las unidades comonoméricas
acido itaconico (Al) presentes en el hidrogel, lo que da lugar a la formacion de grupos
carboxilato (-COO-) en las cadenas del hidrogel sintetizado (R-COOH + H20 — RCOO" +
H3O*; 0 en el caso de los hidrogeles sintetizados en la solucién buffer; R-COOH + H2PO4 —
RCOO" + H3PO4). Tomando en cuenta que los nutrientes presentes en la solucién nutritiva
MS, estan en la forma de iones positivos, es muy posible que entre los grupos carboxilato y
estos iones se establezca una atraccion electrostética; lo que implicaria que dichos nutrientes
sean liberados al medio de cultivo de forma controlada, y por tanto, el crecimiento de las

raices sea mas lento (Guo et al., 2005; Milani et al., 2017).

El parametro del nimero de entrenudos, tal como se muestra en la tabla 8, no se ve afectado
por usar los hidrogeles como soporte, ya que entre cada uno de los tratamientos no hay
diferencias significativas en la cantidad de entrenudos que presentaron las plantulas de papa

(Solanum Tuberosum, L).

Tabla 8. Analisis de varianza (ANOVA): variable Niamero de entrenudos plantula segun el tipo de soporte

Tratamiento F Probabilidad Valor critico de F Diagnoéstico
Solvente 0,3519 0,5568 4,1132 NS
Hidrogel 0,0049 0,9447 4,1132 NS

Interaccion 0,0032 0,9555 4,1132 NS

Probabilidad (p>0,05). NS no significativo.

En la figura 9, es posible notar que, en comparacion con los hidrogeles, el agar-agar es el

gue presenta el mayor niumero de entrenudos.
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Figura 9. Comparacion del numero de entrenudos en las plantulas de papa (Solanum tuberosum, L): Al
(agar'agar), A2 (PAAm)(agua), A3 (PAAm)(Buffer fosfato), A4 (P(AAm'CO'AI))(agua), A5 (P(AAm'CO'AI))(buﬁer fosfato).
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Por otra parte, tal como se muestra en las tablas 9 y 10 la masa fresca y masa seca de las
plantulas de papa (Solanum tuberosum, |) no se vio afectada por el uso de los hidrogeles
como soporte en el cultivo in vitro con solucion nutritiva Murashige-Skoog. Esto se deduce
del hecho, de que, desde el punto de vista estadistico, la diferencia tanto en el contenido de
masa fresca como de masa seca, varia poco cuando fueron usados los diferentes tipos de

hidrogeles como soportes.

Tabla 9. Andlisis de varianza (ANOVA): variable masa fresca plantula de papa segun el soporte usado y el
solvente.

Tratamiento F Probabilidad Valor critico de F Diagndstico
Solvente 0,0283 0,8674 4,1132 NS
Hidrogel 0,0698 0,7931 4,1132 NS

Interaccion 2,8479 0,1001 4,1132 NS

Probabilidad (p>0,05). NS No hay diferencia significativa.

Tabla 10. Andlisis de varianza (ANOVA): variable masa seca plantula de papa segun el tipo de soporte y el
solvente.

Tratamiento F Probabilidad Valor critico de F Diagndstico
Solvente 0,65081 0,42512 4,11317 NS
Hidrogel 0,05713 0,81245 4,11317 NS

Interaccion 1,06269 0,30948 4,11317 NS

Probabilidad (p<0,05). NS no hay diferencia significativa.

No obstante, evaluando el comportamiento graficamente se puede observar en la figura 10,
que el contenido de peso fresco es mayor en el soporte control (agar-agar) en comparacion

con los hidrogeles.
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Figura 10. Comparacién del contenido de masa fresca en las plantulas de papa (Solanum tuberosum, L):
Al (agar-agar), A2 (PAAM)@gua), A3 (PAAM)uffer fosfato), A4 (P(AAM-CO-Al))(agua), AS (P(AAM-CO-Al))bufer fosfato).
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En la figura 11, en comparacion con los hidrogeles se nota que el contenido en peso seco,

es mayor en el soporte control (agar-agar).
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Figura 11. Comparacién del contenido de masa seca em las plantulas de papa (Solanum tuberosum,L): Al
(agar'agar), A2 (PAAm)(agua), A3 (PAAm)(Buffer fosfato), A4 (PAAm'CO'AI)(agua), A5 (P(AAm'CO'AI))(buﬁer fosfato).

En lo que respecta al contenido de biomasa (masa fresca y masa seca), se puede observar
que el hidrogel de PAAm(gua) presento los valores mas bajos. Indicando que, en comparacion
con los demas soportes utilizados, este material no favorecié la capacidad de retencion de
agua y por ende la asimilacion de los macro y micro nutrientes que estaban presentes en el

medio de cultivo.

Finalmente, en la tabla 11 se muestra de manera comparativa el orden de eficiencia de los
diferentes soportes (hidrogeles, turba canadiense y agar-agar) sobre el desarrollo de los

parametros morfolégicos de las plantulas de papa.

Como es posible observar, la efectividad de los hidrogeles como soportes de los medios de
cultivo depende de este. Asi en el caso del medio de cultivo SAH, en general los hidrogeles
permiten un mejor desarrollo de los diferentes parametros morfolégicos en comparacion con
el sustrato control (turba canadiense). Las variaciones en el comportamiento de los diferentes
tipos de hidrogeles en cada uno de los pardmetros analizados, pueden estar asociadas a la
regulacién del pH del medio, lo que controla la migracién de algunos nutrientes que necesitan
las plantulas para su crecimiento (Navarro & Navarro, 2003). Por otra parte, en el caso del
medio de cultivo MS el soporte control (agar-agar) muestra un mejor desempefio que los
hidrogeles. En este caso los componentes de la solucidén nutritiva MS, pueden interaccionar
con los grupos amida (CONH2) y grupos carboxilato presentes en los hidrogeles, ya sea
formando complejos o mediante interacciones electrostaticas, lo que provoca que la
dosificacion de dichos nutrientes hacia las plantulas de papa sea mas lenta (Contreras et al.,
2017; Rudzinski et al., 2002).
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Tabla 11. Eficiencia de los soportes sobre la evolucion de los pardmetros morfoldgicos de las plantulas de
papa, segun el medio de cultivo.

Medio de Parametro Eficiencia de los soportes
cultivo morfolégico
Parte aérea turba canadiense>PAAM (uffer fosfato)>P AAM(agua)>P (AAM-CO-Al) Buffer

fosfato)>P (AAM-CO-Al) (agua)

Longitud de Ia. ra|,Z PAAm (buffer de fosfato)>P(AAm-CO-Al)(buffer de fosfato)> PAAm(agua) > turba
canadiense>P(AAM-co-Al)(agua)

SAH N° de entrenudos PAAM (buffer de fostato)™>P (AAM-CO-Al) buffer de fosfato)™> PAAM(agua) > turba
canadiense>P(AAM-co-Al)(agua)

Masa fresca PAAM(buffer de fosfato)™> turba canadiense> P(AAM-co-Al)buffer de
fosfato)> PAAM(agua)™> P(AAm-CO-A|)(agua)

Masa seca PAAM(agua)™> turba canadiense>P(AAM-co-Al)(puffer de
fosfato)™>P AAM(buffer de fosfato) > P(AAM-CO-Al) (agua)

Parte aérea Control(agar-agan™>P(AAM-co-Al) puffer fosfato)> P(AAM-co-
Al)aguay>PAAM(agua)™> PAAM (buffer de fosfato)

Longitud de la raiz PAAMuffer de fosfato)™>P(AAM-C0O-Al)(agua) >Controlagan>PAAM
(agua)>P(AAM-Co-Al) (buffer de fosfato)

MS N° de entrenudos  Control(agar) >PAAM(butter fostato)™> P(AAM-CO-Al) buffer fosfato)> P(AAM-CO-
Al) (aguy>PAAM (agua)

Masa fresca Control(agar-agary>P AAMpufter fosfato)>P (AAM-CO-Al)(aguay> P(AAM-co-
Al) puffer fosfato)>PAAM (agua)

Masa seca Control(agar-agan™>P AAM(buter fosfato)™> P(AAM-CO-Al)(agua)>P(AAM-CO-
Al) puffer fosfato)>PAAM agua)

4. CONCLUSIONES

Tomando en cuenta que las diferentes variables evaluadas, resultaron ser comparables con
ambos soportes control (turba canadiense y agar-agar), los resultados obtenidos permiten
establecer que ambos hidrogeles ensayados: PAAmM y P(AAm-co-Al), pueden ser usados
como posibles soportes de medios de cultivo de plantulas de papa. Por tanto, Estos
materiales pueden sustituir como soportes de los medios de cultivo, al agar-agar y a la turba
canadiense; los cuales son relativamente mas costosos, y a diferencia de los hidrogeles, no

reusables.

La eficiencia de estos hidrogeles como soporte, depende del solvente de sintesis y del medio
de cultivo (SAH o MS). En comparacion con la turba canadiense, los hidrogeles resultaron

ser mas efectivos cuando se usan como soportes en el sistema SAH. Mientras que el agar-
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agar fue mas efectivo que los hidrogeles, como soportes en el cultivo in-vitro con solucién

nutritiva MS.
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RESUMEN

En el presente trabajo se desarroll6 un método de andlisis para la determinacién de la concentracion total de
selenio en muestras de sangre completa y plasma de pacientes con leucemia mediante ICP-MS. Por otro
lado, se desarroll6 un método para la determinacion de algunas especies de Se en muestras de sangre y
plasma mediante HPLC-ICP-MS. Se emplearon diferentes fases mdviles en modo isocratico. La separacion
mas adecuada para las especies selenio DL cisteina y selenio DL metionina se obtuvieron con una fase movil
de: 0,1% 2-mercaptoetanol, 3% metanol, 0,06M acetato de amonio y 2mM de EDTA, a una velocidad de flujo
de 1mL.mint. Para selenio total, los limites de deteccion y cuantificacion fueron 0,03 pg.L* y 0,04 pg.L?
respectivamente. Las desviaciones estandar relativas (DER) en la corrida y entre corridas fueron de 0,8 %
2,71 % respectivamente, indicando una adecuada precisién en el andlisis, adicionalmente con los valores
obtenidos en la recuperacion (101,15% + 1,4) cuya exactitud es aceptable. Las concentraciones medias de
selenio en sangre completa y plasma fueron de 243,6 + 112,3 y 141,7 + 34,1 pg.L* respectivamente para
pacientes con leucemia y para la poblacion control fueron de 198,0 + 40,6 y 159,1 + 30,1 pg.L*
respectivamente Los limites de deteccién y de cuantificacion obtenidos para las especies fueron: 0,46 y 0,47
ug.L! para la selenoDLcisteina y de 0,45 y 0,47 pg.L? para la selenoDLmetionina respectivamente. La
precision como (DER) fue menor al 5% se encontraron valores adecuados en el proceso de extraccion con
recuperaciones entre 95 y 105%. Se encontraron concentraciones de selenoDLcisteina en sangre y plasma
de pacientes con leucemia de 171,25 + 56,5y 106,74 + 11,1 ug.L* respectivamente y para la poblacion control
de 123,77 £ 16,2y 84,96 + 6,9 ug.L ™.

Palabras clave: Selenio, sangre, plasma, leucemia, selenoproteinas, selenoaminoacidos, selenoDLcisteina,
selenoDLmetionina.

SELENIUM SPECIATION IN BLOOD AND PLASMA SAMPLES IN
PATIENTS WITH LEUKEMIA BY HPLC-ICP-MS”

ABSTRACT

The concentration of selenium in blood and plasma is the most appropriate magnitude for the valuation of the
corporal content of selenium by means of analytic techniques for sin the for clinical practice. In this research,
an analysis method to determine the total concentration of selenium in whole blood and plasma samples from
patients with leukemia using ICP-MS was carried out. The limits of detection and quantification were 0.03 pg.L
1 and 0.04 pg.L? respectively. The relative standard deviations in and between runs were 0.8 % 2.71 %
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respectively, indicating an appropriate accuracy in the analysis and also with the values obtained in the
recovery (101.15 % + 1.4) whose accuracy is acceptable. The mean concentrations of selenium whole blood
and plasma were 243.6 + 112.3 and 141.7 + 34.1 pg.L? respectively for patients with leukemia and for the
control population were 198.0 + 40.6 and 159.1 + 30.1 ug.L™? respectively. Furthermore, it was developed a
method for the determination of some species in the same samples, through HPLC-ICP-MS using different
mobile phases with isocratic mode. The most appropriate separation was obtained with a mobile phase of: 0.1
% 2- mercaptoethanol, 3 % methanol, 0,06M ammonium acetate and 2mM of EDTA, with pump speed of
1mL.mint. The detection and quantification obtained were: 0.46 and 0.47 ug.L™* for the seleno-DL-cysteine
and 0.45 and 0.47 pg.L* for the seleno-DL-methionine respectively. The accuracy was 5% or even smaller
than that. In the extraction process, recoveries between 95 and 105% were found. There were concentrations
of seleno-DL-cysteine in whole blood and plasma from leukemia patients of 171.25 + 56.5 and 106.74 + 11.1
ug.L* respectively and for the control population of 123.77 + 16.2 and 84.96 + 6.9 ug.L™.

Key words: Selenium, blood, plasma, leukemia, selenoproteins, selenoaminoacids, selenoDLcysteine,
selenoDLmetionine.

ESPECIACAO DE SELENIO EM AMOSTRAS DE SANGUE E
PLASMA EM PACIENTES COM LEUCEMIA POR HPLC-ICP-MS

RESUMO

A concentracdo de selénio no sangue e no plasma é a magnitude mais apropriada para a avaliagdo do
conteddo corporal do selénio por meio de técnicas analiticas para a préatica clinica. Nesta pesquisa, um
método de analise para a determinacdo da concentracdo total de selénio no sangue total e nas amostras de
plasma de pacientes com leucemia foram realizadas por medio de ICP-MS. Os limites de deteccdo e
quantificacio foram de 0,03 pg.L* e 0,04 pg.L?, respectivamente. Os desvios-padréo relativos e entre as
replicas foram de 0,8% a 2,71%, respectivamente, indicando uma precisdo adequada na analise e também
com os valores obtidos na recuperagdo (101,15% + 1,4) com uma acuracia aceitavel. As concentracfes
médias de selénio no sangue total e no plasma foram de 243,6 + 112,3 e 141,7 + 34,1 ug.L?, respectivamente,
para pacientes com leucemia e para a populagdo controle foram de 198,0 + 40,6 e 159,1 + 30,1 pg.L?,
respectivamente. Além disso, foi desenvolvido um método para a determinacdo de algumas espécies nas
mesmas amostras por medio de HPLC-ICP-MS usando diferentes fases méveis como o modo isocratico. A
separacdo mais apropriada foi obtida com uma fase de: 0,1% de 2- mercaptoetanol, 3% de metanol, 0, 06 M
de acetato de e 2 mM de EDTA, com velocidade da bomba de 1 mL.mint. Os limites de deteccdo e
quantificag&o obtidos foram: 0,46 e 0,47 pg.L* para a seleno-DL-cisteina e de 0,45 e 0,47 pg.L™* para a seleno-
DL-metionina, respectivamente. A precisdo como foi de 5% ou menor. No processo de extracdo foram
encontradas recuperagdes entre 95 e 105%. Foram concentragdes de seleno-DL-cisteina no sangue total e
plasma de pacientes com leucemia de 171,25 *+ 56,5 e 106,74 + 11,1 ug.L? respectivamente e para a
populagdo controle de 123,77 + 16,2 e 84,96 + 6,9 ug.L™?.

Palavra chaves: Selénio, sangue, plasma, leucemia, selenoproteinas, selenoaminoacidos,
selenoDLcysteine, selenoDLmetionine.

1. INTRODUCCION

El selenio (Se) es un elemento traza esencial en el cuerpo humano, forma parte importante
de las enzimas antioxidantes que protegen las células contra los efectos de los radicales
libres que se producen durante el metabolismo normal del oxigeno (Casals et al., 2005). En
la altima década se han acumulado evidencias que permiten afirmar que los radicales libres
y el conjunto de especies reactivas que se les asocian juegan un papel central en el

equilibrio homeostatico, que es el normal funcionamiento de los mecanismos de regulacion
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gue conservan el estado normal fisioldgico de los organismos (Avello & Suwalsky, 2006).
Su papel protector en la prevencion del cancer es objeto de intensos debates y estudios
epidemioldgicos, existiendo indicios de que esa accion puede ser mas farmacoldgica que
esencial (Vadgama et al., 2000). En el humano, el selenio ha sido reconocido como
elemento esencial en el mantenimiento de las funciones fisioldgicas en el organismo que,
a su vez, debe ser ingerido en la dieta humana en concentraciones del orden de 70 pg.dia
1 en el caso de déficit de selenio. Su disminucién o aumento de concentracién puede
provocar deficiencias o efectos toxicos. Es por ello que, los efectos beneficiosos del selenio
siempre estan relacionados con el contenido de selenoproteinas o enzimas dependientes
de selenio en el organismo (Hernandez & Rios, 2009).

Las fuentes principales del selenio es la ingesta de alimentos que proceden de la dieta
diaria y los suplementos nutricionales enriquecidos con selenio, (Hernandez & Rios, 2009;
Hurtado & Gardea, 2007; Werner, 1992) la forma en que se aportan el selenio en este tipo
de alimento es unido a proteinas (selenoproteinas de baja masa molecular, <10 KDa). En
la estructura de la selenoproteina, tiene uno o varios atomos de selenio que reemplaza el
azufre de los aminodcidos cistina, cisteina y metionina, dando lugar a especies organicas
de selenio como selenocistina (SeCys:), selenocisteina (SeCys), selenometionina (SeMet),
metil-selenocisteina (CH3SeCys) y seleno-metil-selenocisteina (SCM) (Avissar, 1989). En
la actualidad, tanto el selenio como sus especies son el objetivo de numerosas
investigaciones en el campo de la salud humana, ya que presentan propiedades
antioxidantes y anticancerigenas (Hernandez & Rios, 2009). El selenio es un agente
guimico preventivo efectivo contra el cancer en muchos animales de experimentacion.
Ademas, estudios epidemiolégicos realizados en algunas ciudades han demostrado que el
selenio posee posibles efectos en la prevenciéon del cancer (Rangel, 2005; Micke et al.,
2009). El selenio presenta varios estados de oxidacion, formando gran variedad de
compuestos inorganicos y organicos, siendo su quimica compleja en el medioambiente y
en los sistemas vivos (Gomez et al., 1999).

Las propiedades téxicas y esenciales del selenio dependen no soélo del nivel de
concentracién sino también de la forma quimica en que esté presente. Por lo tanto, la
biodisponibilidad, actividad biolégica, transporte, distribucion y efectos toxicos de este
elemento traza en los organismos vivos dependera en gran parte de su especie quimica
(Gomez et al.,, 1999). Actualmente estad claramente establecida la necesidad de la
determinacion, no solo de la cantidad total de un elemento en una muestra, sino de las
distintas especies quimicas en que se encuentra distribuido ese elemento en dicha muestra

(especiacion). La especiacion quimica permite establecer la distribucién geoquimica del
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elemento en el medioambiente, su biodisponibilidad y/o toxicidad en los distintos
organismos vivos y seres humanos. El andlisis de especies inorganicas y organicas en
suplementos alimenticios, asi como de muestras bioldgicas, es de gran interés para definir
rutas metabdlicas y prevenir enfermedades muy extendidas. Estos procedimientos
analiticos requieren la aplicacion de técnicas analiticas de udltima generacion para la
identificacion y cuantificacion de especies elementales (Gomez et al., 1999; Hernandez,
2010; Kelly, Paramee, Patrick, & Zoltan, 2018).
Selenio en la leucemia

La disminucion en la concentracion sérica de selenio se considera un factor de riesgo de
enfermedades cardiovasculares, cancer, cirrosis hepética y distrofia muscular. La
importancia de este mineral como micronutriente, radica en que se asocia con el sitio activo
de la Glutatibn Peroxidasa (GSH-PX) y esta enzima protege al cuerpo de los peréxidos
nocivos que son producto del metabolismo. La acumulacién de peréxidos puede conducir
a la generacion de radicales libres, que a su vez destruyen membranas y son causa de

cancer y aterosclerosis.

En el presente trabajo se persigue la determinacion de selenio total, asi como algunas
especies quimicas presentes en muestras de sangre y plasma de pacientes con leucemia
mediante la técnica cromatografia liquida de alta resolucion acoplado en linea con

espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (HPLC-ICP-MS).

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reactivos

Los reactivos quimicos empleados fueron de grado certificado o analitico. La solucién
concentrada de selenio (ca. 1000 mg Se.L!) se preparé gravimétricamente a partir de
selenito de sodio (Na:SeOs) (Merck). Las soluciones patrones de plomo se prepararon
diariamente por diluciéon serial de la solucion concentrada del analito. El rango de
concentraciones empleado para la técnica de espectrometria de masa con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS) para la determinacion analitica del selenio fue: 5, 10,
20 y 40 ug Se.L'. Estos patrones se prepararon a partir de soluciones intermedias (ca.
100, 10 y 1 mg Se.L'), cuyas concentraciones se evaluaron por ICP-MS. Todas las
soluciones fueron preparadas con agua bidestilada y desionizada en &cido nitrico (HNO3s
al 2% v/v). Se emplearon matraces volumétricos de vidrio tipo A de 10, 25, 50, 100, 250 y

500 mL (Pyrex o Kimax) para preparar las soluciones, y envases de polietileno lineal
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(Nalgene) de 125, 250 y 500 mL para almacenar las soluciones concentradas, intermedias,
patrones acuosos de las especies de selenio estudiadas y para las diluciones de las

muestras requeridas para al andlisis espectrométrico.

Para el tratamiento de muestras de sangre completa y plasma se emplearon: Hidroxido de
amonio (NH4OH) (Alba Aesor), Peroxido de hidrogeno (H20:2 al 30% v/v) (Riedel de Haen),
1-octanol (Riedel de Haén) y agua bidestilada y desionizada.

Para extraer el selenio para determinarlo por HPLC-ICP-MS se usaron, como agentes
complejantes del selenio en forma de aminoacidos o proteinas: L-cisteina (C3H7SNO: al
0,05% m/v) marca (Merck, 99%), en una solucién de acido clorhidrico (HCI al 0,1% v/v)
(Riedel de Haén, 37% M), 2-mercaptoetanol (C2HsSO al 0,1% v/v). (Merck, 99%). La
solucién extractante fue preparada con agua grado HPLC (Ricca Chemical Company,
ACS).

Para las separaciones cromatograficas de las especies de selenio se utilizaron como
reactivos patrones: Seleno-DL-cisteina (Sigma, 79%) y seleno-DL-metionina (Fluka
Biochemika, 99%). El rango de concentraciones empleado para la técnica de HPLC-ICP-
MS para la especiacion de selenio fue: 5, 10, 15 y 20 pg Se.L'. Estos patrones se
prepararon a partir de soluciones intermedias (i.e. 100 y 1 mg Se.L') en agua grado HPLC.
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA 2 mmolL-1) (Riedel de Haén, 99%), 2-
mercaptoetanol (C2HsSO al 0,1 % v/v), Acetato de amonio (NH4CH3COO 0,06 M) (Merck,
98%) y metanol (CH3OH al 3% v/v), Grado HPLC (Merck) como fase mévil. se Como fase
movil 0.1% de Acido Férmico (Merck, 99%), metanol al 1% y agua grado HPLC.

2.2. Equipos

Se utilizé un equipo ICP-MS Agilent Technologies Serie 7500. Las condiciones del equipo
ICP-MS se representan en la tabla 1. La separacion de las especies de selenio se realiz
mediante un cromatégrafo HPLC marca Agilent Technologies serie 1200 equipado con una
bomba de automuestreado de volumen variable modelo ASX-500 Series, una columna

analitica Zorbax eclipse XDB-C18 de 150 mm de longitud x 4,6 mm de diametro interno.
2.3. Muestreo

La recoleccion de las muestras de sangre completa se realiz6 a través de un muestreo al
azar de pacientes con leucemia (PL, n=35) y suministradas por el Instituto Hematologico de
Occidente (IHO), Maracaibo, Venezuela. También se recolectaron muestras de individuos

sanos (poblacion control, PC, n=5), con jeringas desechables, las muestras se colocaron
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en tubos de propileno tapados a presion que contenian 0,1 mL de sal disédica de EDTA al

10% como anticoagulante por cada 4,5 mL de sangre.

Tabla 1. Condiciones de trabajo optimizadas en HPLC-ICP-MS para la separacién y cuantificacion de
algunas especies de selenio 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"1) 14,5

Flujo de gas de arrastre (L.min") 0,9

Flujo de gas de enfriamiento (L.min 0,17

Isétopo monitoreado 82Se

Método de adquisicion de la data Spectrum
Parametros de HPLC

Columna Cis

Fase movil Acido formico, metanol, agua
Composicion de la fase movil 0,1%, 1%, 98,9%
Caudal de flujo 1,3 mL.min?

Modo de elucién Isocrético

Volumen de inyeccion 50 pL

Método de adquisicion de la data Andlisis de tiempo de resolucion
Columna Cis

Fase Movil 2-Mercaptoetanol, acetato de amonio, EDTA, metanol
Composicion de la fase movil 0,1%, 0,06M, 2mM, 3%
Caudal de flujo 1 mL.min!

Modo de elucion Isocrético

Volumen de inyeccion 50 pyL

Método de adquisicion de la data Analisis de tiempo de resolucion

2.4. Metodologia analitica

La metodologia desarrollada para la determinacion de las concentraciones de algunas
especies de Se utilizando HPLC-ICP-MS se optimizé evaluando los parametros de mérito
analitico. Los limites de deteccién (LD) fueron calculados a partir de las curvas de
calibracion correspondientes a cada especie en estudio (Miller & Miller, 2002). La precisién
del método, expresada como la desviacion estandar relativa (%DER) en la corrida y entre
corrida, se obtuvo a partir de cinco determinaciones de una muestra real. Por su parte, la
exactitud se evalud preparando disoluciones de concentracion conocida y adicionadas a
una muestra de sangre completa y se inyectaron en el sistema cromatogréfico para asi

obtener el porcentaje de recuperacion.

La sensibilidad se estudié por medio de las curvas de calibracion y de esta manera poder

determinar qué tan sensible resulto el método para cada una de las especies consideradas
5=
en estudio; para ello se utilizé la siguiente ecuacion: T dC (1)

Donde de S es la sensibilidad; dy es el diferencial de las sefiales y dC el diferencial de las

concentraciones (Camara et al., 2004).

2.5. Procedimientos
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2.5.1. Tratamiento de las muestras de sangre completa y plasma para la

determinacion de selenio total

Las muestras de sangre completa se centrifugaron a aproximadamente 5500 rpm durante
15 min para obtener el plasma y las células sanguineas por separado, luego se empled
digestién en medio basico para la mineralizacién de las muestras para sangre completa y
plasma. Para esto se utiliz6 un volumen de 0,5 mL de sangre y plasma con volumenes
variables de (NH4OH 1 My 2 M), H202 al 30% v/v y 20 pL de 1-octanol (aprox. 2 gotas)
como antiespumante. Esto se realiz6 en matraces abiertos en un ambiente de baja
temperatura para evitar pérdidas del analito por volatilizacion. Las muestras se dejaron
estabilizar por aproximadamente 24h hasta la mineralizacion total de las mismas, finalmente
se transfirieron a matraces volumétricos que se aforaron a 10 mL con agua desionizada.
Los blancos se prepararon con los mismos reactivos, pero en ausencia de la muestra bajo

las mismas condiciones de mineralizacion.

2.5.2. Determinacion de la concentracién total de selenio en las muestras de

sangre y plasma

La determinacion de la concentracion total de Se en las muestras de sangre y plasma una
vez digeridas se llevo a cabo mediante la espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS), utilizando curvas de calibracion elaboradas con patrones
acuosos en acido nitrico al 2% v/v. Estos patrones se prepararon cada vez que se realizaron
las determinaciones analiticas y fueron preparados a partir de soluciones intermedias

partiendo de una solucién de 1000 mg Se.L* del is6topo de 82Se (Peacheya et al., 2009).

2.5.3. Especiacion quimica de selenio en muestras de sangre completa por HPLC-
ICP-MS

Para la metodologia de extraccion de las especies de selenio por HPLC-ICP-MS, se
tomaron 250uL de sangre completa y se colocaron en tubos de polipropileno con 4,75 mL
de una solucion que contenia: HCI al 0,1% v/v; L-cisteina al 0,05% m/v y 2-mercaptoetanol
al 0,1% v/v. La mezcla fue colocada en un bafio de ultrasonidos (1400 A Maraca LR) por
15min. Las soluciones resultantes fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 10 min y
posteriormente filtradas antes de la inyeccion en el cromatografo HPLC. (Colina, 2001;
Rodriguez et al., 2009).

La separacion y cuantificacion de las especies de selenio se realiz6 mediante HPLC-ICP-

MS en las cuales se evaluaron dos fases moviles diferentes:
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Método 1: Bajo la modalidad de fase reversa para especies organicas (SelenoDLcisteina y
SelenoDLmetionina) utilizando como fase mévil: 0.1% de Acido Férmico, metanol al 1% y
agua grado HPLC, utilizando un flujo de elucién de 1.3 mL.min! en modo isocratico y una

columna C18 en fase reversa (Hernandez, 2010).

Método 2: Se utiliz6 EDTA 2 mM, 2-mercaptoetanol 0,1%, acetato de amonio 0,06 M y
metanol al 3% en agua, y una columna C18 en fase reversa. La separacion cromatografica
de Se-DL-Cys y Se-DL-Met se realiz6 en modo isocratico empleando un volumen de

inyeccion de muestra de 50 pL y un flujo de elucién de 1.00 mL.mint (Colina, 2001).

El acoplamiento HPLC-ICP-MS se realizdé por conexion entre la salida de la columna
analitica y el nebulizador a través de un tubo capilar de PTFE (politetrafluoretileno) de 30

cm de longitud y 0,5 mm de didmetro interno.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacion de los parametros analiticos para selenio total

La técnica de espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)
goza de un amplio reconocimiento como técnica principal para el andlisis de metales traza.
Proporciona una sensibilidad muy por encima de la que proporciona la técnica ICP-OES y
una velocidad de analisis de muestras muy superior a la de los instrumentos de absorcion
atomica con camara de grafito. EI ICP-MS cumple ambos requisitos en un rango de trabajo
analitico mas amplio, ademas de afadir capacidades de analisis isotopico, sin interferencias
y en un unico modo de adquisicion. El procedimiento ICP-MS combina la eficiencia en la
descomposicion de las muestras para formar iones con la potencia de la espectrometria de
masas para distinguir iones de masas diferentes, ofreciendo una gran detectabilidad en la
determinacion de selenio y otros elementos, pudiendo incluso realizar estudios de
especiacion. Otro avance importante es la posibilidad de cuantificar individualmente cada
uno de los isétopos del selenio, por lo que se considera un método ideal para el estudio del
metabolismo utilizando isétopos estables de este metaloide en el plasma, eritrocitos, y orina
(Wilbur, 2007; Amy, Rosen & Hieftje, 2005; Umesh et al., 2017).

3.1.1. Curvade calibracién
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La curva de calibracién obtenida a partir de las soluciones patrones de Se cuyo intervalo de
concentraciones estuvo entre 5,0 — 20,0 ug Se.L. obteniéndose una buena linealidad y
cumplimiento de la Ley de Beer, por lo tanto, la calidad de la determinacién de la
concentracion de Se aceptable debido a la excelente capacidad de respuesta del ICP-MS
para establecer la sefial medida proporcional a la concentracion de Se en términos de

sensibilidad.

En la tabla 2 se muestran los parametros estadisticos asociados a la curva de calibracion
empleada en la determinacion de la concentracion total de Se. Estos valores evidencian la
solidez de esta herramienta analitica basado en el manejo estadistico de la data, lo cual

permite su uso en la cuantificacion del analito en estudio.

También se muestran los limites de deteccion (Lp, calculado como la concentracién
correspondiente a tres veces la desviacién estandar del blanco) y de cuantificacion (Lo,
calculado como la concentracidén correspondiente a diez veces la desviacién estandar del
blanco) ( Miller & Miller, 2002) y la sensibilidad instrumental (S, calculado como la pendiente
de la curva de calibrado a la concentracion objeto de estudio) la cual fue de 661,47. Estos
resultados indican la alta sensibilidad de la técnica de ICP-MS y los bajos limites de
deteccién para el andlisis de muestras de sangre completa y plasma sanguineo en

pacientes diagnosticados con leucemia.

Tabla 2. Parametros estadisticos asociados a la curva de calibracion de Se.

Metal Ecuacién de regresion ra LL.P Lo Lo DE de la DE del
(ug.L ) (ug.L ) (ug.L ) pendiente intercepto
Se \ y=661,47x — 4,177 0,999 5,0-20,0 0,03 0,04 0,39 0,051

n=3,  Coeficiente de correlacion, ° Intervalo lineal, DE = Desviacion estandar.

3.2. Estudio de interferencias no espectrales

El estudio de interferencias no espectrales fue realizado comparando las pendientes de la
curva de calibracion, en matriz de acido nitrico al 2% v/v, con aquellas obtenidas por el
método de adicion estandar para las diferentes matrices evaluadas.

La figura 1 muestra las curvas de adicion estandar obtenidas para la determinacion de
selenio en muestras de sangre completa de pacientes con leucemia por ICP-MS con
respecto a la curva de calibracion, observandose el excelente paralelismo entre las graficas
alli expresadas y por consiguiente la inexistencia de interferencias no espectrales en este
tipo de matriz, ademas se obtuvieron porcentajes de error entre pendientes menores a
(5,0%) los cuales se expresan en la tabla 3 cuya media de los porcentajes fue de 3.03%,
en tal sentido, se encontraron ecuaciones para las curvas de adicibn estandar

estadisticamente similares (p < 0,05) a las de las curvas de calibracién. Este hecho refuerza
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el uso de las curvas de calibracion para la determinacion de selenio en sangre completa de

pacientes con leucemia.
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Figura 1. Curvas de adiciéon estandar y calibracion para la determinacion de Se total en sangre completa.

Tabla 3. Pardmetros de regresion obtenidos de las adiciones estandar para la determinacion de Se total en
muestras de sangre completa.

Adicion Ecuacion de Coeficiente de % Error entre
estandar regresion correlacion (r) pendientes
1 y = 630,64 x + 2845,4 0,998 4,66
2 y =681,57 x + 3271,3 0,998 3,04
3 y = 670,59 x + 3818,7 0,997 1,38
n=3

Estos resultados indican que no existen efectos de matriz, siendo el método libre de
interferencias del tipo no espectral y puede ser aplicado para la determinacion de la
concentracion total de selenio por ICP-MS en este tipo de muestra.

3.3. Precision

El estudio de precision del método desarrollado para la determinacion de Se en sangre
completa y plasma sanguineo de pacientes con leucemia, se realizO en muestras reales
diluidas (Tabla 4). Estos resultados de precision en la corrida y entre corridas son
expresados como media (X, en ug Se.L?), desviaciéon estandar (DE, en ug Se.L?) y
desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion (DER o CV, en %), obtenidos para

la determinacion de Se por ICP-MS.

Los experimentos se realizaron en tres alicuotas de cada una de las muestras reales y las
determinaciones de Se total en estas porciones de prueba se hicieron por pentaplicado. Los
resultados obtenidos sefialan que la DER promedio fue de 0,8 %y 2,71 %, para la precision
en la corrida y entre corridas respectivamente, y fueron menores al 50 % lo cual

internacionalmente se considera adecuado para este tipo de analisis (Sierra et al., 2009).
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3.4. Exactitud

Los resultados obtenidos en la evaluacién de la exactitud para la determinacién de Se total,
se expresan en la tabla 6. La exactitud se evalu6 mediante un estudio de recuperacion
(método de adicion estandar), adicionando concentraciones conocidas de Se a muestras
de sangre completa de pacientes con leucemia (mineralizadas). En la tabla 5 se muestran
los valores esperados y los valores encontrados en la evaluacion de la exactitud mediante
estudios de recuperacién (método de adicion estandar) expresados como la media de los
porcentajes (%) de recuperacion para una muestra mineralizada y determinada por ICP-
MS. Se obtuvieron valores analiticamente aceptables a nivel internacional (Sierra et al.,
2009) encontrandose en un intervalo entre el 95 y 105%, que indican que el método
desarrollado estuvo libre de interferencias fue confiable y reproducible, por lo tanto, es

adecuado para la determinacion de Se total en muestras de sangre.

Tabla 4. Estudios de precisién en la corrida y entre corridas para la determinacion de Se total en muestras
de sangre completa por ICP-MS.

. 4 En la corrida Entre corridas
Muestra Media X (ug.L™)

DE (ug Se.L?) DER (%) DE (ug Se LY DER (%)

1 4,51 0,007 0,15 0,009 0,22
2 4,81 0,062 1,29 0,296 6,16
3 5,69 0,055 0,96 0,099 1,75

Tabla 5. Estudio de exactitud para la determinacién de Se total en muestras de sangre completa mineralizadas

por ICP-MS usando el método de adicion estandar.

Adicionado Esperado Encontrado Recuperado (%)
(hg.LY) (g Se.L ™) (ug Se.L™)
4 9,70 9,86 101,64
8 13,70 13,64 99,56
12 17,70 18,10 102,26

101,15+1.4

3.5. Optimizacién del tratamiento de las muestras de sangre completay plasma

Para la determinacién de las concentraciones totales de Se en sangre completa y plasma
sanguineo de pacientes con leucemia por IPC-MS, es necesario tener el analito libre en

solucion, por lo que se debe tratar la muestra con métodos factibles que permitan obtener
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al analito libre, es por ello, que se llevo a cabo una digestiéon en medio basico con hidroxido
de amonio y peroxido de hidrégeno con un volumen constante de muestra (0,5 mL) y
variando el volumen de agente oxidante (H202 conc.), volumen y concentracion de base
(NH4sOH, 1 My 2M). Dado que dicho tratamiento genera un exceso de espuma debido a la
degradacion de la materia organica presente en las muestras de sangre que imposibilita la
adecuada dilucion de la misma, se utilizé 20 pL de 1-octanol como agente antiespumante.
En latabla 6 se resumen los volumenes de dichos reactivos (H202/NH4OH), utilizados para
la determinacion de Se total en sangre completa. Se buscaba maximizar la concentracion
de Se total en sangre completa, para ello, se utilizaron diferentes combinaciones de
volimenes de (H202/NH4OH) y modificando la concentracion de base para el tratamiento.
Se observé que los diferentes volumenes utilizados no afectaba significativamente en la
determinacion de la concentracion de Se total en la muestra de sangre (p > 0,05) para una
misma concentracion de base, pero si entre diferentes concentraciones de base (NHsOH,
1M y 2M). La diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0,05), para un limite de
confianza del 95%. Se establecieron como voliumenes 6ptimos, 4 mL para H202 conc. y 2
mL para NH40H 1 M, los cuales mejoraron la deteccion de Se total, buscando un menor
consumo de reactivo, minimizar costos y toxicidad. Las mismas condiciones se adaptaron

para el tratamiento de plasma.

Tabla 6. Volumenes de NH4OH y H202 en la digestion de las muestras de sangre completa (n=3) (*p < 0,05).

Concentracion Concentracién de Se

NH.OH Volumen (mL) de (ug.LY)
(mol.LY) (H202/NH4OH) £ DB

4/2 270,6 + 3,6

1 4/4 204,6 £ 1,7*

6/2 260,4 + 6,0

6/4 207,8 + 8,3

4/2 239,6 £ 3,3

2 4/4 143,9 + 3,1*

6/2 203,1+1,6

6/4 1935+2,6

3.6. Concentraciones totales de Se en muestras de sangre y plasma de

pacientes con leucemia

La metodologia validada se empled para establecer las concentraciones totales de Se para

35 pacientes con leucemia clasificados por edad y sexo, expresados en la tabla 7.
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Tabla 7. Concentraciones totales de Se en sangre completa de pacientes con leucemia.

Grupo Concentracion de Se (ug.L™)
~ Sexo n
(afos) X + DE Intervalo
1-19 M 10 284, 7 +151,0 59,2 - 588,5
F 8 276,3+104,6 78,6 - 356,7
M 3 261,9+954 165,3 - 356,1
20-40 F 3 164,4 +57,5 103,6 - 217,8
M 4 294,0+117,7 208,3 - 458,9
41-60 F 2 237,9+£45,6 205,7 - 270,1
M 3 226,1 + 68,5 147,2 - 270,6
61-80 F 2 155,1 + 36,4 129,4 - 180,8

Las concentraciones de Se en sangre completa de los pacientes en estudio variaron de
acuerdo a la edad, encontrandose mayor contenido de Se total en pacientes con edades
comprendidas de (1-19) y de (41-60) que para el resto de la poblacién, sin embargo, no
existieron diferencias significativas para estos grupos de edades (p < 0,05) ni para el resto
de la poblacién. De forma general, se encontraron mayores concentraciones de Se total en
la poblacién masculina que en la femenina tanto para sangre como para plasma y no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) de que la concentracion
de Se total varie con el sexo de la poblacién en estudio, debido a la forma en la que el Se
ingresa al organismo a traves de los alimentos, por lo que va depender en gran parte de
una adecuada alimentacién, ya que los niveles de Se en el organismo varian con la

alimentacion (Navarro & Cabrera, 2008).

La concentracion de selenio en el plasma (o suero) esta relacionada con la ingesta y
responde de forma relativamente rapida. Dentro de una misma poblacion, los nifios tienen
concentraciones mas bajas que los adultos. Al nacer, el selenio plasmatico es de un 40 a
un 70% del valor maternal decreciendo su concentracion durante los 4 primeros meses de
vida, y elevandose gradualmente, hasta alcanzar los valores de un adulto en los ultimos
afos de la adolescencia. La concentracion en sangre y en eritrocitos es aproximadamente

un 15% y un 37%, respectivamente, mas elevada que en el plasma (Casals et al., 2005).

Cabe destacar que los productos derivados de cereales, carne, huevos y pescado son las
fuentes de selenio principales de la dieta. Los niveles dependen de la clase de alimento y
de la concentracion y accesibilidad del selenio del suelo en el que se cultivan las plantas,

por lo que los valores de selenio varian considerablemente (Navarro & Cabrera, 2008).

3.7. Concentraciones totales de selenio en muestras de sangre completa y

plasma de pacientes con leucemia (PL) e individuos controles (PC)
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En la tabla 8 se muestran las concentraciones de Se de pacientes con leucemia para
sangre completa (PL, n = 35) y plasma (PL, n =5) y de 5 individuos sanos que conformaron
la poblacién control (PC, n = 5). Para las concentraciones de Se en sangre completa y
plasma de pacientes con leucemia y la poblacién control, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre las concentraciones de Se total. Se
encontraron concentraciones de Se mayores en sangre completa y plasma de los pacientes
gue en la poblacién control. Estadisticamente hasta ahora tanto las concentraciones de Se
en sangre y plasma de PL y PC resultaron ser idénticas y este elemento no guarda relacion

con la enfermedad de la leucemia.

Sin embargo, un analisis total del elemento es insuficiente para conocer su papel biolégico
en esta patologia por lo que se necesitaran llevar a cabo estudios de especiacion y evaluar
algunas de las especies de Se presentes en las muestras de sangre y plasma de pacientes

con leucemia y conocer la biodisponibilidad de las mismas y su relacién con la patologia.

Tabla 8. Concentraciones de Se total encontradas en pacientes con leucemia (PL, n = 35) para sangre
completa, (PL, n = 5) para plasma y poblacién control (PC, n = 5). (P>0,05).

Poblacion Muestra Concentracion de Se (ug.L™?)
X +DE
PL SC 243,6 1123
P 141,7 +34,1
PC SC 198,0 £ 40,6
P 159,1 + 30,1

SC = Sangre completa, P = Plasma.

Granadillo (2009) encontr6 valores de concentracién media de Se total (ug.L™?) en muestras
de sangre completa de pacientes con leucemia del Instituto Hematolégico de Occidente (n
= 32): 218,4 + 45,6 los cuales se compararon con las concentraciones encontradas en la
poblacién en estudio, resultando ser mas bajas, para una media (ug.L ™) de la poblacién en
estudio (n = 35): 243,6 + 112,3. Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05), tomando en cuenta que la poblacion estudiada
por Granadillo fueron pacientes con leucemia de la ciudad Maracaibo Edo. Zulia y los
pacientes bajo estudio pertenecen a la ciudad de Barquisimeto Edo. Lara, los cuales
pueden estar sometidos a una dieta especial a base de Se para cubrir las funciones
metabdlicas normales de este elemento traza en el organismo, a través de la dieta diaria

y/o como posible suplemento para tratar la enfermedad.

Van et al., 2007 establecieron los niveles de Se en plasma de donadores sanos del banco

de sangre de la parte central-este de Bélgica (79,7 + 4,4 ng.L) y otros paises de Europa
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tales como: Francia (75,8 + 2,4 ng.L?), Alemania (106,5 + 16,5 ng.Lt), Portugal (98 + 16
ng.LY), Espafia (74,7 + 25,2 ng.L?) y Eslovenia (66 + 15 ng.L™?).

Las medidas mas habituales de la exposicidbn humana a selenio son el contenido de selenio
de la sangre completa, suero o plasma. La fraccion de sangre que se elige para el analisis
depende de las circunstancias. El plasma y el suero reflejan los cambios en la ingesta de
selenio de manera mas rapida que los eritrocitos. Puede ser posible utilizar los niveles de
selenio en plasma para valorar la concentracion a corto plazo y el selenio de los eritrocitos
y la sangre completa para reflejar la concentracién a largo plazo. Esta atribucion puede
explicarse por el hecho de que el selenio esta enlazado en los eritrocitos de manera estable
y la vida media de los eritrocitos es de unos 120 dias. Las concentraciones en los eritrocitos
se mantienen proporcionales a la ingesta diaria de selenio. A concentraciones mas altas, la
capacidad de transporte del plasma llega a saturarse y los eritrocitos soportan todo el

incremento de este elemento (Schaller & Schiele, 2006).

La variacion de la concentracion de Se total en sangre y plasma se debe a la alimentacion.
El contenido de Se en el alimento depende de la zona geografica y de la relacion suelo
planta, por lo tanto, en zonas donde la dieta sea baja en Se los niveles en sangre y plasma
disminuiran y viceversa. Entre otras fuentes de variacién de Se, se encuentra la edad, la
razay la época del afio. Actualmente en la practica clinica, es importante el seguimiento de
las concentraciones de selenio en el plasma en pacientes a los que se les considera
proclives padecer una deficiencia de este elemento como consecuencia de una
enfermedad, una terapia, o una ingesta deficiente y/o crénica, por lo que la concentraciéon
de selenio en el plasma valora de una forma adecuada el contenido corporal de selenio en

el organismo (Schaller & Schiele, 2006)
3.8. Especiaciéon quimica de selenio por HPLC-ICP-MS

En relacién a los sistemas de deteccién utilizados para realizar estudio de especiacion se
encuentran: las técnicas de espectrometria atomica (AAS, ICP-OES) y la de masa ICP-MS.
La técnica ICP-MS se utiliza para identificar compuestos desconocidos, cuantificar
compuestos conocidos, y para elucidar la estructura y propiedades quimicas de moléculas,
ademas ofrece mejores limites de deteccidn (Caceres, 2002; Cabafiero et al., 2005).

El selenio forma parte de enzimas que cumplen funciones importantes en el organismo, y
es por ello que hoy en dia es de interés determinar ademas del selenio total, también son
importantes algunas especies organicas de este elemento como los selenoaminoacidos
qgue constituyen parte de las selenoproteinas. En tal sentido, en el presente trabajo se

enfocd en las dos especies organicas de selenio (SeDLCys y SeDLMet) mas importantes,
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las cuales patrticipan en procesos bioldgicos esenciales y las de mayor biodisponibilidad en
el organismo (Tabla 9). Para este fin, se requiere de una técnica de separacion como la
cromatografia liquida en combinacion con una técnica de espectrometria de masas. En esta

investigacion se realizé el acoplamiento HPLC con deteccion por ICP-MS

Tabla 9. Estructuras de las especies organicas de selenio en estudio (Rayman, 2009).

NOMBRE ESTRUCTURA
SELENODLCISTEINA 0O
H
~se OH
NH,
SELENODLMETIONINA )
Se
~
HyC OH
NH,

3.8.1. Optimizacion de las condiciones cromatograficas

Una vez realizado el acoplamiento HPLC-ICP-MS vy establecidas las condiciones para la
deteccion de los selenocompuestos en estudio, se inicié la optimizacion de la separacion
de los selenoaminoacidos, para ello se emplearon diferentes fases moviles. Con la finalidad
de identificar las especies en estudio, estandares en un intervalo de 5-100 pg.L?! se
inyectaron individualmente para conocer el tiempo de retencion de cada especie.
Posteriormente se prepar6 una mezcla compuesta por selenoDLcisteina y
selenoDLmetionina a una concentracion de 20 pg.L! para cada especie y se inyectaron en
el sistema cromatografico para observar la separacion de estos compuestos. En este caso,
se lograron obtener sefiales de poca intensidad, por esta razdn, se incrementé la
concentracién a 100 pg.L?, sin embargo, la sefial observada resulté ser poco intensa. En
la figura 2 se muestra el cromatograma para una mezcla de patrones de 100 pg.L? por
especie, utilizando inicialmente como fase movil: 0,1% acido férmico, 1% de metanol y
98,9% de agua grado HPLC, con una velocidad de flujo de 1,3 mL.min* y con un volumen
de inyeccién de 50 pL, la cual fue seleccionada de la literatura (Herndndez, 2010). En el
cromatograma se puede observar que existe una buena resolucion en el sistema
cromatografico, por lo tanto, una buena separacion de las especies de selenio. Asi se tiene,
gue para la especie de SelenoDLcisteina (SeDLCys) se obtuvo un tiempo de retencion de

1,96 min y para la selenoDLmetionina (SeDLMet) un tiempo de 3,08 min.
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Figura 2. Cromatograma de la SeDLCys y SeDLMet a una concentracion de 100 pg.L?, condiciones:
Volumen de inyeccion: 50 uL. Velocidad de flujo: 1,3 mL.mint. Columna Cis. Fase mdvil: 0,1% de acido
férmico, 1% metanol.

El pH de la fase mévil influye en esta modalidad cromatografica sobre el grado de ionizacion
del analito. Un aumento o disminucion del mismo favorece o desfavorece la ionizacion del

analito y por lo tanto su retencion en la fase estacionaria.

Con la finalidad de reducir los tiempos de retencion y aumentar la intensidad de las sefiales
cromatograficas para las especies de selenio en estudio, se procedi6 a preparar una mezcla
compuesta por SeDLCys y SeDLMet a una concentracion de 20 pg.L? para cada especie
en agua grado HPLC y se inyectaron en el sistema cromatografico, empleando una segunda
fase movil, la cual estuvo compuesta por 0,06 mM de acetato de amonio, 3% de metanol,
0,1% de 2-mercaptoetanol y 2 mM de EDTA, utilizando un volumen de inyeccion de 50 L,
con una velocidad de flujo de 1,0 mL.min y una columna C18. La cual fue seleccionada de
la literatura (Colina, 2001).

En la figura 3 se representa el cromatograma de una mezcla de SeDLCys y SeDLMet con
una concentracion de 20 pg/L por especie. Se puede observar que en este caso también
existe una buena resolucién en el sistema cromatografico. Con el empleo de esta fase (Fase
movil: 0,1% 2-mercaptoetanol, 0,06M de acetato de amonio, 2mM de EDTA y 3% de
metanol), se obtiene una mayor intensidad de las sefiales cromatogréaficas para las
especies de selenio en estudio, asi como una disminucion en los tiempos de retencion de
las especies en comparacion con la fase moévil empleada inicialmente, obteniéndose

tiempos de retencion para la SeDLCys y SeDLMet de 1,52 y 2,11 min respectivamente.

Entre los modificadores mas comunes utilizados se encuentran el metanol (MeOH), etanol
(EtOH) vy el acetonitrilo (ACN). De igual forma se reporta el uso de agentes que pueden
controlar la ionizacién del analito tales como acidos organicos, entre los cuales se

encuentran el &cido acético (HAc), el &cido férmico (HCO:2H) y el acido
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etilendiaminotetracético (EDTA). En general, estos dultimos se emplean a bajas
concentraciones para disminuir el poder ionizante del analito y reducir la retencién en la
fase estacionaria, ademas, actian como fuente de protones y mejoran la forma de la sefal
cromatografica (Quattrocchi, Abelaira, Laba, 1992). El aumento del porcentaje de metanol
por encima de 3%, no afecta a los tiempos de retencién de las especies estudiadas; sin
embargo, provoca un leve ensanchamiento de los picos correspondientes a las especies
organicas, empeorando la resolucién cromatografica. Por otro lado, el aumento en la
cantidad de disolvente organico ejerce un efecto reductor en la sefial de selenio por ICP-
MS. En vista de los resultados, se decidio seguir trabajando con un porcentaje de un 3% de
metanol para el resto de los experimentos como lo reporta la literatura. Por su parte, el pH
de la fase movil se encontraba entre 6—7,5 a temperatura ambiente.

SeDLMet
7000

6000
SeDLCys
5000 )
4000

3000

Abundancia (counts/s)

2000

1000

O\\\\‘\III|IIII|IIII|I\\\‘\\\\
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Tiempo (min)

Figura 3. Cromatograma de la SeDLCys y SeDLMet a una concentracion de 20 pg.L, condiciones:
Volumen de inyeccion: 50 uL. Velocidad de flujo: 1,0 mL.min™. Columna Cis.

Al aumentar el pH de la fase movil se produce una reduccién en los tiempos de retencion
de las especies de selenio, hecho que es mucho mas marcado para la especie
SelenoDLmetionina. A pH acidos préximos a 2, los grupos carboxilicos de los aminoacidos
se encuentran protonados, confiriendo a las moléculas una carga neta positiva (debido al
grupo —NHs*), mientras que a pH superiores adquieren la forma de zwitterion. Esto podria
explicar la reduccion de la retencion de las especies a pHs superiores, donde la carga
negativa del grupo carboxilato interactia con la fase estacionaria por repulsiones
electrostaticas, y de esta manera acortando los tiempos de retencion de las especies de

selenio en estudio, junto con una reduccién en la anchura de sus picos.

En las tablas 10 y 11 se observan los valores de los parametros cromatograficos tales
como: tiempo de retencion, factor de retencion, nimero de platos tedricos, factor de

selectividad y resolucion de la columna para cada fase mévil empleada.
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Los resultados de la resolucion (Rs) muestran también un grado de separacion correcta de
las especies ya que presentan valores por encima de 1,5, del mismo modo los resultados
en cuanto al factor de selectividad (a) demuestran que esta resultdo efectiva para la
separacion de los selenocompuestos corroborando la eficiencia de la separacion

cromatografica.

Tabla 10. Parametros cromatograficos para la separacion de selenoaminoacidos estudiados a una
concentracion de 100 pg.L* utilizando una columna Cis, fase mévil: 0,1% acido férmico, 1% metanol y 98,9%
agua a un flujo de 1,3 mL.min! (n=3)

Tiempo de Factor de Numero de platos Factor de L

. ., o . - Resolucién

Especie retencion retencion teoricos selectividad (Rs)
(min) (k") (N) (a)

SeDLCys 1,96 2,32 784

SeDLMet 3.08 422 1936 1,82 385

En la tabla 11, empleando una fase movil de 0,1% 2-mercaptoetanol, 3% metanol, 0,06 M
acetato de amonio y 2mM EDTA a un flujo de 1,0 mL/min, se observan que los valores del
factor de retencion (k’) y los cortos tiempos de retencion demuestran una elucion eficiente
en términos de tiempo de andlisis, indicando un menor tiempo de permanencia de los
analitos en la fase estacionaria y en la fase movil, los cuales son adecuados para la
separacién ya que se encuentran entre un intervalo ideal entre 2 y 10. El valor de la
resolucién (Rs) muestra también un grado de separacion correcta de las especies ya que
presentan valores por encima de 1,5 lo cual indica los cortos tiempos de elucion de las
especies en el andlisis, de igual forma los resultados en cuanto al factor de selectividad (a)
demuestran que también resultd ser efectiva para la separacion de los selenocompuestos,

indicando la buena eficiencia de la separacién cromatogréfica.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el empleo de ambas fases mdviles resultaron por lo
general ser adecuadas para la separacion de las especies de selenio exhibiendo factores
de retencion adecuados, cortos tiempos de andlisis, y buena resolucién en las
separaciones. No se encontraron diferencias significativas en términos de selectividad
cromatografica para las fases empleadas. En tal sentido, la mezcla de 0,1% de 2-
mercaptoetanol, 3% de metanol, 0,06M de acetato de amonio y 2mM de EDTA utilizada
como fase movil, permitié la separacion adecuada de las dos especies de selenio, con una
buena resolucién en la separacion, tiempos de retencidon mas cortos, picos mas definidos y
sefales cromatograficas mas intensas, por lo que se tomo como las condiciones 6ptima de
trabajo para el analisis de especiacion de selenio en muestras de sangre completa y plasma

de pacientes con leucemia.
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Tabla 11. Parametros cromatograficos para la separacion de selenoaminoacidos estudiados a una
concentracion de 20 pg.L? utilizando una columna Cis, fase movil: 0,1% 2-mercaptoetanol, 3% metanol,
0,06M acetato de amonio y 2mM EDTA a un flujo de 1,0 mL.mint (n=3)

Tiempo de Factor de Numero de platos Factor de

. ., 2 . S Resolucién
Especie retencion retencion teoricos selectividad (Rs)
(min) (k) (N) (o)
SeDLCys 1,52 2,04 591
SeDLMet 211 3.22 741 1,57 2,11

3.9. Evaluacion de los parametros analiticos

3.9.1. Curvas de calibracién

Una vez optimizadas las condiciones para la separacion de los selenocompuestos
estudiados se prepararon las respectivas curvas de calibracion. En la tabla 12 se muestran
las ecuaciones de regresion, los intervalos lineales, coeficientes de correlacion lineal,

limites de deteccion y cuantificacion para cada especie.

Cabe mencionar que los limites de deteccién (Lp) y cuantificacion (Lo) fueron calculados a
partir de cinco determinaciones de una disolucion patrén de menor concentracion, ya que
la sefial procedente del blanco no era discernible de la linea base del cromatograma. La
concentracion de esta disolucién fue de 0,5 pg.L de Se por especie. Para ambas especies
la linealidad fue buena obteniéndose bajos limites de deteccion, sin embargo, la especie
selenoDLcisteina resulto ser menos sensible que la especie selenoDLmetionina reflejada

en una menor pendiente de curva

Tabla 12. Parametros estadisticos asociados a la curva de calibracién de los selenocompuestos.

ILL.P Lo Lo DE de la DE del
Especie  Ecuacion de regresion ré
(gL (ug.Lh (ug.L™) pendiente  intercepto
SeDLCys y=213,47x + 19,496 0,995 5,0-20,0 0,46 0,47 3,15 0,53
SeDLMet y=312,77x + 35,048 0,991 5,0-20,0 0,45 0,47 2,57 0,46

n=3, 2 Coeficiente de correlacion, ? Intervalo lineal, DE = Desviacion estandar.

La sensibilidad instrumental (S, calculado como la pendiente de la curva de calibrado a la
concentracion objeto de estudio para la selenoDLcisteina fue de 213,47 mientras que para
la selenoDLmetionina fue de 312,77. Estos resultados indican la buena sensibilidad de la
técnica de HPLC-ICP-MS, siendo mas sensible en la deteccion la especie

selenoDLmetionina.

3.9.2. Precision
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Para el estudio de precision del método desarrollado para la determinacion de las especies
de Se en muestras de sangre completa y plasma sanguineo de pacientes con leucemia, se
evalué mediante una muestra de sangre preparada por triplicado la cual se inyect6 en el

sistema cromatogréfico y leida por pentaplicado.

En la tabla 13 se representan los resultados de precision en la corrida y entre corridas los
cuales son expresados como (desviacion estandar, DE) y (desviacion estandar relativa,
DER) para una muestra cuya especie contenia selenoDLcisteina. Los resultados obtenidos
sefialan que la DER promedio fue de 1,58 %y 2,46 %, para la precision en la corrida y entre
corridas respectivamente, las cuales fueron menores al 5,0% indicando que el método por
HPLC-ICP-MS es reproducible, lo que internacionalmente se considera adecuado para este
tipo de analisis. Cabe sefialar que las inyecciones de muestras en el cromatografo HPLC
se hacen de forma automatizada, evitando asi errores aleatorios o sistematicos por parte

del analista.

Tabla 13. Estudios de precision en la corrida y entre corridas para la determinacién de selenoDLcisteina en
una muestra de sangre completa por HPLC-ICP-MS.

Concentracién de

| DLcistei En la corrida Entre corridas
Muestra selenoDLcisteina
(ng.L ™ DE DER (%) DE DER (%)
1 4,09 0,058 1,42 0,073 1,78
2 4,13 0,045 1,09 0,121 2,92
3 4,40 0,098 2,23 0,118 2,68
n=3

3.9.3. Exactitud

La exactitud se evalu6 mediante un estudio de recuperacion, adicionando 3 niveles de
concentraciones conocidas de la especie selenoDLcisteina a una muestra de sangre
completa mineralizada. Los resultados obtenidos en la evaluacion de la exactitud para la

determinacion de la especie de selenio por HPLC-ICP-MS, se expresan en la tablal4.

Enlatabla 14 se muestran los valores esperados y los valores encontrados en la evaluacion
de la exactitud mediante estudios de recuperacién expresados como la media de los
porcentajes (%) de recuperacion para una muestra de sangre conteniendo la especie
selenoDLcisteina. Se obtuvieron valores aceptables a nivel internacional, encontrandose
en un intervalo entre el 95 y 105%, que indican que el método desarrollado fue confiable,
reproducible y adecuado para la determinacién de selenocompuestos en muestras de

sangre y plasma utilizando HPLC-ICP-MS.
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Tabla 14. Estudio de exactitud para la determinacion de SelenoDLcisteina en una sangre completa
mineralizada determinado por HPLC-ICP-MS.

Concentraciéon de

Muestra selenoDLcisteina Adicionado Esperado Encontrado (%)
(1g.LY) (ug.L™) (ng.L (ug.L ™ Recuperacion
10 14,09 13,91 98,72
Sangre 4,09 20 24,09 23,69 98,34
40 44,09 43,84 99,43
98,83 +0,6

3.9.4. Evaluacion del Proceso de Extraccion

Como inicialmente se hicieron inyecciones directas de muestras de sangre mineralizadas
las cuales presentaron poca intensidad en las sefiales cromatografica como se muestra en
la figura 4, lo que demuestra la bajas concentraciones en las que se encuentran los
selenocompuestos en la muestra, que este caso solo se evidencid la presencia de la
especie selenoDLcisteina, por lo que se procedio a realizar una extraccion de las muestras
de sangre completa con una solucion que contenia L-cisteina al 0,05% m/v, &cido
clorhidrico al 0,1% v/v y 2-mercaptoetanol al 0,1% v/v. La solucién extractante fue

preparada con agua grado HPLC, como asi lo reporta la literatura (Colina, 2001).
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Figura 4. Cromatograma de una muestra de sangre completa mineralizada.

Es importante resaltar que la extraccibn empleada para la especiaciéon de selenio en
muestras de sangre completa y plasma en una técnica de pretratamiento de la muestra, lo
cual resulta muy importante para la obtencion de las especies en estudio, a partir de una
matriz compleja como lo es la sangre. Las especies deben formar una molécula neutra y
estable con un agente acomplejante especifico para que pueda lograrse la extraccion
cuantitativa de los analitos bajo estudio (Granadillo, 2009). En consecuencia, solo la
especie quimica selenoDLcisteina pudo ser evaluada y detectada mediante el uso de esta

extraccion en fase liquida, por lo que luego de la extraccion de las muestras de sangre
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completa en forma de la especie selenoDLcisteina, la solucion resultante fue inyectada en

el sistema cromatografico y de este modo evaluar la eficiencia de la extraccion.

Enlatabla 15 se muestran los resultados de la recuperacién de la especie selenoDLcisteina
utilizando una solucién de L-cisteina al 0,05% m/v, acido clorhidrico al 0,1% v/v y 2-
mercaptoetanol al 0,1% v/v a pH= 6-7, para evaluar el proceso de extraccion en la
determinacion de selenocompuestos por HPLC-ICP-MS. Para ello, se adicionaron
concentraciones conocidas del estandar de selenoDLcisteina a la muestra de sangre antes
del proceso de extraccion con la solucién antes mencionada hasta un volumen final de 5
mL, obteniéndose recuperaciones analiticamente aceptables dentro del intervalo permitido
de 95-105 %, resultando el proceso de extraccion confiable, reproducible y adecuado para

la determinacién de selenoDLcisteina en muestras de sangre completa.

Tabla 15. Estudio de recuperacién del proceso de extraccion de la especie SelenoDLcisteina en una sangre
completa.

Concentracién de

Muestra selenoDLcisteina Adicion?do Esperado Encontrado (%) 5
(Ug.LY) (ug.Lh) (ug.Lh (ug.Lh) Recuperacion
20 26,22 26,06 99,39
Sangre 6,22 40 46,22 47,31 102,35
50 56,22 58,49 104,03
101,92+ 2,3

En general, el proceso de extraccion como pretratamiento de las muestras de sangre
completa para el analisis de especiacién de selenio, resulta satisfactorio en comparacion
con muestras de sangre mineralizadas previamente, sin embargo, en ambos casos la
muestra necesita un tratamiento previo que permita sacarle el mayor provecho en el analisis
cuantitativo de las especies de selenio bajo estudio. Cabe mencionar que el proceso de
extraccion utilizando la solucion de L-cisteina al 0,05% m/v, &cido clorhidrico al 0,1% v/v y
2-mercaptoetanol al 0,1% v/v resulta ser selectivo para la especie selenoDLcisteina debido
a que quimicamente intervienen una serie de reacciones que permitid analiticamente

cuantificarla exitosamente, en dicho proceso de extraccion ocurre |o siguiente:

La cisteina [HO2CCH(NH2)CH2SH] es un a-aminoacido no esencial, lo que significa que
puede ser sintetizado por los humanos. La parte de la cadena donde se encuentra la
cisteina es el tiol que es no polar y por esto la cisteina es un aminoacido hidrofébico, de alli
su disolucion en medio acido. La parte tiol de la cadena suele participar en reacciones
enziméticas, actuando como nucledfilo. El tiol es susceptible a la oxidacion para dar lugar
a puentes disulfuros derivados de la cisteina que tienen un importante papel estructural en

muchas proteinas. La cisteina también llamada cistina, se trata de un dimero de dos
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cisteinas a través de un puente disulfuro (S-S) (Johannson, Gafvelin & Arnér, 2005;
Rodriguez et al., 2009).

Ahora bien, al entrar en contacto la solucion que contiene L-cisteina de alguna manera
interactla con el selenio presente en la sangre completa desplazando los atomos de azufre
para convertirse en selenocisteina, y todas aquellas proteinas presentes en la sangre que
no interactdan con la cisteina, ahora reaccionan con el 2-mercaptoetanol presente en la
solucién, por medio de la ruptura de los puentes disulfuro (S-S), la estructura terciaria asi
como la estructura cuaternaria de algunas proteinas presentes en la sangre (como la
cisteina o cistina). Si una proteina consta de varias cadenas polipeptidicas distintas o
iguales unidas mediante puentes disulfuro (S-S), como es el caso de la cistina, la accion
del 2-mercaptoetanol separa las cadenas polipeptidicas en un proceso de desnaturalizacién
de las proteinas, convirtiéndolas en moléculas de cisteina que pueden seguir interactuando
con el selenio presente en la sangre hasta agotarse las reservas del mismo, y finalmente
se extrae como la especie de selenocisteina o selenoDLcisteina para su analisis
cuantitativo (Rodriguez et al., 2009; Knight, Wiley & Sons, 2004).

3.9.5. Analisis de muestras reales

El método se aplico a muestras de sangre completa (n=5) y plasma (n=5) de de pacientes
con leucemia (PL) y de igual numero de muestras de sangre y plasma a personas
voluntarias consideradas como la poblacién control (PC). En todos los casos o matrices
analizadas, solo se evidencio la presencia de una especie con un tiempo de retencion (1,44
+ 0,02 min), que segun los datos obtenidos para los selenocompuestos corresponde a la
especie selenoDLcisteina. En la (Figura 5, a y b) se presentan los cromatogramas
correspondientes a una muestra de sangre completa y de plasma de pacientes con

leucemia respectivamente.

La presencia de selenoDLcisteina esta influenciada por la ingesta o el consumo de
alimentos ricos en selenio como el pescado, granos, mariscos, entre otros. Esta especie es
muy importante para el humano, ya que este aminoacido forma parte de algunas proteinas
esenciales como la glutation peroxidasa. Ademas, la identificacion y cuantificacién de la
SelenoDLcisteina proporciona informacion sobre la concentracion de esta especie en el
organismo, que se puede utilizar como herramienta util en la prevencion y diagnéstico de

enfermedades (Johannson et al., 2005).
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Figura 5. Cromatogramas de muestras de sangre completa (a) y plasma (b) de pacientes con leucemia para
la especie SelenoDLcisteina, obtenidos por HPLC-ICP-MS. Columna Cis. Fase mévil: 0,1% 2-
mercaptoetanol, 3% metanol, 0,06M acetato de amonio y 2mM EDTA a un flujo de 1,0 mL.min™.

3.9.6. Relacion entre las concentraciones de selenio total y las concentraciones
de laespecie selenodlcisteinaen muestras de sangre y plasmade pacientes
con leucemia y poblacion control obtenidas mediante el acoplamiento
HPLC-ICP-MS.

En la tabla 16 se expresan las concentraciones individuales de selenio total y las
encontradas para la especie selenoDLcisteina en muestras de sangre y plasma de

pacientes con leucemia y los individuos control.

Tabla 16. Concentraciones individuales de selenio total y concentraciones de selenoDLcisteina en muestras
de sangre y plasma de pacientes con leucemia y poblacién control.

Poblacién Muestra Concentracién de Se total Concentracién de SeDLCys

(ng.L? (hg.L?)

320,3 242,6

286,5 175,4

Sangre 210,12 106,7

264,6 207,3

217,8 124,3

PL

171,6 123,1

168,4 112,7

Plasma 116,7 103,6

124,4 97,6

102,1 96,8

222,1 123,1

242,4 140,9

Sangre 134,7 127,0

199,5 130,5

1915 97,4

PC 155,2 91,8

202,2 91,9

Plasma 125,1 80,1

173,5 84,7

139,6 76,2
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Se observa que las concentraciones de selenio total tanto para los pacientes con leucemia
como para los individuos controles resultaron ser mayores a las concentraciones de la
especie selenoDLcisteina tanto en sangre como en plasma. Estos resultados tienen l6gica
si consideramos que en sangre completa y el plasma la especie selenoDLcisteina no es la
Unica especie presente sino que existen otras especies que cumplen papeles esenciales y
enzimaticos en el organismos, sin embargo, la especie selenoDLcisteina es una de las
especies de selenio con mayor biodisponibilidad en el organismo proporcionada por la
ingesta de alimentos con alto grado de proteinas como lo son los alimentos de origen animal

(e.g., pollo, reses, huevos) (Casals et al., 2005).

3.9.7. Concentraciones de la especie selenoDLcisteina en muestras de sangre y
plasma de pacientes con leucemiay poblacién control obtenidas mediante
HPLC-ICP-MS.

En la tabla 17 se muestran las concentraciones de la especie selenoDLcisteina (media +
1DE) de pacientes con leucemia para sangre completa (PL, n =5) y plasma (PL, n =5) y
de 5 individuos sanos que conformaron la poblacion control (PC, n = 5). Para las
concentraciones de de la especie selenoDLcisteina en sangre completa de pacientes con
leucemia y la poblacion control, no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre
las concentraciones de esta especie. La media en sangre completa de (PL) resultd superior
a la media en sangre de la (PC). Por lado se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre las concentraciones de selenoDLcisteina para plasma de (PL)
y (PC). En general, se encontraron concentraciones de selenoDLcisteina mayores en

sangre completa y plasma de los pacientes con leucemia que en la poblacion control.

Es importante resaltar que la concentracion de la especie selenoDLcisteina tanto en plasma
de pacientes como en la poblacién control son diferentes, esto justifica el hecho de que los
pacientes en estudio se encuentran bajo una dieta especifica o tratamiento con selenio para
tratar la enfermedad de la leucemia, por otra parte la presencia de esta especie en plasma
de los pacientes resulta favorable en el tratamiento de la patologia, ya que la especie
selenoDLcisteina cumple importantes papeles enzimaticos y antioxidantes junto a la
selenoproteina glutation peroxidasa (GPx) para reducir los peroxidos, protegiendo asi las
membranas y otras estructuras celulares de la accién de los mismos y evitar asi la oxidacion
de las células que puedan conllevar a la aparicion de este tipo de cancer, ya que se ha
comprobado que a una concentracién mayor de selenio (ca. 40 pg.dia!) en sangre y plasma

aumenta la actividad de la glutatiébn peroxidasa en el plasma, aumentando la eficacia de
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esta selenoproteina para combatir este tipo de cancer en la sangre. Ademas, el selenio
contribuye a la respuesta inmune, garantiza una funcién correcta del sistema

endocrinoldgico e inmunoldgico (Casals et al., 2005; Hernandez, 2007).
Tabla 17. Concentraciones de la especie selenoDLcisteina encontradas en muestras de sangre completa y

plasma de pacientes con leucemia, (PL) y poblacién control (PC).
Concentracion de selenoDLcisteina (ug/L)

Poblaciéon Muestra X+ DE intervalo P valor
PL SC 171,25 + 56,5 106,7 — 242,5 < 0,05

P 106,74 £+ 11,1 96,8 — 123,1 < 0,05

PC SC 123,77 £ 16,2 97,4 — 140,9 < 0,05

P 84,96 + 6,9 76,2 -91,9 < 0,05

n=5, SC= Sangre completa, P= Plasma.

Como se ha dicho, las formas de selenio mas biodisponibles en la dieta son los
selenoaminoéacidos: la selenometionina y la selenocisteina. La selenometionina procede de
fuentes vegetales y animales, mientras que la selenocisteina proviene principalmente de
fuentes animales. Las formas inorganicas (selenatos y selenitos) los cuales no se
determinaron en este trabajo, contribuyen poco al aporte diario de este elemento en
condiciones normales y soOlo adquieren importancia cuando son utilizadas como
suplementos en dietas experimentales o en determinadas situaciones como en los
pacientes sometidos a nutricion parenteral durante un periodo largo de tiempo (Casals et
al., 2005).

Aunque la selenometionina no puede ser sintetizada en el organismo, es posible obtenerla
de la dieta. Sin embargo, es considerada como un reservorio poco regulado de selenio. El
organismo hace uso de este almacén cuando se interrumpe la ingesta de selenio. Aunque
se han sugerido otras funciones de este complejo, actualmente no se conoce que la
selenometionina tenga una funcion fisiolégica importante en el organismo. Por otra parte,
el selenio se absorbe bien por el tracto gastrointestinal, se sabe que mas del 90% de la
selenometionina, forma principal de la dieta, se absorbe por el mismo mecanismo. La
selenometionina puede almacenarse en un almacén proteico (se incorpora en las proteinas
aleatoriamente en lugar de metionina) es por ello que en el presente estudio no se obtuvo
indicios de que esta especie esté presente en sangre o plasma de las poblaciones bajo
estudio (Casals et al., 2005; Johannson et al., 2005).

En contraste, la selenocisteina constituye la forma biolégicamente mas activa y esta
estrechamente regulada. Es la forma en la que se encuentra el selenio formando parte de
las selenoproteinas y, al contrario que la selenometionina, no hay evidencia que la
selenocisteina substituya a la cisteina. De hecho, el 80% del selenio se incorpora a las
selenoproteinas en forma de selenocisteina. Sin embargo, se conoce poco sobre el
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mecanismo de absorcion de la selenocisteina. Tras la absorcion, el selenio circula en el
plasma unido principalmente a la selenoproteina P (contiene una tercera parte del selenio
plasmatico) y la selenoproteina W (contiene una sexta parte del selenio plasmético),
hallandose el resto unido principalmente a la albimina de forma no especifica, como otros
muchos micronutrientes. La biodisponibilidad de selenio depende de la absorcién intestinal
y de su conversion en una forma biolégicamente activa. Las evaluaciones de la
biodisponibilidad de selenio se basan en que, tras la absorcién, la conversién a formas
biol6gicamente activas difiere en las distintas formas quimicas de selenio. Las diferentes

formas de selenio siguen rutas metabdlicas distintas (Casals et al., 2005).

La selenometionina puede almacenarse en un almacén proteico. El catabolismo de este
almacén liberara selenio en forma de selenuro. La selenocisteina no se almacena, sino que
es catabolizada directamente a partir de la cisteina y el selenio resultante forma otra reserva
de selenio. Las formas inorganicas (selenito y selenato) se almacenan directamente en
forma de selenuro, el cual, independientemente de su origen, se utiliza para la formacion
de selenofosfato, precursor de la selenocisteina, que formara parte de las selenoproteinas.
El exceso de selenio es excretado. Si las células precisaran de los depdésitos de
selenometionina, ésta seria liberada por protedlisis, aunque, segun algunos autores, la
cantidad de selenio disponible en el organismo desde el almacén de selenometionina esta
en funcién del metabolismo de la metionina independientemente de la necesidad de selenio

del organismo (Casals et al., 2005; Rayman, 2009).

4. CONCLUSIONES

La metodologia empleada basada en la técnica de ICP-MS, para la determinacion de las
concentraciones totales de Se en muestras de sangre completa y plasma de pacientes con
leucemia presentaron valores adecuados de precision, exactitud y detectabilidad,
constituyéndose una herramienta analitica poderosa para la interpretacion clinica de los

valores de Se exhibidos por la poblacion experimental estudiada.

La concentracion de selenio total en sangre completa o plasma proporciona la indicacion

mas completa de ingesta alta o baja de selenio.

Las concentraciones de selenio en plasma o suero varian segun la localizacion geografica

de la poblacion.
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Los estudios de recuperaciéon demostraron una alta eficiencia en la extraccion de la especie
SelenoDLcisteina con un porcentaje de recuperacion dentro del intervalo permisible

analiticamente.

Los métodos desarrollados basados en la cromatografia liquida de alta resolucion acoplado
en linea con la espectrometria de masa con plasma acoplado inductivamente (HPLC-ICP-
MS) para la determinacion cualitativa y cuantitativamente en la especiacion quimica de
selenio (i.e., selenoDLcisteina y selenoDLmetionina) en matrices acuosas sencillas y
muestras reales fueron precisos y exactos, libres de interferencias y permitieron la

determinacion rapida de las especies estudiadas.
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RESUMEN

El analisis, comprension y corroboracion de resultados en matematicas ha sido de mucha dificultad para los
alumnos de todos los niveles educativos. Para disminuir esta problematica, actualmente se cuenta con
herramientas tecnoldgicas que permiten mejorar los niveles de abstraccion de esta ciencia. La presente
investigacién tiene como objetivo valorar la percepcion que tienen los estudiantes de las carreras de
ingenieria, sobre la utilidad de los softwares MatLab, GeoGebra y Maple en el estudio de Calculo Diferencial.
Otra técnica a mencionar en este estudio es, la metodologia cuali - cuantitativa, mediante la técnica de estudio
de caso. Los participantes estuvieron representados por: el profesor investigador, 30 estudiantes de primer
nivel de Ingenieria de la Universidad Técnica de Manabi. La recoleccion de datos se llevd a cabo mediante la
observacion participante del profesor en el analisis de casos y el desarrollo de ejercicios y contenidos de la
asignatura Analisis Matematico |, y una encuesta estructurada con una escala valorativa basada en cinco
indicadores. Se destacan como principales resultados que la diferencia entre los programas Matematicos
utilizados radica por el tipo y la facilidad de acceso, asi como por su nivel de confiabilidad y facilidad de
utilizacion. Lo encontrado lleva a concluir (en el contexto estudiado) que estas herramientas promueven la
comprensién concreta de las Matematicas y el desarrollo de competencias tecnoldgicas aplicadas a la
Ingenieria.

Palabras clave: Programas Matematicos, calculo diferencial, asistencia tecnologica, comprension
Matematica.

ASSISTANCE OF MATHEMATICAL SOFTWARE IN THE STUDY
OF DIFFERENTIAL CALCULATION IN ENGINEERING
STUDENTS

ABSTRACT

The analysis, understanding and corroboration of results in mathematics have been very difficult for students
of all educational levels. In order to lessen this problem, there are currently technological tools that allow
improving the levels of abstraction of this science. The objective of this research is to assess the perception
that students have of engineering careers, about the usefulness of MatLab, GeoGebra and Maple software’s
in the Differential Calculus study. Another technique to be mencioned in this study is the Qualitative-
Quantitative Methodology, through the study casa technique. The participants were represented by: the
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research professor, 30 first level engineering students from the Technical University of Manabi. The data
collection was carried out through the participant observation of the professor in the analysis of cases, and the
development of exercises and contents from the subject Mathematical Analysis |, as well as, and a structured
survey with a rating scale based on five indicators. The main results stand out that the difference between the
mathematical programs used is based on the type and the easy access, as well as their level of reliability and
easy use. The findings lead to conclude (in the context studied) that these tools promote the concrete
understanding of Mathematics and the development of technological competences applied to Engineering.

Keywords: Mathematical programs, differential calculus, technological assistance, Mathematical
understanding.

ASSISTENCIA DE SOFTWARES MATEMATICOS NO CALCULO
DIFERENCIAL EM ESTUDANTES DE ENGENHARIA

RESUMO

A analise, compreensao e colaboracdo dose resultados em matematicas aprensentam dificuldades para os
estudantes de todos os niveis educativos. Para diminuir este problema, atualmente se conta com ferramentas
tecnoldgicas que permitem melhorar os niveis de abstragdo desta ciéncia. A presente investigacdo tem como
objetivo avaliar a percepcdo que tem os estudantes das carreiras de engenharia, sobre a utilidade dos
softwares MatLab, GeoGebra e Maple no estudo do Célculo Diferencial. A metodologia qualitativa -
guantitativa, como uma técnica de estudo de caso. Os participantes foram: o professor investigador, 30
estudantes de engenharia de primeiro nivel da Universidad Técnica de Manabi. A toma de datos foi realizada
com a observagéo participativa do professor durante as analises dos casos e o desenvolvimento de exercicios
e conteudos das matérias. Analise Matematico |, uma enquete estruturada com uma escala de avaliagao
baseada em cinco indicadores foi realizada. Se destacam como principais resultados que a diferenca entre
0s programas matematicos utilizados radica pelo tipo e a facilidade de acesso, assim como o seu nivel de
confiabilidade e facilidade de utilizacdo. Os resultados levam a concluir (no contexto estudado) que essas
ferramentas promovem a compreensao concreta das matematicas e o desenvolvimento das competéncias
tecnoldgicas aplicadas a engenharia.

Palavras-chave: Programas matematicos, célculo diferencial, assisténcia tecnoldgica, compreenséo
matematica.

1. INTRODUCCION

Para un estudiante de ingenieria, la matematica constituye un recurso basico para el disefio
y desarrollo de soluciones que los aplicara en situaciones propias de la profesion; esta
proporciona medios de calculo, desarrolla el pensamiento sistémico, l6gico, sistematico y
heuristico; por lo que el docente debe propiciar un aprendizaje significativo, esta obligado
a convertirse en un facilitador y disefiador de situaciones de aprendizaje, a buscar
herramientas que permitan la utilizacion de tecnologias para crear y proporcionar un
ambiente de trabajo dinamico e interactivo, cambiar las metodologias de trabajo para la
ensefianza y el aprendizaje, desarrollar habilidades del pensamiento propias del area de

matematica y mejorar el aprendizaje (Cuicas, Debel, Casadei, & Alvarez, 2007).

En el area de las matematicas y de manera concreta en el Calculo Diferencial, la

incorporacion de las TIC como recurso didactico en el aula, permite demostrar que muchos
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procedimientos mecanicos que el alumno desarrollaba en papel pueden ser llevados a cabo
de manera automatizada, a través de diversos tipos de dispositivos, de tal forma que pueda
enfocarse en los algoritmos procedimentales, asi como en el analisis, control y evaluacion
de los resultados obtenidos, que en operaciones y procesos matematicos elementales.

Debe destacarse que existe una gran variedad de software que ofrecen no solo la
posibilidad de desarrollar problemas matematicos, sino también Gtiles como recursos del
docente para la comprobacion y evaluacion de procedimientos y demostraciones en clases;
para efectos de esta investigacion se consideran los utilizados en el Instituto de Ciencias
Bésicas de la Universidad Técnica de Manabi - Ecuador: Matlab, Geogebra y Maple; por
ejemplo, a través de varios experimentos en GeoGebra, se demuestra que brinda
posibilidades a los estudiantes en el desarrollo de la intuicion a través de la visualizacion
de los procesos matematicos, permitiéndoles explorar una variedad de tipos de funciones

mediante conexiones entre las representaciones simbdlicas y visuales (Zakaria & Lo, 2012).

Si bien Matlab, Geogebra y Maple obtienen rapidamente la resolucion de problemas
matematicos, esto no significa que el estudiante deba excluir el conocimiento del algoritmo
procedimental llevado a cabo para realizar el célculo. Este aspecto tiene una mayor
importancia cuando la aplicacién de las derivadas en problemas de optimizacién recoge la
modelizacion de un fenémeno donde las variables tienen un significado cientifico

determinado y el comportamiento de la funcién en los puntos criticos y de inflexion.

La aplicacion de estos softwares permite obtener salidas de calculos complejos de manera
rapida y exacta. La finalidad de este trabajo consiste en valorar la percepcién que tienen
los estudiantes de niveles iniciales de las carreras de ingenieria, sobre la facilidad de
acceso, confiabilidad, comprension, apoyo en el procedimiento y preferencia de los
software: MatLab, GeoGebra y Maple en el estudio de Calculo Diferencial, el analisis de las
posibilidades que ofrece la derivada como herramienta para el estudio del comportamiento
de funciones y sistemas dinamicos en el campo de la ingenieria, constatando las ventajas

e inconvenientes que ello supone, producto de las experiencias obtenidas con su aplicacion.

2. METODOLOGIA

Para el desarrollo de la investigacion cuanti-cualitativa, se procedio a escoger como método
de indagacién el estudio de caso para describir y analizar a profundidad la situacion a la
que se enfrentan los estudiantes. Para dar respuesta a la pregunta de investigacion se
seleccioné como poblacion al grupo de 30 estudiantes del primer nivel de las carreras de

ingenieria del Instituto de Ciencias Basicas de la Universidad Técnica de Manabi. La
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innovacion educativa consistiéo en la utilizacion de los tres softwares: Maple, MatLab y
GeoGebra en el desarrollo de los mismos ejercicios de Calculo Diferencial. Para reforzar el
desarrollo de competencias, el docente investigador apoyo permanentemente el uso de los
mismos. Para lograr el objetivo se consideraron cinco indicadores: a) acceso al software,
b) apoyo en el procedimiento del ejercicio, c) confiabilidad en los resultados, d) comprension

y e) preferencia en la utilizacién.

Para la presente investigacion se utilizd6 como técnica para recoleccion de datos la
encuesta, la cual busco indagar en los estudiantes la manera como se desarrollaron los
ejercicios de calculo diferencial con el uso de cada uno de los softwares, la bitacora para el
registro de observacion y de actividades académicas del docente y el analisis de
documentos significativos como trabajos realizados por el estudiantado en clase, tareas y
resolucién de talleres individuales y grupales que sirvieron de soporte para evidenciar los

efectos de las herramientas en el aprendizaje y el desarrollo de la competencia matematica.

2.1. Desarrollo

2.1.1. Los softwares educativos

Un factor importante a considerar en la formacion de los estudiantes es el aprendizaje,
aspecto que en los actuales momentos se considera en relacion a la utilizacion de la

tecnologia aplicada a la educacion.

Los educadores han encontrado un mundo de posibilidades para el desarrollo de su
practica docente a través de la integracion de las nuevas tecnologias como un recurso mas
en el proceso educativo, que les ha permitido promover y facilitar la actitud participativa y
creadora de los alumnos, la ensefianza individualizada, el aprendizaje interactivo, la
insercion de nuevas metodologias apoyadas por computadora, o que ocasiona una
verdadera transformacion en el proceso al ceder el papel protagénico al alumno (Laz & Laz,
2015). De aqui la importancia de una formacion permanente del docente, con actitud de
apertura y de aprendizaje. El docente de hoy debe educar de manera diferente a la que
aprendi6é en su época, que entienda y trabaje con y para las nuevas generaciones con la

finalidad de incrementar la calidad de la educacion.

Las expresiones software educativo, programas educativos y programas didacticos como
sinbnimos para designar genéricamente los programas para ordenador creados con la
finalidad especifica de ser utilizados como medio didactico, es decir, para facilitar los

procesos de ensefianza—aprendizaje; pueden realizar las siguientes funciones: informativa,
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instructiva, motivadora, evaluadora, investigadora, expresiva, metalinguistica, ludica e

innovadora (Marqués, s/f).

Los catalogos de software educativo suelen agrupar los programas bajo areas curriculares:
matematica, idiomas, ciencias sociales, ciencias naturales, musica, etc. adicionales se
encuentran los juegos de ordenador, de las enciclopedias, los multimedios sobre cine, arte,
musica programas de simulacién, programas de realidad virtual, entre otros; por eso cada

vez se hace mas amplio el propio concepto (Gros, s/f).

(Squires & Mcdougall, 2001) proponen un nuevo paradigma para reflexionar sobre el
software educativo que lleva un enfoque de la seleccion de los mismos intimamente
relacionado con su empleo, haciendo hincapié en consideraciones educativas como las
interacciones en el aula, las teorias de los procesos de aprendizaje y las cuestiones
curriculares; de la misma manera, se debe aprovechar la rapidez y exactitud de los calculos
del software, tanto para ahorrar tiempo en verificar los resultados, como para programar
secuencias que permitan observar el proceso de construcciéon de un concepto (Cuicas,
Debel, Casadei, & Alvarez, 2007).

2.1.2. Matlab, Geogebra y Maple: recursos para el aprendizaje de calculo
diferencial.

Las ciencias exactas y las de computacion se asocian por la utilizacién de procedimientos
y algoritmos que permiten su aplicacion en las diversas areas cientificas y de gestion del
mundo contemporaneo, para la creacion de soluciones Optimas que cumplan con
requerimientos especificos de un problema, de manera concreta en ingenieria, generando
la implementacion de software orientados a la automatizacion de procesos matematicos,
asi como en campos especificos como el calculo diferencial, area fundamental en las
carreras de Ingenieria y Economia, por lo que la incursion de las TIC en los procesos
educativos requiere metodologias que permitan relacionar adecuadamente los aspectos

pedagdgico y didactico con el tecnolégico (Pazos, Tenorio, & Ramirez, 2015).

Por lo anteriormente descrito, un docente de matematica debe incorporar en su gestion de
aula el uso de herramientas did4cticas — cientificas, entre ellos los softwares matematicos:
MatLab, GeoGebra, Maple, entre otros. Toro (2007) manifiesta que, los docentes de esta
area deben adquirir sélidos y extensos conocimientos acerca de las nuevas tecnologias de
informacion-integracion de las diferentes morfologias de la informacion: imagen, sonido,
texto, computacion grafica, simbodlica y numérica; debemos ser expertos en ensefar la

lectura de la imagen y no sélo de textos.
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Adicional a la seleccion correcta del recurso, es necesario relacionarlo con los contenidos
asumidos en el programa curricular de la asignatura; a efectos del presente estudio, de
Andlisis Matematico I, donde se destacan: Analisis de funciones, que comprende el estudio
del comportamiento (dominio, rango y grafica) de las funciones reales de una sola variable.
Aproximacion a la idea de limites en el estudio del comportamiento de los valores de una
funcion. Calculo diferencial: pendiente de una recta tangente, la razén de cambio y
crecimiento o decrecimiento, y Aplicaciones de las derivadas en las variaciones de cambio,
extremos locales y problemas de optimizacion. De tal manera que el software contribuya

significativamente en el proceso educativo.

2.1.2.1. Software MATLAB
MATLAB, acrénimo de la expresion MATrix LABoratory, considerado un lenguaje técnico
de computacion (Figura 1), programa interactivo que cuenta con instrucciones, comandos,
funciones, algoritmos (scripts), objetos basicos con los cuales opera, denominados

matrices.

P 1 QTLAB(@ R2010a

The Language of Technical Computing

Version 7.10.0.499 (R2010a)
64-bit (win64)

February 5, 2010
License Number: 161051

0. The MathWorks, Inc. Protected by U.S. and international
nathworks.com/patents. MATLAB and Simulink are registered
r.mathworks.com/trademarks for a
list of additional trademarks. Other product or brand names may be trademarks
or registered trademarks of their respective holders.

; } The MathWorks ™

Figura 1. Cuadro de didlogo de informacion inicial de MATLAB. Fuente: software MatLab.

Entre las principales caracteristicas, destaca el calculo numeérico con precision, exactitud y
rapidez; permite el uso de lenguaje simbdlico matematico, disefio Yy visualizacién de
graficas avanzada, maneja un lenguaje de alto nivel que aplica programacion estructurada
y orientada a objetos, posee un soporte basico para disefio de interfaz gréafica (graficos de
funciones) y una considerable cantidad de libreria de funciones para automatizar
procedimientos y algoritmos aplicados desde el pre calculo: analisis de funciones reales de

una variable de cualquier tipo, evaluacién de limites hasta el calculo de derivadas explicitas
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e implicitas (Figura 2) asi como de orden superior, ademas del calculo de integrales no

definidas y definidas.
* MATLAB 7.10.0 (R2010a}
File Edit Debug Parallel Desktop Window Help
S|4 M@ | drf B | @ | curent Folden| Clsers\Wsuario\Documents\MATLAB ][] @
: Shortcuts ] How toAdd ] What's New
Current Folder 0O 2 % Ccmmfnd History
Lt ~|PB syms % y

f=y*sin (2%} -x*Gas 24y}
FeypTima=-diff (£, =) /Aif(E, V)
cle

syms Xy

Foy*sin (2%} —xkcas 24y}

YPTina=-diff (£, ) /difE (L, Y}
“-subs (yprima, [x v, [pi/2 Pi/41}

>> syme x y
>> fyksin{2¥x)-xkcas (2+y)

5=

y*sin(2%x) - x*cas(2%y)

>> yprina=-Siff(f,x)/diff (£, v}

yprina =

(cas(2*y} - Z*y*cas(2*X})/ (SID(Z*X} + Z¥X*SIN(2*Y})

>> subs (yprima, [ v], [pi/2 pi/al}

0.5000

£ >> |

Figura 2. Ventana de ventana de MatLab.

2.1.2.2. Software GEOGEBRA
Geogebra, acrénimo de Geometria y Algebra, ofrece la vista grafica (geométrica) y
algebraica de cada objeto matematico que se introduzca; es decir, se establece un vinculo
bidireccional constante, (Figura 3). Ademas, cuenta con otras formas de representacion:

vista de hoja de calculo y la vista CAS en donde se puede introducir.

Archive Edila Visia Opcicnes t Ventana Ayuda Abrir sesién

iz ol =1 el s el E) =4
B EEE)S RN EE d
} Vista Algebraica } Vista Grafica 5]
Conica
® o (x+01P+(y-244y=
Funcién mutlivari

—2y cos (!
2x sen(2

Punte A
@ A=(04,244)

® B=(14,168) (

-® a(xy) =

N~

<
Entrada| f e

Figura 3. Ventana principal de trabajo de

GeoGebra. Fuente: software GeoGebra
Una caracteristica sobresaliente de este programa matematico, esta dada en lo expuesto
por (Hohenwarter & Hohenwarter, 2009) esta multiplicidad permite apreciar los objetos
matematicos en tres representaciones diferentes: grafica (como en el caso de puntos,
gréficos de funciones), algebraica (como coordenadas de puntos, ecuaciones), y en celdas

de una hoja de calculo. Cada representacion del mismo objeto se vincula dinAmicamente a
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las demé&s en una adaptacion automatica y reciproca que asimila los cambios producidos

en cualquiera de ellas, mas alla de cual fuera la que lo creara originalmente.

Archive Edita Vista Opciones Heramientas Ventana Ayuda Abrir sesion
RN AR <
] 5 ) s e P = =
¥ Visla Algebraica = X|» vista Grafica
Funcion multivariable
=2y cos(2x) +cos(2y)
@ a(uy) = 2x sen{2y)+ sen(2x)
K |
4 3 2 10
Enhada:|Derivadalmplicih(ysen{Zx)-xcostzy)) :‘ [ ]

Figura 4. Ventana algebraica de GeoGebra Fuente: software GeoGebra.

Geogebra contiene mudltiples herramientas pedagodgicas que permite al docente y
estudiante realizar demostraciones aplicando construcciones de geometria dinamica, cuyos
objetos se reconfiguran al realizar algin evento o modificacion de manera manual o
automatica ademas de la automatizacion de procedimientos en algebra y célculo diferencial
e integral (Figura 4).
2.1.2.3. Software MAPLE

Maple es un acrénimo en inglés de MAthematical PLEasure, considerado como un lenguaje
de calculo simbdlico potente. Su principal caracteristica radica en la capacidad de realizar
calculos simbdlicos; es decir, operaciones similares a las que se llevan a cabo, por ejemplo
cuando, intentando realizar una demostracion matematica se despeja una variable de una
expresion, se sustituye en otra expresion matematica, se agrupan términos, se simplifica,
se deriva y/o se integra, etc. (Cujo, 2003).

Maple esta constituido por un conjunto de opciones y barras de herramientas que permiten
implementar acciones en una interfaz amigable y de facil manejo, para ello utiliza librerias,
funciones e instrucciones de la programacion simbdlica obteniendo soluciones analiticas
efectivas en problemas matematicos al calcular limites, derivadas (Figura 5) e integrales

de funciones reales de una variable, e inclusive en la solucién de ecuaciones.
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Figura 5. Ventana principal de trabajo de Maple. Fuente: software Maple.

También se lo considera como un paquete de Algebra Computacional que permite usar
sofisticados métodos matematicos (simbdlicos, numéricos, graficos, etc.) para resolver
problemas triviales y no triviales, los procedimientos de céalculo simbdlico o cientifico” (Cujo,
2003), es decir, que permite al usuario desarrollar expresiones matematicas que utilizan
funciones, variables y operadores sencillos pero de precision y exactitud en la obtencion de
resultados.

Calculo 1 - Métodos de Diferenciacion
Archivo Editar Definicién de Regla Aplicar Regla Reglas Entendidas Ayuda

Ingresar una funddn

Fundidn sin{x)*cos(3%x) Variable x Iniciar
d
—(sin(x) cos(3x])
i
d 3y 3
= [—5 n(x) ‘ cos(3x) + sin(x) [—505(3,‘() |
dx J be )
d 3
= [—5 n(x) ‘ cos(3x)
dx J Mostrar Sugerendas Obtener Sugerenda
+ sin(x) [
d N
X Constante Identidad
+ 3 simix [
d Constantes Mdltiples
= [ == Suma Diferenda
dx
Producto Codiente
+3
Potendia Regla de la Cadena
= [lg Integral Reescribir
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= cos(x) cos(3x) -3 sin{x) sin(3 %) Exponendal Logaritmo Natural
<trig> w | <hyperbolic> v
<arctrig> w | <archyperbolic > v

Deshacer Siguiente Paso Todos los Pasas Cerrar

Figura 6. Ventana Tutor de Maple. Fuente: software Maple.

Cuenta con herramientas llamadas tutores que dan soporte al usuario en el procedimiento
algebraico al calcular un limite, una derivada o una integral, siendo esta una caracteristica
sobresaliente para comparar algoritmos y resultados en la solucién de ejercicios concretos,
concordando con lo expuesto por (Addlink Software Cientificos, 2014) “Maple incluye

tutores paso a paso que permiten a los estudiantes practicar la integracion, diferenciacion,
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encontrar limites y otros” de esta manera la (Figura 6), muestra el tutor de diferenciacion
para calcular una derivada, seleccionando la regla de diferenciacion a emplear, visualizar

paso a paso con la regla aplicada o todos los pasos a la vez con el resultado obtenido.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las encuestas aplicadas a los estudiantes del Instituto de Ciencias
Basicas de la Universidad Técnica de Manabi son analizadas y agrupadas por los
indicadores que se muestran:

3.1. Acceso al software matematico

La tabla 1 demuestra que el 56 % de los estudiantes prefiere GeoGebra y lo denomina
como el software de mayor facilidad de acceso, ya que es un utilitario libre, que se puede
descargar desde la pagina web sin costo alguno y en diferentes dispositivos como laptop y
smartphone; en los actuales momentos de facil acceso para estudiantes y docentes de

diferentes condiciones socio econémicas.

De acuerdo con lo observado por el docente en relacion a este aspecto, los estudiantes, a
pesar de la dificultad para obtener acceso al uso de los programas MatLab y Maple, ya que
se requiere licencia o el uso de un demo que caduca en un tiempo limitado, pudieron
instalarlos en sus dispositivos, lo que generdé cambios en el cronograma de actividades
programadas; asi como cierta desmotivacion en los estudiantes al utilizar mecanismos poco

apropiados para conseguirlos.

Tabla 1. Acceso al Software matematico.

MATLAB GEOGEBRA MAPLE18

ALTERNATIVAS DE RESPUESTAS 2010
% % %
a) Muy fécil 8 56 12
b) Facil 20 20 16
0) Ni facil ni dificil 36 16 48
d) Dificil 24 4 20
e) Muy dificil 12 4 4
Total 100 100 100

Elaborado por: Investigadores.
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Aspecto que concuerda con lo indicado por (Zakaria & Lo, 2012), cuyos resultados de su
investigacion determinaron que no solo los estudiantes encontraron aspectos
motivacionales de aprendizaje a través de GeoGebra, los docentes también tienen
percepciones positivas del uso de la herramienta sugiriendo que debe usarse como una
alternativa valida en los procesos de ensefianza y aprendizaje de las mateméticas.

Estos resultados, basados en la experiencia de los estudiantes; después de haber utilizado
las tres herramientas, afirman que GeoGebra no solo es una herramienta de facil acceso
sino amigable por su interfaz, por su capacidad de almacenamiento y exactitud de
resultados.

3.2. Apoyo del software en el procedimiento de ejercicios

La tabla 2 evidencia que en relacién al apoyo que brinda el software al estudiante con el
procedimiento algebraico del ejercicio, el de mayor aceptacion corresponde a Maple con la
calificacion de excelente (32%) a muy bueno (44%); mientras que MatLab, va de muy bueno
(20%) a bueno (36%), y GeoGebra va de bueno (40%) a regular (44%), confirmando que
visualizar los procesos, permitir la posibilidad de comparar, deducir, verificar, rectificar, se
constituye en un elemento importante de apoyo y motivacién para el aprendizaje; asi Maple,
para fines didacticos, permite observar los pasos de derivacion, lo que se logra cargando el
paquete Student [Calculusl] seguido de la orden DiffTutor, accibn que permite ver, en una
ventana secundaria, los pasos de derivacion de uno a la vez, o todos juntos hasta obtener
el resultado final. También se puede indicar qué forma de derivacion utilizar, de no hacerlo
el programa derivara por defecto. (A.Co & Panella, 2014)

Este aspecto concuerda con la apreciacién del docente observador, cuando al indicar una
tarea, estos lo podian desarrollar con mayor eficiencia utilizando Maple, ya que este
programa cuenta con el apoyo paso a paso en la resolucion de ejercicios matematicos,

como el célculo de un limite o derivada de una funcién.

Tabla 2. Apoyo del software matematico en el procedimiento del ejercicio.

ALTERNATIVAS DE RESPUESTAS MATLAE 2010 GEOGEBRA MAPLE18
% % %
a) Excelente 28 00 32
b) Muy Bueno 20 12 44
C) Bueno 36 40 20
d) Regular 16 44 4
e) Insuficiente 0 4 0
Total 100 100 100

Elaborado por: Investigadores.
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3.3. Confiabilidad en los resultados

Segun la tabla 3, el 56 % de los estudiantes de ingenieria manifiesta que MAPLE 18 es el
software de mayor confiabilidad en los resultados de los ejercicios matematicos. Es
necesario recalcar que los encuestados han utilizado los tres software en el desarrollo de
los mismos ejercicios que involucran procesamiento de funciones reales de una sola
variable, limites y derivadas, aspectos que les ha permitido comparar procesos y resultados
en los mismos; ya que Maple 18, cuenta con una interfaz grafica que apoya introducir
expresiones matematicas (analisis y notificacion de errores), mostrar las expresiones,
gréficas de funciones, y la ayuda de otros usuarios que estan conectados con el sistema.

(Shingareva, Lizarraga, & Ochoa, 2014)

Estos resultados ratifican que a pesar que las herramientas analizadas son muy potentes y
al alcance de los estudiantes; al momento de discriminar resultados precisos Maple 18 se
ubica como el mejor por realizar el procesamiento de la informacion de manera similar a lo
realizado manualmente, cuando se ejecutan calculos matematicos analiticos, mientras que
los programas matematicos tradicionales requieren valores numéricos para todas las
variables, Maple mantiene y manipula los simbolos y las expresiones que permiten obtener
soluciones analiticas exactas de los problemas mateméaticos, por ejemplo: se puede

calcular limites, derivadas e integrales de funciones, entre otros.

Tabla 3. Confiabilidad en los resultados.

MATLAB 2010 GEOGEBRA MAPLE18
ALTERNATIVAS DE RESPUESTAS

% % %
a) Muy confiable 48 52 56
b) Confiable 44 44 36
c) Poco confiable 8 4 8
d) Nada confiable 0 0 0
Total 100 100 100

Elaborado por: Investigadores.
3.4. Comprensioén del ejercicio matematico

La tabla 4 demuestra la comprension que logran los estudiantes al momento de utilizar una
herramienta tecnolégica en el desarrollo de un ejercicio de calculo matematico, como es la
derivada, ubicandose con el 56% el software GeoGebra y con el 52 % Maple. Se asume

gue los factores que intervienen en el desarrollo de la comprension esta dada segun
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(Cuicas, Debel, Casadei, & Alvarez, 2007) por el empleo de una metodologia que incorpora
situaciones de aprendizaje creadas de manera intencional, donde se usa el software Maple
como herramienta cognitiva; las asignaciones deben contener como objetivo comprometer
al alumno en el aprendizaje de procedimientos (habilidades, cognoscitivas vy

metacognitivas) mientras construyen el conocimiento.

Lo descrito corrobora la importancia de contar con una herramienta de apoyo que lleve al
aprendiz a analizar paso a paso e inferir el porqué de los resultados, constatar, comprobar
y corregir de ser necesario mediante un proceso permanente de retroalimentacién; es decir
gue le permite contar con un tutor adicional al docente; indicador confirmado en diversas
trabajos individuales y grupales realizados tanto asistidos por el docente observador como

en trabajos autonomos.

Tabla 4. Comprensién del ejercicio matematico.

MATLAB 2010 | GEOGEBRA | MAPLE18
ALTERNATIVAS DE RESPUESTAS
% % %
a) Excelente 32 56 52
b) Muy Bueno 36 20 36
c) Bueno 12 20 4
d) Regular 20 4 8
e) Insuficiente 0 0 0
Total 100 100 100

Elaborado por: Investigadores.

3.5. Preferencia en la utilizacion

La tabla 5 evidencia que en relacién a la preferencia que poseen los estudiantes para
utilizar un determinado software al momento de resolver un ejercicio de derivadas esta el
GeoGebra con la alternativa de mucho con el 52%; seguido de Maple con el 44%, y por
ultimo MatLab con el 40%. De estos resultados, es necesario destacar que un considerable

namero de estudiantes manifiestan nada de preferencia tanto por Matlab como por Maple.

De acuerdo con la experiencia de los autores, los estudiantes prefieren lo que les resulte
un verdadero apoyo didactico para despejar dudas al momento de resolver los ejercicios
matematicos; aspecto que es confirmado por estudiosos sobre el tema cuando indican que

entre las posibilidades que debe ofrecer un software estan: favorecer los procesos
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inductivos y visualizacion de conceptos, permitir comparar, verificar, conjeturar y refutar
hipotesis; tener un laboratorio de calculo; individualizar el proceso de ensefianza-
aprendizaje; servir como elemento de motivacion y como instrumento generador de
problemas mateméaticos y facilitar la comprensién y aprendizaje de los contenidos
programéticos (Balderas, 2005), (Queralt, 2000), (Galdo & Cocifia, 1998), (Orellana, 1999)

Tabla 5. Preferencia en la utilizacion.

MATLAB 2010 | GEOGEBRA | MAPLE18
ALTERNATIVAS DE RESPUESTAS
% % %
a) Mucho 40 52 44
b) Poco 48 48 40
c) Nada 12 0 16
Total 100 100 100

Elaborado por: Investigadores.

4. CONCLUSIONES

Una vez realizada la investigacion, tomando como referencia la experiencia de los
estudiantes al utilizar los tres softwares matematicos aplicados en actividades de Calculo

Diferencial; se puede arribar a las siguientes conclusiones:

Cada una de las herramientas tiene sus caracteristicas que permiten a los estudiantes
mostrar sus preferencias; asi: GeoGebra es el de mayor facilidad de acceso que permite
establecer relaciones geométricas con modelos algebraicos. De la misma manera, se ubica
en primer lugar cuando se requiere obtener mayor comprension de lo que se esta haciendo,

dado a la metodologia intencional para el aprendizaje con la que cuenta.

Maple se ubica como el software de mayor aceptacion cuando el estudiante requiere de
apoyo para el procedimiento del ejercicio, asi como en la confiabilidad de los resultados

obtenidos.

De manera general GeoGebra se ubica por encima de Maple y MatLab al momento de
determinar la preferencia general de los estudiantes, lo que permite inferir que ellos optan
por lo que les resulte un verdadero apoyo didactico para despejar dudas al momento de
resolver los ejercicios de Célculo Diferencial.

74 ISNN 2588-0764 REVISTA BASES
DE LA CIENCIA



Asistencia de Softwares Matematicos en Calculo Diferencial en Estudiantes de Ingenieria

Para el logro de las metas educativas, los docentes deben considerar las apreciaciones de
los estudiantes, aspecto que evidencia sus estilos de aprendizaje y que se convierte, desde
el punto de vista de los autores, en apoyo fundamental, al momento de escoger los recursos
didacticos para desarrollar las clases; sin embargo, se abre la posibilidad de investigar la
opinién de los docentes, para entre ambas preferencias, encontrar un punto de relacién y

con seguridad mejores resultados en la formacion integral de los estudiantes.
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RESUMEN

Mediante el uso de Microsoft Excel el siguiente trabajo examina las tablas de multiplicar desde una perspectiva
distinta, con un método sencillo para encontrar la secuencia de los nimeros primos en la linea continua de
los nimeros naturales (N), y asi luego se identifican graficamente los nimeros que cumplen con la Conjetura
de Goldbach, al realizar una triangulacion con lineas que unen la series de los N y N?; siendo la notacion:
N? el cuadrado de los niimeros naturales. A continuacién, se trazan diagonales paralelas a las sucesiones
N2y —NZ Ginicamente en cada elemento primo (N*) de la linea de los N y asi se obtienen intersecciones que
cumplen con la conjetura fuerte de Goldbach. Se aplican férmulas para calcular el nimero minimo de
intersecciones que se generan en un conjunto de los N” consecutivos. Asi mismo, para obtener la conjetura
débil de Goldbach, se puede usar el gréafico ya antes mencionado, y se emplean formulas combinatorias. Este
método permite identificar el intervalo de afectaciébn que tiene un elemento primo en la secuencia de los
naturales y modelar una linea continua, que revela un grafico similar al que se conoce como cometa de
Goldbach.

Palabras clave: Grafico, nUmeros primos, conjetura de Goldbach.

PRIME NUMBERS; GRAPHIC METHOD OF THE GOLDBACH
CONJECTURE

ABSTRACT

By the use of Microsoft Excel the following work examines the multiplication tables from a different perspective,
with a simple method to find the sequence of the prime numbers in the continuous line of the natural numbers
(N), and then we can graphically identify the numbers that comply with the Goldbach Conjecture, when making
a triangulation with lines that join the series of the N and N2, in this article the notation: N? is the square of the
natural numbers. Next, diagonals are drawn parallel to the sequence N2 and—N? only in each prime element
(N") of the line of the N and thus intersections are obtained that meet the strong conjecture of Goldbach.
Formulas are applied to calculate the minimum number of intersections that are generated in a set of
consecutive N”. Likewise, to obtain the weak Goldbach conjecture, the aforementioned graph can be used,
and combinatorial formulas are used. This method serves to identify the range of affectation that a prime
element has in the sequence of the natural numbers, and to model a continuous line, which reveals a graph
similar to what is known as Goldbach's comet.

Key words: Graph, prime numbers, Goldbach conjecture.
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Ing. Yandry Intriago Delgado

NUMEROS PRIMOS; METODO GRAFICO DA CONJECCAO DE
GOLDBACH

RESUMO

Utilizando Microsoft Excel o seguinte trabalho examina as tabuadas de multiplicacdo desde uma perspectiva
diferente, com um método simples para encontrar a sequéncia dos nimeros primos na linha continua dos
nameros naturais (N), e entdo, se identificam graficamente os nimeros que cumprem com a Conjetura de
Goldbach, quando se realiza uma triangulacdo com linhas para unir as séries dos N e N?, sendo a notacao:
N? o quadrado dos numeros naturais. Em seguida, as diagonais sdo desenhadas paralelamente as
sequiéncias N*e —N? somente em cada elemento primo (N") da linha do N e, assim, sdo obtidas intersecées
gue cumprem a Conjetura forte de Goldbach. As formulas séo aplicadas para calcular o nimero minimo de
intersecdes que sdo geradas em um conjunto de N’ consecutivos. Da mesma forma, para obter a Conjetura
fraca de Goldbach, o grafo acima mencionado pode ser usado, com férmulas combinatérias. Este método
permite identificar o alcance de envolvimento que um elemento primo tem na sequéncia dos naturais e
modelar uma linha continua, o que revela um gréfico similar ao que é conhecido como cometa de Goldbach.

Palavras-chave: Grafico, nimeros primos, conjetura de Goldbach.

1. INTRODUCCION

Mediante el uso de nimeros primos (N") acomodados en un esquema grafico, se demuestra
la forma que posee la Conjetura de Goldbach para los 94 primeros N’. Debido a la
complejidad de abordar este tema con el uso de mateméaticas avanzadas, se cred este
sencillo método visual que permite tener una perspectiva distinta de la hipotesis que formuld
Christian Goldbach, quien aseveré que: “Todo numero par se puede representar como la

suma de 2 numeros primos”.

Para este procedimiento, se toma como referencia la secuencia infinita de los nimeros
naturales (N), que se relacionan con la sucesion de los (N?) dentro de una especie de tabla
de multiplicar. Al tomar Unicamente los elementos primos, resultan intersecciones que son
proyectadas en la linea de los numeros pares (N,). Mediante un calculo analitico se obtiene
como resultado la cantidad de intersecciones existentes para un determinado elemento primo
evaluado. De acuerdo a la distribucion resultante, el crecimiento de N al infinito, refleja que
mientras mayor valor numérico posea el N, evaluado, existiran mas combinaciones de N’

gue formen dicho elemento par.

Incontables mentes brillantes han abordado esta temética, algunos de ellos le dan un enfoque
distinto; como se lo hace en: The Number Mysteries (du Sautoy, 2010) y “La Soledad de los
Numeros Primos” (Giordano, 2010). Otros autores, apegados al rigor matematico; analizan
la distribucion para numeros pares extremadamente grandes, utilizando algoritmos

complejos, que demuestran que la conjetura es valida. En mayo de 2013, se publicd un
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articulo en el cual se demostraba la llamada conjetura débil de Goldbach, la cual asevera
que: “Todo numero impar se puede expresar como la sumatoria de 3 numeros primos”,
(Helfgott, 2013).

2. NUMEROS PRIMOS

Un nimero es primo cuando es un numero natural mayor que 1; que solo tiene dos divisores
naturales: el propio numero y el 1. (Maor, 2006). Los numeros naturales N estan formados

por: numeros pares (Np o 2N) y numeros impares (Ni).

N = Np UNi (1)
Los Ni estan formados por los nUmeros compuestos impares (Nci) y los numeros primos
(N).

Ni = Nci UN" (2)

Se tomara en cuenta la tabla de multiplicar mostrada en la figura 1:

5 110|15|20 | 25
4 | 8 12|16 | 20
3|6 |9 (12|15
2|4|6 8|10
112 |3 )|4)|5

Figura 1. Tabla de multiplicar convencional.
A continuacion, se trazan 2 lineas, una que corresponde a la secuencia numérica infinita N
(N +1) ;(N+2) ;(N+3) ;(N+4);;...; 00 y la otra, corresponde a la diagonal con pendiente

positiva: N2 ;(N +1) 2;(N+2) 2 ;(N+3) 2 ;(N+4) 2;; ...; oo como se representa en la figura 2:

%‘J.‘. -
-5\”"\ 16| 20
1'~\

A 9 12| 15

'1.‘-.@‘
m.‘(:xxh 4 6 8 10
7 1 2 3 a4 5
NN +1) (N+2) ;(N+3) ;(N+4);; ..; o0

Figura 2. Tabla de multiplicar modificada de secuencia N y N2,

Esta distribucion sigue la secuencia de las tablas de multiplicar, en este caso; el 5to elemento

(tabla del 5). Tal como se muestra en la figura 3:
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Fila 5 55 >
Fila 4 1 2jc>
e 5 |[1k [ 15
Fila 2 e 1'53
Fila 1 1|l [[3]]] 5’ |

Figura 3. Tabla de multiplicar modificada.

A partir de la fila 2 se encuentran los nimeros compuestos, los impares que constan dentro
de esta delimitacién no son nimeros primos. Para poder delimitar cual es, y cuél no es primo;
usaremos el método de eliminacién en la secuencia N; realizando asi, una especie de criba

de Eratéstenes Acido.

49 | 56 | 63

36 | a2 | a8 | sa
Fila 5 25 | 30 | 35 | 40 | a5
Fila 4 16 | 20 | 24 | 28 | 32 | 36
Fila 3 o |12 |15 |18 | 21 | 24 | 27
Fila 2 4 | 6 | 8 |10 |12 | 14 | 16 | 18
Fila 1 1|l 2|3 | a|ls|e6|7|8]|6s

Figura 4. Definicién de nimeros compuestos en el gréfico.
2.1. Triangulacién

Este método de identificacion de nimeros compuestos se basara en el uso de 2 tipos de

triAngulos: triangulo rectangulo y triangulo isésceles

2.1.1. Triangulo rectangulo

V.

/0
Aas |s6 | 63 | 70 |7
,4 42 |48 | 54 | 60 | 6

/o °
A 25 30 35 40 45 50 5

/4 20 | 24 | 28 §32 | 36 | 40 | 4

/o ¢ o
9 12 | 15 | 18 [ 21 3§24 | 27 | 30 | 3

//4 6 8 10 12 | 14 j§16 | 18 | 20 | 2

/]

/123456780101

Figura 5. Método del triangulo rectangulo.

Los numeros que estén dentro del triangulo y sobre la segunda fila se excluyen de la
secuencia N. En la figura 5. los numeros impares: 9, 15, 21, 25, 35,49; fueron eliminados de
la secuencia de los naturales; por lo tanto, los Ni que no constan a partir de la fila 2 son

elementos primos. En este tipo de triAngulo se evalla la secuencia numérica entre N y N2 en
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las diagonales desde 1 hasta N por el lado de la secuencia N; y desde 1 hasta N? (en la

secuencia N?); Ejemplo para N =7 entonces; N2 =49.

2.1.2. Triangulo isOGsceles

/’49‘% 63|70 |77 |84 |91 98|
44 22 4 | 60 | 66 | 72 | 78 | 84
]
lé 30 ||35 | 40 \}\‘EO 55 | 60 | 65 70|
N
/4 20 | 24 ||28 | 32 35\qg4\ 48 | 52 | 56
1/9 12 | 15 | 18 |21 | 24 [ 27 30\3*5\39 4z|
N
//46 8 |10 12 L1a | 16 | 18| 20 | 22 [aMNgs | 28

1 2 3 4 S 6’7 8 o | 10 11 | 12 | 13 4

Figura 6. Método del triangulo isosceles.

Si se suma en la secuencia de los naturales (base del triangulo de la figura 6) los nUmeros
impares del 1 al 13, da como resultado el nimero 49; que es multiplo de 7, con esto se deduce
que: 13 es el séptimo impar. Ejemplo 1. Se suman los impares consecutivos hasta llegar al
impar que se esta evaluando: 1+3+5+7+11+13 = 49,

La suma de los numeros impares consecutivos desde el 1 hasta el impar (Ni) que se evalle,
siempre es un elemento de la secuencia N? cuya raiz cuadrada sera un namero (n;) que
represente el ordinal del impar evaluado. En las figuras 7a y 7b se puede apreciar el

comportamiento que tienen las secuencias N, N?y —N?2

‘!1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 }“4

Figura 7.a. Figura7. b.

Esta triangulacién se realizara siempre desde cualquier N;, tal como se lo aprecia en la figura 8.
Ejemplo 2: El digito 9 no puede ser nUmero primo, porque es multiplo de 3; ademas de ser un
elemento que se encuentra en la secuencia N2.

250 | s | oo ) US| 320 | 330 | 352 | 30
225 [ 240 | 255 | 270 | 285 | 300 | 315 | 230 | 34
196 | 210 | 224 | 238 | 252 | 266 | 280 | 254 | 308 | 32:

169 | 182 | 195 | 208 | 221 | 234 | 247 | 260 | 273 | 286 | 29!

144 | 156 | 168 | 180 | 192 | 204 | 216 | 228 | 240 | 252 | 264 | 27
121 132 | 143 | 154 | 165 | 176 | 187 | 198 | 209 | 220 | 231 | 242 | 25
100 | 110 [120 | 130 | 140 | 150 | 160 | 170 | 180 | 190 | 200 | 210 | 220 | 231
81 | 90 | 99 |108 | 117 | 126 | 135 | 144 | 153 | 162 | 171 | 180 | 189 | 198 | 20°
&4 72 80 a8 o6 104 | 112 | 120 | 128 | 136 | 144 | 152 | 160 | 168 | 176 | 18
‘c:ﬂ-{s 63 | 70 | 77 | 84 | 91 | 98 | 105 112 |119 | 126 | 133 | 140 | 147 | 154 | 16

=" 36 | az 483; 60 | 66 | 72 | 78 | 8a | 90 | 96 |102 [108[114 | 130|126 | 132 13
S8 50 | 35Wao | a 0 | s5 |60 | 65 | 70 | 75 | 8o | &8s | oo | o5 [100 105 11011
‘16 2 24 2&* 3z 35# 43“-3;1& 48 | 52 [ 56 |60 |64 |68 | 72 | 76 | 80 | 84 | 88 | o3
) 1z | 1 18 | 21% 24 | 2 30 | = 36 | 39 | 42 | a5 | a8 | 51 | 54 | 57 | 60 | 63 | 66 | 65
= a 6 | 8 10 | 12 [ 14 |16 | 18 | 20 [ 22 [ 3a~_ 26 | 28 | 20 | 22 | 34 | 36 | 38 | a0 | 42 | aa | 4e
1 2z 3 a 5 3 7 | 2 | @ | 10 | 11 [ 12 | T>Ll 14 | @ | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | @ | 22 | 2=

Figura 8. Evaluacién de elementos compuestos en secuencia N.
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Se eliminan los elementos compuestos impares de la secuencia N como se lo muestra en la
figura 9; son:9,15,21,25,27,33,35,39,45,49,51,55,63,65,75,77,81,91,99; cabe recalcar, que
para este procedimiento, mientras el Ni se aleje mas del primer digito (nUmero 1), en su
respectiva triangulacion, se obtendra una mayor cantidad de elementos suprimidos de la
secuencia N. En este caso en particular, solo faltaria el nimero 85 para tener la distribucion
de los primos, en los 100 primeros nameros naturales. Luego de la eliminacion se obtendra
una imagen como la que se muestra en la figura 10, misma que servird para poder calcular

los nimeros pares que resultan de la uniéon de 2 primos.

100
81 99
64 9%
49 63 77 91
36 84
25 35 45 55 65 75
16 64
9 15 21 27 3 39 45 51
4 36
1| 2| 3 5 7 9 1 13 15 17 19

Figura 9. Evaluacién de elementos primos eliminando los nimeros pares.

196 210 224 238 252 266

169 182 195 208 221 234 247

144 156 168 180 192 204 216 228

121 132 143 154 165 176 187 198 209

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

81 90 99 108 117 126 135 144 153 162 171

64 72 80 88 96 104 112 120 128 136 144 152

49 56 63 70 77 84 91 98 105 112 119 126 133

36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96 102 108 114

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76

9 12 iz 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 Sl 54 57

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
- 2 3 4 = 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 10. Secuencia gréafica de numeros primos.

2.2. Sumade numeros primos y conjetura de Goldbach

Christian Goldbach (1690-1764) formulé la siguiente conjetura: “Todo numero par mayor que

2 puede escribirse como la suma de 2 numeros primos”.

Para determinar graficamente dicha conjetura, se utilizara la secuencia de la figura 10 y la
triangulacion isosceles antes mencionada. Para no usar muchos triangulos que
sobrecargarian el grafico, se trabajar4 con lineas que emulen la inclinacion que estos

generan; tal como se muestra en la figurall:
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324 342
289 306 323

256 272 288 304

e S 225 240, 288 270 285
7"\\_ o 196 210 224 238 252 266
Y Py 169 182 195 208 221 234 247

TN 144 156 168 180 192 204 216 228

“_ .~ 121 132 143 154 165 176 187 198 209

Figura 11. Forma en la que se generaran las lineas de la demostracién.

Por cada numero primo se trazaran 2 lineas diagonales; una hacia la izquierda, otra hacia la
derecha, y se contrastaran sus intersecciones. Luego, en la columna donde se dan los cruces;

se toma como referencia la fila que corresponde a la secuencia 2 (tabla del 2 o fila 2).

Ejemplo 3. En la figura 12 en el nimero 5; especificamente en el elemento compuesto 15,
las lineas que generaron la interseccién fueron los primos; 3y 7, se toma como referencia la
columna correspondiente y se relaciona con la fila o secuencia 2, verificando asi que el
namero resultante es 10, lI6gicamente éste se forma por la suma de los primos: 3y 7, antes

mencionados.

100| 110|430 13¢
81| ol 99| 108|415

l 64| 72| 20| 88| 3 10¢
49) se(-63| 70| 77| 84| 2

36| 42 “=8| a4 ~Bo| es| 72| 7

75| 30 40| 38| 50|_55| 60| “er
fal 20|_24| 28 36| "#al 44| 48| =
Ssa| 36 3e

9 12 18 21 24 30
‘m 6 \ 10 14 16 18 22 2] 2

1| 2 3| 4 5 6 7 8 9 10 il 12 1

Figura 12. Intersecciones generadas.

Ejemplo 4: Asi pues, se tomara otro nimero: La columna del nimero 12 tiene 3 intersecciones
en: 24, 72 y 96; esto quiere decir, que el nimero 24 (12+12) tiene 3 posibles resultados; luego
se comprueba que las cifras en donde se generaron las intersecciones cumplen con la

condicién antes mencionada; 11+13; 7+17; 5+109.

2.3. Combinaciones con otros niumeros primos

Para conocer la cantidad minima de intersecciones que se generan hasta un determinado
namero primo, es necesario analizar el siguiente gréafico, en donde hay que tomar en cuenta

el ordinal de cada numero primo (excluyendo por el momento del calculo al nimero 2 que es
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el primer elemento primo). Cada nimero primo se relacionaria (n-1) veces con los elementos

primos que le anteceden. Este simbolo - se utilizara para expresar mediante la suma de
Gauss, la cantidad minima de intersecciones que genera un primo al intersectarse con otros
que le preceden. El numero 2 (Unico par) genera solo 1 interseccion (2+2=4) r, = (r,-1) +1 =

1, cada nuUmero primo genera r, intersecciones.

Ejemplo 5. Con la secuencia corta de numeros primos :(2) 357 11 13 17 19, se analizara el
impar 11 (5to niumero primo). Para este calculo sera considerado como 4to nimero primo; el

impar 11 generard 4 intersecciones como se muestra en la figura 13.

169
144 156
121 132 a3
100 110 120 pETe]
81 90 29| 108 iz

64 72 20 88 26 104
—

56 63 vo| wz| =za 21
36 a2 54 60 co| 22 78
5 25 30 40 #5 s0[ 85| 60 65
20 24 28 i 36 a4 48 52 E
9 12 18 21 24 30| sal 36 39
—a 6 10 14 16 as| —sq| @k 26|

1 2 3 4 5 o 7 8 9 10 11 12 13

Figura 13. Intersecciones que genera el nimero primo 11.

Ejemplo 6. En lafigura 14 se examinara el numero 19; que es el séptimo niumero primo, este

generara 7 intersecciones.

196 210|0SEE  238|EEF]  266| %
~169 182 lﬂbl 2(}3[ ‘14,[ 234'
1da| 156 _s68| 180 92| 204| = 228
21 132[\4 154 J.b'Jl l}‘Jl i87 198
./lﬁ 110 p ZZD._ 130 e ].5C||_ 160 170 180 190
1 90|!|ﬂ 17| 126 ﬂ 1aa| 153| 162|_a71|
Erﬂ SBIM’ 104 412. 120 \l‘ 136 1.44' 152
53| 70 ‘Hl 84 1' 98 105 112 126 133
sa| -t ee| s2| 78| “wal so - 1uz|_nql:4 11
s0_—55| 60| ~es| 70/ WB| so| 85| oo| “es

Bl
36/ aa| as| 52|l se| eol W es| 72| s

30 36 39 42 48 5, 54 57
18 22| ~za|l 26| 28] =0 34 ‘|

g 10 [ 11 12' 13 14| 15 16 17 18

L}

|ur«vy’

A e

.‘.:‘:-'l':‘[

%|__—|

Figura 14. Intersecciones que genera el nimero primo 19.

Para calcular el nimero total de intersecciones que se den hasta el nUmero primo que es
objeto de analisis, se usara la férmula de la suma de Gauss. A la misma se le aumentara el
digito +1, que corresponde a la suma de: 2+2=4; obteniendo como resultado la ecuacion (3);

en ésta, r representa al numero ordinal del elemento primo evaluado:

M ="52+1 o

Aplicando un poco de matematica basica, se consigue la expresion equivalente (4); la que al

igual que (3) siempre generara numeros enteros.
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2
i =222 @

2
Ejemplos:
Calcular a continuacién el numero de intersecciones minimas que genera cada namero
primo:
Ejemplo 7.: El primer nUmero primo:
(2)35711131719232931374143475359616771

El nimero 3.
2
re+r+2 12+1+2  1+1+2 4
oA gy P4
2 2 2 2
Se comprueban las 2 intersecciones, tal como lo indica la figura 15:
2+2=4 ol
_|-160] 110
3+3=6 s
_—ag s6|_~63| 70| 22
_~36 42 54 60 66
55| 30 20| 50(_~55
% 20 24 28 36| 44
9| 12 18| 21| 24 30| “wa
& @ 10 14| 16| 18 22
1 2 3 a 5 6 7 8 ol 10| 11

Figura 15. Numero de intersecciones minimas para el nimero 3.
Ejemplo 8. El tercer numero primo:

(2)35711 13171923 29 31 37 41 4347 53 5961 67 71, es el nUmero 7.

2 2 2 2
Este elemento primo generara 7 posibles combinaciones, como se muestra en la figura 16.

HIL- r2+r+2  _ 3%43+2 _ 9+3+2 14

oo| 110
81 90 A9
64| 72| wo| 88
se6| 63| 70| 27
36 42 — ‘G_I 54 60 66
s| so[ ~=s| 4ol = s0|_~5s|
+q | (0] 24 28 36 a4
a| 12 18| _z1| 24 > 30| —sal
1 16| 18 22
1 2 3| a 5 6 7| 8 9] 10| 11

Figura 16. Numero de intersecciones minimas para el niimero 7.
Ejemplo 9. El séptimo niumero primo:
(2)35711 1317 19 23 29 31 37 41 43 47 53 59 61 67, es el numero 19. Con la férmula

(4):

2 o 2 2 2

%_r2+r+2 74742 494742 _58

Las 29 intersecciones serian entonces:
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2+2=4 11+11=22 3+3=6 5+17=22 3+5=8 3+19=22 3+7=10
11+13=24 5+5=10 7+17=24 5+7=12 5+19=24 7+7=14 13+13=26
3+11=14 7+19=26 5+11=16 17+11=28 3+13=16 13+17=30 7+11=18
11+19=30 5+13=18 13+19=32 7+13=20 17+17=34 17+3=20 17+19=36
19+19=38

1 132)08 154| -465| 176| -a87| 198| zeg
8] 110 T20 130 o~ 150 160 170 180 190 |

81| ool @8 108 17| 126| 38| 1aa| 153 162[ a7
4l 72 | ss[ W] 104|_a12| 120 136|_4%a| 152|

56| 63 mll_&ﬂ @  os| 05| 112 126| 413

6 42 sa] 60| ecc| M| 78| ~ea] ool 96| 102f umm| 114

] 30 40 50 55 &0 70 G 20 &5 90

16| 20| _2a 23& 36| W 44| as| s2 co| M| e8| 72| 76l
of 12/ W 1s[_-Z1| 24 30| “sal 36|30 42 as| ~s1 sel 57|
@ @ 15| 18 @ I @ e @

1| 2 3| 4] 5| s 7| 8] o] 10| 1] 12| 13| aa| 15| e[ 17| 18] 1o

Figura 17. Ndmero de intersecciones minimas para el nimero 19.

Enlafigura 17 se muestran los lugares donde existen intersecciones hasta el elemento primo
19. A cada numero primo le corresponde trazar una linea hacia la izquierda como la de la
secuencia —N? (Figura 7.b.). Luego de ser evaluado este nimero, generara una linea con

la misma inclinacién y direccion de N2 la cual se dirigira hasta el infinito.

Ejemplo 10. El 167avo numero primo: 997. En esta ocasion se evaluara con la expresion
equivalente (3).

+1 167(167 + 1
L :T(TZ_)H:%H = 14028 +1 = 14029

2.4. Gréfico de las intersecciones

Cada elemento de N’ se intersecta con los elementos primos que le anteceden en una
distribucién; que tiene su afectacion desde el ordinal (n;) que le corresponde como nimero

impar (en la secuencia N), hasta el primo evaluado.

En lafigura 18 si se toma en cuenta el nimero 19, se nota que su alcance en diagonal llega
hasta el nimero 100, cuya raiz cuadrada es 10; es decir, 19 es el décimo nimero impar. La
distribucion de las intersecciones afectara en este caso a partir de n_i=10, hasta llegar al

numero 19.
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121 ].32| 13 154 ib5| 176 i87 198| J89| 22(
.'LETD 110 20 130 =40 150| ~160 170 180 190|  =of
81 90 29 108 117 126 a5 144 153 162 i71 18(
64 72 _.‘.10 88 26 104 112 120| 128 136 144 152 10l
56 b3 70 L7 84 21 98 105 112 119 126 133 14(
36 42 48] 54 60 66 <2 78 84 90 96 102| 08 114 12(

25 30 40 43 50 55 60 85 70 Lo 80 85 90 Q5 10(

1| 20 24 28 36 40| 44 48 52 56 60 c4 68 72 76 8(

9 12 18 21 24 30 \33\ 36 39 a2 a5 a8 N | 54 57 6l

4 6 \& 10 14 16 18 22 24 26 28 30 32 34 26 38| 4

1 2 3‘ 4 5 5] 7 8 9 .IU 11 12 13| 14 15 16 17 18 19 2(

—

Figura 18. Explicacion Grafica de la zona de distribucién de intersecciones para el nimero 19.

Se realizara el siguiente analisis con graficos que demuestren esta distribucién. El primero
de ellos corresponde a los numeros: 2 y 3 (figura 19), estos nimeros solo se relacionan

consigo mismo.

N2
64
49 56
36 42 48
25 30 35 40
16 20 24 28 32
k=] 12 15 18 21 249
8 10 12 14 16
1 2 3 4 5 6 7 8
I > N

Figura 19. Namero de intersecciones para los primeros nimeros primos 2y 3.

A continuacion, se analizaran los numeros 5y 7 en las siguientes figuras:

64 64

a9 56 a9 56

36 a2 48 36 42 48

25 30 35 40 25 30 35 40

[ 16 20 24 28 32 16 20 24 28 32

=] 12 15 is8 21 24 E) 12 15 18 21 24

a S 12 14 16 [ a 6 s 10 a2 14 16

1 2 3 4 S (=3 7 8 1| 2 3 4 5 6 7 8

[ TsTs5 7]

Figura 20.a. Distribucién del nimero 5 Figura 20.b. Distribucion del namero 7

Tomese como referencia solo los numeros primos (N°) dentro de la secuencia N; Los

elementos impares compuestos no seran objeto de analisis para este método.

En la figura 20.a. el primo 5 se triangula con el elemento de N? que le corresponde (niimero
9); luego, en la secuencia de los naturales se relaciona con el nimero 3, que es la raiz
cuadrada del numero 9; tal y como ya se habia dicho anteriormente. Esto significa que el 5,

es el tercer numero impar.

Entonces, desde ese punto se comenzara a marcar la secuencia de los nUmeros impares;

desde el 1 hasta llegar al elemento que se esta evaluando, mismo que siempre coincidira con
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el numero primo que es objeto de estudio. EI nUmero 5 tiene 2 intersecciones, una con el
namero 3 y otra consigo mismo; por eso, estdn marcadas de color gris. A continuacion, en la
figura 20.b. se evaluara el nimero 7 que es el tercer elemento primo; nétese que la

secuencia se repite sin novedades por el momento.

Esto no siempre sera una constante, pues la secuencia de los nimeros primos es una
sucesion variante, tal como se vio en (2.1.). El nimero 9 no pertenece a la secuencia de los
N’, pues esta dentro de los nimeros impares compuestos. Al aplicar la misma relacién, el 11
vendria a ser el 6to numero impar. Desde ese punto se empieza a marcar la secuencia de
los nimeros impares; en este caso, la posicion del 5to elemento impar no es un nimero
primo, por lo tanto, se dejara en blanco el casillero que le corresponde. En resumen, hay 6
elementos impares en esta secuencia, pero solo 4 de ellos son elementos primos (el 1
también esta excluido pues no es un elemento de N”). Las flechas de la figura 21 indican los
lugares que toca la diagonal de la triangulacion para el primo 11; nétese, que los espacios
donde no hay interseccion; son los mismos lugares de la secuencia impar que no poseen

nameros primos.

25
16 20

s
=

s i

7 8 9 10 11

=~
o
00
=
o
4 I
=] [0 [+~ (O |&

[2[a]s[7[ofu]

Figura 21. Distribucion del nimero 11.
En la figura 22 se puede apreciar la distribucién que presenta el digito 17.

81 90 99 108| 117 126 135 144 153 162
64 72 20 88 96| 104 112 120 128 136 144
49 56 63 70 4 84 91 98 105 112 119| 126
36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96 102 108
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72
9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 A5 48 51 54

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 22 34 36
| 1 | 2 B 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

[ ]3] 5] 7] oJnnJaz[1s] 17

Figura 22. Distribucion del nimero 17.
Luego de esto se formar& una distribucién, en la que colocaremos los siguientes datos:

1) Numeros de la secuencia N, en donde, los elementos primos seran resaltados.

2) Numeros de la secuencia N par, es decir, 2N (que representa a los digitos pares).

3) En 2 columnas se colocardn: nUmeros primos y su secuencia ordinal.
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4) Ademas, se necesitara las secuencias de los nimeros impares compuestos y primos
gue recientemente se definio.

Numeros compuestos N¢
B 'ntersecciones de nimeros primos

Ndmeros Primos N”

Figura 23. Simbolos del grafico.

A continuacién, en una serie de graficos, (Figura 24) se mostrard como va creciendo la

secuencia numérica en funcién de los elementos primos:

=

2 NUMERO PRIMO s

NUMERO PRIMO 2 =

E o

-4 29 10

o 23 o

13 6 19 s

11 5 17 7

13 6

7 4 11 5

5 3 7 a4

3 2 5 3

: 2 s :
secuencia N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 secuencia N 1 2 3 7 5 3 22 3 )
secuencia par(x2) [ 4] & 8] 10 12 14] 16] 18 secuencia par(x2) | 4] 6 8| 1ol 12 14 16| 18

Figura 24.a. Nimero de intersecciones para 2 y 3. Figura 24.b. Numero de intersecciones para el nimero 5.
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11 5 11 5

7 4 7 4

B 3 5 3

3 2 3 2

2 1 2 1
secuencia N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 secuencia N 1 2 3 4 5 6 7 8 of 10f 11| 12
secuencia par(x2) | 4] 6 8 10 12 14 16 18 secuencia par(x2) | 4] s 8] 10| 12| 14| 16| 18] 20 22 24

Figura 24.c. Nimero de intersecciones para el nUmero 7.  Figura 24.d. Nimero de intersecciones para el nimero 11.
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Figura 24.e. Namero de intersecciones para el nimero 13.  Figura 24.f. NUmero de intersecciones para el nUmero 17.
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NUMERO PRIMO NUMERO PRIMO

= |ORDINAL
orDINAL

secuencia N 2 3{ 4 5 6 7 8 9 10] 11] 12] 13] 14] 15] 16| 17] 18] 19] 20]
secuencia par(x2) | o 6| 8 10| 12 14| 16| 18] 20| 22] 24| 26| 28] 30 32| 34 36] 38 4o

lsecuencia N 1)
N EE EEE L EEEEEEE

Figura 24.g. Numero de intersecciones para el nimero 19. Figura 24.h. Nimero de intersecciones para el nimero 31.

Para finalizar; debido a que los gréaficos en este nivel no representan novedad alguna, se
continuara evaluando con este método hasta llegar a un numero primo que sea algo
significativo. Para este caso en particular se llegd hasta el 94avo elemento primo, que le
corresponde al nimero de secuencia N: 499 (este elemento es en realidad el 95avo primo,
porque en este procedimiento se excluye el nimero 2). Es un proceso extremadamente
largo realizar esta distribucién y mostrarla una a una en secuencia, tal como se lo hizo en
las figuras 24 (desde 24.a hasta 24.h.). De acuerdo a las formulas (3) o (4) equivalen a

4466 intersecciones; en tal virtud y como es conocido; la secuencia siempre ird creciendo.

Luego de acortar un poco la secuencia N y de hacerle un zoom a la distribucién resultante,
claramente se aprecia en la figura 25 que; la cresta de esta grafica esta conformada por los
elementos primos que se encuentran dentro de los 100 primeros nimeros naturales, pues
estos estan préximos a la relacion de proporcion 1:1 entre impares compuestos y primos.
Hay partes en las que se diferencia mayor contraste de las lineas de color amarillo. Esto se

debe a que el paso entre primo y otro, involucra un mayor alejamiento de estos en la
secuencia N y, por ende, empieza a crecer la cantidad de elementos pares que no son el

resultado de la unién de nimeros primos.

El andlisis grafico deja notar que cuando ocurren saltos significativos hay nimeros primos
relativamente préximos en cada “orilla” del salto que se produjo. Los numeros primos y, mas
aun, los denominados gemelos, ayudan en todo caso a que se creen lineas casi continuas;
en donde se tiene la sensacion de que existe un borde. Analogamente, los saltos serian como
el cauce de un rio y los bordes, sus orillas. Hasta el momento se ha evaluado poco;
relativamente hablando, pero si esta secuencia sigue creciendo; probablemente seguiria la
misma distribucion, en donde la distancia de un primo a otro puede ser cada vez mayor dentro

de la secuencia continua N.
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NUmeros primos

v

NUmeros pares
Figura 25. Grafico resultante de la evaluacién de 94 elementos primos consecutivos.

Si se quiere evaluar un primo grande hay que recordar que éste se relacionaria con cada
elemento primo que le antecede, desde el nimero 3 hasta la cifra impar que esta siendo
evaluada, y la cantidad de sus intersecciones estan relacionadas con el nimero del ordinal

gue le corresponde como elemento primo.

Ejemplo 11: El nimero 5281 es el 700 avo elemento primo, con la expresion (5) se calculara
su distribucién en las secuencias N y 2N, donde n; ser& el ordinal de la secuencia impar a la

cual pertenece el numero primo (N’) evaluado.

N +1
== (5)
5281+ 1
n=222" 0 o641
2
2n; = 5282

El primo 5281 generar4 700 intersecciones las cuales comenzaran a formarse en la
secuencia N a partir del nUmero 2641, en este caso corresponde al 13% del total de nimeros;
desde el 1 hasta el 5281. Asi mismo, su afectacion en la secuencia par es [(N’ + 1); ; 2N’]
(6) lo cual indica que iniciara a partir de 2n; o (N’ + 1) y llegara hasta 2N’, desde 5282 hasta
10564. Se puede emplear la expresion: [(N’ + 3) , +) (7) para conocer la menor cantidad
par que puede generar cualquier nUmero primo. Se considera al nimero 3 en la notacién

por ser el menor primo impar.
Ejemplo 12: se tiene el primo 17; utilizando (7) se tendria:

[(17 + 3),4+) = [20,+x)
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Es decir, el menor numero par que puede generar el primo 17 es el nUmero 20, y se extendera
hasta el infinito. En esta explicacion no se usan técnicas matematicas avanzadas, funcion ¢
(zeta) de Riemann o funciones exponenciales como se lo menciona en articulos como: El
Teorema de los nimeros primos (Chamizo, 2010), Demostracién elemental de los nimeros
primos (Cilleruelo, 2000). L'ipotesi di Goldbach da una Congettura Statistica ad una
Congettura Matematica (Salmeri & Salmeri, 2002) El Andlisis matematico y los Numeros
Primos (Bonet, 2014), Los Numeros Primos-Hechos y Conjeturas (Prieto, 2013); pues en

dichos articulos se denota un elevado rigor matematico y una alta complejidad.
2.5. Conjetura débil de Goldbach: Suma de 3 numeros primos

Sean los nimeros primos: 2, 3,5y 7. De la figura 26:

6 9 15 21
4 6 10 14
2 3 S 7

Figura 26. Configuracion para sumar 3 nUmeros primos.

Los numeros; 4, 6,10 y 14 son el doble producto de los elementos 2, 3, 5,7, respectivamente.
En esta ocasion, el nimero se puede sumar hasta 3 veces consigo mismo, se eliminan los
digitos 2y 6, pues con ellos no se pueden armar combinaciones efectivas, el 2 proporcionara
nameros pares como resultado, y el 6 es 3 veces el digito 2. Se verificara de manera grafica

(Figura 27) la cantidad de resultados que generaran estas combinaciones:

8 9 15 21 6 9 15 21 6 9 15 21

4w 6 10 14 4 - 6 10 14 | |4 6 10w 14
\\ -~ ‘-—"‘-—;___\ = B B— T~

2 3 "';l'; 7 2 3 ~|5 7 2 3 5 7

Figura 27. Formas de sumar los 3 primeros nimeros primos.

3+10=13 3+14=17 3+3+3=9 3+4=7 5+6=11 5+14=19 5+5+5=15
5+4=9 7+6=13 7+10=17 7+7+7=21 7+4=11 3+5+7=15

Para estos nimeros existe un total de 13 combinaciones posibles; mismas que generan
cantidades desde el nUmero 7 hasta el 21, en este intervalo de la secuencia N hay un espacio
de 8 nUmeros impares, con lo cual la probabilidad de que cada uno de estos elementos posea
una combinacién es del 1.63 o del 163%. A continuacion, se observa lo que ocurre cuando

es colocado otro numero primo.
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9
6 15 33 6 o 15 21 33

7 22 4 | 10w 14w 22

7
1 2 5 ﬁ%ﬂ

Figura 28. Forma de sumar los 4 primeros nimeros primos.

N |

N
\
X

A las combinaciones anteriores se le debe aumentar también las de la figura 28:
11+6=17 11+10=21 11+14=25 11+4=15 11+11+11=33

Mas las combinaciones:

11+3+7=21 11+45+7=23 11+3+5=19 3+22=25 5+22=27 7+22=29

Con un elemento primo adicional se obtendran 24 combinaciones distribuidas desde el
namero 7 hasta el 33, es decir, en el espacio de 14 impares hay 24 combinaciones de
nameros. Estas expresiones se pueden modelar con férmulas de combinaciones, y se tomara

en cuenta que aqui se pueden repetir cada uno de sus miembros.

Con m > n donde m es el nimero de primos evaluados; excluyendo al elemento par 2, y n
son los nimeros a combinar, en este caso siempre sera 3. Ahora, se calculara por férmula el

namero de combinaciones del 4to primo que es el impar 11. Se usara la formula (8):

(R, =mAn- D (8)
e pl(m - 1)!
cp. A3
3 313!
6!
CRyz =55 +4
CR,; = 24

Con la expresion (8) se calculan las posibles combinaciones del 100avo elemento primo

(numero 541).

_(m+n-1)!
CRnn = =1 ™™
(100 + 3 — 1)!
CR100’3 == 3|(100_ 1)' + 100
102!
CR100'3 = m + 100

CR1g03 = 171800
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Es decir que hay 171800 combinaciones posibles; desde el nimero 7 hasta el 1623 (541x3);
en 809 numeros impares existe tal cantidad de combinaciones; (excluidos: 1, 3, 5.)

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 12, las lineas paralelas a la diagonal N? seguiran el orden de los Ni, entonces:

N2 —1conN > 1;N? — 4,con N > 2; y asi sucesivamente hasta +o en el orden de los N. Si
se relacionan las 2 primeras diagonales se tendra la relacion [[[N?/(N? — 1)]; dicho producto
es cero y lo origina el primer elemento de la secuencia (nUmero 1); entonces, si se tomara en
cuenta solo la serie N’ se tendra que: T][(N’)?/((N’ )2 — 1)] = n2/6, la cual es una expresion

equivalente del producto de Euler para la funcién zeta () de Riemann.

Las férmulas 3 0 4 son fiables para obtener valores de intersecciones minimas que posee un
determinado elemento primo. Los graficos 24 y 25, parecerian ser el disefio de lo que se
conoce como: Cometa de Goldbach, ya que marcan el nimero de intersecciones que tiene

cada elemento par en la secuencia de los nimeros naturales.

En la Figura 25, se aprecia que concurren varias lineas superpuestas, mientras mas
elementos de N’ se evaluan; mayor cantidad de lineas se obtendran, y conforme aumentan
los elementos; crece la longitud de la linea. Este acrecentamiento se forma a la derecha

(+0) siguiendo la sucesion de los numeros naturales con el 1 como primer elemento.
Ademas, implica que para un determinado nimero par (2N) que se aleja del origen de N y
se acerca a +o existe una mayor probabilidad de que este se pueda expresar mediante
distintas combinaciones de primos. Asi pues, el nimero 8 cercano al origen solo tiene 1

combinacion, y el 34 mas alejado del origen tiene 4.

El intervalo real de la distribucion estaria expresado por la notacion: [(N’ + 1) ; 2N’] (6), ya
gue esta engloba a todos los niumeros pares afectados desde (N’+1) hasta 2N’. De acuerdo
ala expresion [(N’ + 3),+) (7) el intervalo de los nUmeros pares que son afectados por
el nimero primo que se esta evaluando, siempre tendra limite inferior (N’+3) y limite superior

o0,

Para la figura 17, en donde hay 29 intersecciones; si a cada una de ellas se le suma el
namero 3, se cumpliria la conjetura débil. El primo 19 que es objeto de estudio, en este caso
se relaciona también con todos los elementos primos que le anteceden: 5, 7, 11, 13,17, y por

Unica ocasién consigo mismo; es decir, que en este mismo grafico se podrian evaluar todos
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estos elementos tomandolos de 1 en 1, estableciendo una serie de combinaciones que
arrojarian una mayor cantidad de elementos impares, en donde varios de estos, poseeran

igual valor numérico, y tendran un valor maximo de 19x3= 57.

4. CONCLUSIONES

Las intersecciones generadas en este método grafico cumplen con las conjeturas de
Goldbach. En la construccién de la figura 25 se notan ciertas particularidades, una de ellas
es que todo numero par mayor que 14 se puede expresar como la suma de al menos 3
nameros naturales distintos (7+7; 11+3). Ademas, hay una mayor densidad en el borde de la
imagen que se forma, debido a la cercania que tienen los primeros elementos primos. Los
“huecos” que fueron comparados con el cauce de un rio no afectarian a la distribucion, ya
gue estos serian cada vez mas comunes, conforme avanza la secuencia, y siempre
apareceran en un orden inferior al del borde. Esta forma de crecimiento se mueve hacia la
derecha a medida que avanza la secuencia de los niUmeros naturales, también se aprecia

gue existen nimeros de ciertas secuencias N con mayor cantidad de intersecciones como

aguellos elementos; cuyo ultimo digito es 5 y otros naturales con poca concurrencia.
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puede ser dividido en Materiales y Métodos), Resultados y Discusion, Conclusiones,

Referencias.

c. Las Revisiones se recomienda citar por lo menos 40 referencias del tema a analizar. Su
estructura es la siguiente: Resumen, Introduccién, Metodologia, Desarrollo y discusion,
Conclusiones y Referencias. Igualmente, en el envio del manuscrito debe sefalarse el area de

pertinencia del mismo o la linea de investigacion a la cual pertenece.

Los articulos deben someterse a arbitraje en linea a través de la siguiente direccion:
http://revistas.utm.edu.ec/index.php/Basedelaciencia. = Presentar el articulo mediante
comunicacion escrita dirigida al Director (a) de la Revista Bases de la Ciencia, en soporte digital
a los Correos electrénicos: revistabasesdelaciencia@utm.edu.ec;
revistabasesdelaciencia@gmail.com. En la comunicacion escrita el autor debe expresar el tipo
de documento (articulo original, nota técnica, comunicaciones cortas o revisiones) y seccion a
la que postula su trabajo (Ciencias fisicas, Ciencias Quimicas, Ciencias Matematicas, Ciencias
Bioldgicas o Geociencias). Debe adjuntar la hoja de vida del autor en Correspondencia, y carta
de postulacién en la que exprese claramente que conoce y acepta la politica editorial de Bases
de la Ciencia; cede los derechos de reproduccion y distribucion del articulo; la originalidad del
trabajo y su declaracién de que no tiene conflicto de intereses (en lo comercial, propiedad
intelectual, relevancia académica, financiero). Llenar formatos de Cesién de derechos y

Solicitud de publicacion.

ESTRUCTURA DE LOS ARTICULOS

Normas Editoriales Generales: El texto completo debe hacerse en Word, con todos los margenes
de 2,0 cm, a 1 1/2, letra Times New Roman tamafio 12, escrito por una sola cara. El texto no
debe exceder de 20 paginas (incluyendo tablas y figuras). Numere todas las paginas margen
inferior derecho. Los numeros decimales deben ser separados por comas (,) si el trabajo esta en
espafiol y punto (.) si es en inglés. Los articulos pueden ser escritos en espafiol, portugués o en

inglés (en todos los casos el resumen debe estar en los tres idiomas).

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.
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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®

3. Direcciones. Se debe escribir la direccion completa de la Institucion donde se realizo el
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 direccion

electronica mediante un asterisco (*).

Ejemplo: Departamento de Matematicas y Estadistica. Instituto de Ciencias Bésicas.

Universidad Técnica de Manabi. Ecuador.

*Autor para correspondencia: luseche@utm.edu.ec

4. Resumen, Abstract y Resumo. No mayor de 250 palabras. Debe presentarse en espafiol,
inglés y portugués. Los resumenes en los diferentes idiomas deben parecerse o mas posible
entre si. Los autores pueden buscar asistencia con alguna persona que hable el idioma (que el
autor no domine) de manera fluida. La traduccion mediante el uso de programas de traduccion
no debe ser utilizada en ningun caso. EIl resumen contendrd 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 ubicacién en los indices internacionales.

6. Introduccion. En esta seccién, redactada en presente, el autor expresa el propésito 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 afos de antigliedad, salvo los clasicos de consulta obligada. Son fundamentales la hipétesis
0 pregunta de la investigacion y el problema planteado. Finalice con el objetivo de la

investigacion.

7. Metodologia (Materiales y métodos). esta seccién tiene como propoésito entregar informacion

para que el estudio sea replicado. Se redacta en pasado. Debe sefialar como estudié el problema,
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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 método 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 informacién que se entrega; los nombres cientificos, abreviaturas, unidades, entre

otros, deben ser incluidos. Se redacta en pasado.

9. Discusion. es la seccion 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 aradbigos (Ejemplo: Tabla 1) y llevaran un encabezamiento descriptivo. Las

abreviaturas se explicaran al pie de la tabla.

13. Figuras. Se deben incluir y citarse en el texto. Las figuras se identificaran con numeros
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.
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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 magnificacion 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 cuéles seran
ordenadas alfabéticamente por el apellido del primer autor de cada cita del documento y con
sangria francesa, siguiendo las normas de citacién 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 seran 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.

Solicitud de Publicacién de Articulo

Dia de Mes del Aio

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

Academic
Actualidad OAJ I Open Academic R Resource RaAD
.net

s Journals Index ; I
Iberoamericana yournas neex Eese’_gli;%é'i_t; Go\jgle académico

Correo Electronico: revistabasesdelaciencia@gmail.com; revistabasesdelaciencia@utm.edu.ec
https://revistas.utm.edu.ec/index.php/Basedelaciencia

101



https://revistas.utm.edu.ec/index.php/Basedelaciencia
mailto:revistabasesdelaciencia@gmail.com
mailto:revistabasesdelaciencia@utm.edu.ec
https://revistas.utm.edu.ec/index.php/Basedelaciencia

%

e la Ciencia

L

@
(

Universidad Técnica de Manabi
Instituto de Ciencias Basicas

e-ISSN 2588-0764. URL: https://revistas.utm.edu.ec/index.php/Basedelaciencia

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

Tema del articulo. Afirmamos que lo expresado en el articulo es creacion 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 Codigo de Etica
de los Autores publicado en la segunda pagina y que han utilizado el documento
Autoevaluacion 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

Codigo de Etica de los Autores

1. La responsabilidad principal del autor es presentar para su publicacién una descripcion
cientifica y rigurosa de su trabajo de investigacidn experimental, tedrica o tecnolégica, con
una discusion objetiva de sus resultados.
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2. Elarticulo 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 atribucién 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.

3. 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 informacién
adquirida a partir de trabajos en fase de revision o aplicaciones de colaboracion, seran
tratadas de la misma forma.

4. EIl 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 ningun tipo de medio con anterioridad ni tampoco pueden haberlo presentado a otra
revista simultaneamente.

5. El autor no debe fragmentar su trabajo de investigacion para su publicacién. Los autores
que han realizado su trabajo sobre un sistema o grupo de sistemas relacionados organizaran
la publicacién del mismo con el proposito 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.

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

7. Para proteger la integridad de la autoria del trabajo, solamente los profesionales que han
colaborado en la investigacion o el proyecto y confeccion 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.

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
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Proteccion 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

Dia de Mes del Aio

A: Comité Editorial
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Cesion 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, segun 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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CONSEJO EDITORIAL

DIRECTORA

Dra. Yulixis Nohemi Cano de Torres. (Ecuador)/ycano@utm.edu.ec,
yulixiscano@gmail.com / Instituto de Ciencias Basicas. Universidad Técnica de Manabi

EDITOR GENERAL

Dr. Julio Cesar Torres Puentes. (Ecuador)/jctorres@utm.edu.ec, jtorres11912@gmail.com
/ Instituto de Ciencias Bésicas. Universidad Técnica de Manabi

EDITORES POR SECCION

BIOLOGIA

Dr. Carlos L. Vasquez Freytez (Ecuador)/ca.vasquez@uta.edu.ec / Facultad de Ciencias
Agropecuarias. Universidad Técnica de Ambato (UTA)

MATEMATICA

Dr. Miguel José Vivas-Cortez. (Ecuador)/mjvivas@puce.edu.ec / Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador (PUCE)

Dr. Michel Enrique Gamboa
Graus. (Cuba)/michelgamboagraus@gmail.com, michelgg@ult.edu.cu, michelenriquegg@ya
hoo.com/ Universidad de las Tunas, Las Tunas (Cuba)

QUIMICA

Dr. Gilberto Colina. (Venezuela)/gjcolinaa@gmail.com / Universidad del Zulia.
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Dra. Elvia Victoria Cabrera
Maldonado. (Ecuador)/vicky _label2000@yahoo.es, vicky label2000@hotmail.com /
Facultad de Ingenieria Quimica. Universidad Central del Ecuador

APOYO LOGISTICO E INFORMATICO

Ing. Rosalba Karen Bravo Saltos. (Ecuador)/rosybravo777@gmail.com / Instituto de
Ciencias Basicas. Universidad Técnica de Manabi

Ing. Carlos Rivero Torres. (Ecuador)/crivero@utm.edu.ec / Universidad Técnica de Manabi

CORRECTOR DE TRADUCCION DEL IDIOMA ESPANOL AL INGLES

Ing. Angel E. Hernandez B. (Jamaica)/aechb86@gmail.com / University Technology of
Jamaica

MSc. Ocando Pereira Yaneth Chiquinquira. (Ecuador)/ychocando@gmail.com / Universidad
de Cuenca

CORRECTOR DE TRADUCCION DEL IDIOMA ESPANOL AL PORTUGUES

Dra. Noroska Gabriela Salazar
Mogollén. (Ecuador)/noroska.salazar@ikiam.edu.ec / Universidad Regional Amazdnica.
IKIAM

COMITE EDITORIAL INTERNO

Dr. Enrique Ruiz Reyes. (Ecuador)/eruiz@utm.edu.ec / Instituto de Ciencias
Basicas. Universidad Técnica de Manabi

Dr. Jean Carlos Pérez Parra. (Ecuador)/jcarlospp@gmail.com / Instituto de Ciencias
Basicas. Universidad Técnica de Manabi
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Dr. Victor Ernesto Marquez Perez. (Ecuador)/victore.marquezp@gmail.com / Instituto de
Ciencias Basicas. Universidad Tecnica de Manabi

Dra. Lelly Maria Useche Castro. (Ecuador)/luseche@utm.edu.ec / Instituto de Ciencias
Basicas. Universidad Técnica de Manabi
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Naturales. Universidad de Guayaquil
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Universidad del Zulia (LUZ)
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Dr. Alexis José Zambrano Garcia (Venezuela)/alexiszve@gmail.com / Universidad de los
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Investigacion de Tecnologia Experimental Yachay
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Republica. FAcultad de Agronomia

Dr. Alexander Lopez (Ecuador)/tulal971@gmail.com / Escuela Politécnica del Litoral
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