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Presentacion

En esta oportunidad se presenta el nimero 06 de nuestra hist6-
rica Revista de la Universidad del Zulia correspondiente al periodo
Mayo-Agosto 2012, el cual coincide con el LXV Aniversario de esta
revista (31 de Mayo de 1947), valioso legado del Dr. Jests Enrique
Lossada, considerado el Padre de la moderna Universidad del Zu-
lia (LUZ), por ser el lider de su reapertura. La Revista contiene los
resultados de diversas investigaciones ubicadas en las dreas de las
Ciencias Exactas, Naturales y de la Salud. Son en total nueve articu-
los cientificos que proceden de la labor investigativa persistente de
destacados investigadores de las Facultades: Experimental de Cien-
cias, Medicina y Odontologia de la Universidad del Zulia.

En el drea de la Computacioén se tiene un articulo de gran relevan-
cia: Calidad de servicio entre sistemas autonomos con enlaces a
5.7 GHz y servicios de iltima milla inalambricos con el uso de
IPv6, en el cual se analiz6 el comportamiento del protocolo IPv6 en
sistemas autébnomos conectados por enlaces de 5.7 GHz usando pa-
rametros de medicion de calidad de servicio (QoS) y nodos méviles
en los extremos.

En el drea de la Fisica se incluye un articulo Efectos de interfase
y superficie en peliculas delgadas de Fe (001). En este trabajo se
emplea la Resonancia Ferromagnética (FMR) para estudiar los efec-
tos de interfase y superficie en peliculas delgadas magnéticas; en el
mismo se muestra que las propiedades magnéticas son debidas al
efecto combinado de las anisotropias magnéticas y a la competen-
cia entre los mecanismos de conduccioén vy las dislocaciones de las
anisotropias.
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En el campo de la Quimica se incluyen dos articulos: 1) Descrip-
tores cromatograficos en fase normal de derivados feniluretanos
de alcoholes polietoxilados, en el cual se evalué el modelo lineal
de descriptores cromatograficos para derivados feniluretanos de al-
coholes polietoxilados con ndmero de éxido de etileno (EON) de 4
y 18, empleando cromatografia de alta resolucién en fase normal
(HPLC-FN), y 2) Liquidos ionicos en catdlisis: avances en dime-
rizacion, oligomerizacion y/o polimerizacion de olefinas. En este
articulo se presenta una recopilacion detallada de los métodos de
sintesis de los liquidos i6nicos y del empleo de estas sustancias como
medio de reaccién en reacciones de olefinas tales como: la dimeri-
zacion, la oligomerizacion y la polimerizacién catalizadas por com-
plejos de niquel y hierro, incluyendo también los avances recientes
en el uso de catalizadores derivados de complejos de Fe(ll), Co(ll) y
Cr(Ill), basados en ligandos tipo bis(imino)piridina.

En el campo de la Biologia se incluyen dos articulos: 1) Efecto del
queroseno y de la concentracion de nutrientes en el crecimiento
de un cultivo mixto de microalgas (Chlorophyta), en el cual se eva-
lué el efecto combinado del queroseno y la concentracién de nu-
trientes en el crecimiento de un cultivo mixto de microalgas (Coeno-
chlorissp. y Chlorococcumsp.), aisladas de una fosa petrolera, y 2)
Efectos del uso de la colchicina como inductor de poliploidia en
plantas de zabila (Aloe vera l.) in vivo, en el cual se demuestra que
el uso de la colchicina como inductor de poliploidia en zébila es una
herramienta valiosa para la obtencién de plantas con mayor bioma-
sa, lo que permite aumentar la materia prima para la exportacion y
elaboracién de productos medicinales y cosméticos.

Finalmente, en el area de la salud se insertan tres articulos: 1)
Coexistencia de anemia, deplecion de las reservas de hierro y
deficiencia de vitamina A en ninos con sindrome de Down, donde
se demuestra que en nifos con sindrome de Down la prevalencia
de afectacion del hierro y vitamina A fue superior que en nifios nor-
males; 2) Pathology of nerve cell membranes in complicated and
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severe human brain traumatic injuries. An electron microscopic
study using cortical biopsies, en el cual se utiliz6 la microscopia
electrénica de transmision para examinar biopsias corticales de pa-
cientes con lesiones cerebrales traumaticas, y 3) Estado de salud
periodontal y necesidad de tratamiento de una poblacién esco-
lar, cuyos resultados evidenciaron que la gran mayoria de nifos y
adolescentes del municipio Baralt del estado Zulia presentaban una
condicién periodontal sana y que la necesidad de tratamiento estd
relacionada con el mejoramiento de su higiene bucal.

Con el presente nimero, la Revista de la Universidad del Zulia
cierra su segundo ciclo tematico, logrando publicar los nimeros co-
rrespondientes a las areas de: Ciencias Sociales y Arte; Ciencias del
Agro, Ingenieria y Tecnologia; y Ciencias Exactas, Naturales y de la
Salud. Con la participacion y el compromiso de todos los investiga-
dores acreditados de nuestra llustre Alma Mater, esta revista multi-
disciplinaria, fundada por el Dr. Jests Enrique Lossada, continuard
siendo el vinculo entre nuestra méxima casa de estudio con la so-

ciedad.

Merlin Rosales
Editor Asociado
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Calidad de servicio entre sistemas autbnomos
con enlaces a 5.7 GHz y servicios de Gltima milla

inalambricos con el uso de IPv6.
Alfredo Acurero’
David Bracho'
Carlos Rincon’
Jianfeng Wu?

RESUMEN

El estudio de conectividad inaldmbrica entre Sistemas Auténomos no ha
sido muy explorado, por lo que se busca asociar el nuevo protocolo
de direccionamiento IPv6 con dicha problemética. Consecuente-
mente, se analizé el comportamiento del protocolo IPv6 en Sistemas
Auténomos conectados por enlaces de 5.7 GHz usando pardmetros
de mediciéon de Calidad de Servicio (QoS) y nodos méviles en los
extremos. Aplicando los principios de Bisquerra (2000), la metodo-
logfa consté de cuatro (4) fases: recopilacién de informacién, disefio
de topologias de pruebas, rutinas de medicion y recopilacion de
los resultados y andlisis estadistico. Del analisis-comparativo entre
el protocolo IPv6 e IPv4 se desprende que IPv6 present6 en general
un menor desempefo frente a IPv4, pero mediante el uso del mé-
todo estadistico ANOVA se concluye que a causas de diferencias no
considerables, IPv6 no influye significativamente en el rendimiento,
considerando factible su uso en una red con las caracteristicas estu-

diadas.

PALABRAS CLAVE: IPv6, BGP, QoS, 802.11a

' Departamento de Computacién, Facultad Experimental de Ciencias, Universi-
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Quality of Service between autonomous systems with
links at 5.7 GHz and last mile wireless services by
using IPv6.

ABSTRACT

Nowadays, the study of wireless connectivity between Autonomous Sys-
tems has not been explored widely, therefore is sought to relate the
new addressing protocol IPv6 with this problem. Consequently, the
objective of this research was to analyze the behavior of IPv6 Au-
tonomous Systems connected by links of 5.7 GHz using QoS me-
trics and mobile nodes. Applying the principles of Bisquerra (2000),
methodology was established in four (4) phases divided into: infor-
mation compilation, topology design and / or test environments, test
data collection and measurement of results and, treatment and sta-
tistical analysis of the data. The results of the comparative analysis
between IPv6 and IPv4 in this network environment, showed that
IPv6 generally has a lower performance compared to IPv4, but also
through the use of ANOVA statistical method it is concluded that
dues to irrelevant differences, IPv6 does not influence the perfor-
mance of a network with the studied features significantly.

Keyworbps: IPV6, BGP, QOS, 802.11A

Introduccion

El crecimiento exponencial de Internet estd llevando hacia el ago-
tamiento de las direcciones IPv4, es decir a la progresiva merma de
la cantidad de direcciones IPv4 disponibles. Como consecuencia,
este crecimiento desmesurado se ha convertido en el factor impul-
sor en la creacion y adopcion de diversas nuevas tecnologias, inclui-
das las direcciones CIDR (Classless Inter-Domain Routing, en inglés)
y NAT (Network Address Translation, en inglés) como soluciones a
corto plazo, mientras que el IPv6 se ve como un remedio a largo
plazo para el agotamiento de las direcciones IPv4 (Bagnulo, 2004).
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El nuevo protocolo, no sélo ofrece un espacio mayor de direc-
ciones, sino que ademds mejora o soluciona algunos problemas de
su antecesor IPv4, tales como Direccionamiento publico a cada dis-
positivo conectado a Internet, Movilidad basado en IPv6 (MIPv6) y
mayor nivel de Seguridad (IPsec) por defecto (Diaz et al, 2007).

Estas nuevas caracteristicas de IPv6 permiten dar mayor confia-
bilidad a las redes inalambricas. Por lo tanto, su implementacién se
extiende hasta las redes a gran escala como el caso de los Sistemas
Auténomos, que segln Fabero (2008), son cominmente los Pro-
veedores de Servicios de Internet (ISP por sus siglas en inglés) de un
pais, organizaciones trasnacionales e instituciones de gran flujo de
datos en sus redes, y que por razones geograficas no siempre puede
enlazarse con medios alambricos.

Actualmente, los Sistemas Auténomos se comunican entre si bajo
el protocolo IPv4 y BGP (Border Gateway Protocol, en inglés), el
cual es un protocolo de enrutamiento externo que comunica enru-
tadores de diferentes sistemas auténomos (Cisco Systems, 2012). Sin
embargo, la gran madurez que estd experimentando Gltimamente
IPv6, obliga que los Sistemas Auténomos lo implementen lo mas
rapido posible. Ademds, debido a la diferencia del tamano de la
cabecera de los paquetes entre el protocolo Ipv4 e IPv6 se hace
notable el estudio comparativo en este ambiente de los Sistemas Au-
ténomos, especialmente en enlaces inalambricos donde se ha com-
probado que se obtienen notables pérdidas de sefal con respecto a
los enlaces cableados (Flickenger, 2006).

Una de las motivaciones principales de este estudio radica en que
“...mientras mas tiempo se deje pasar en empezar a habilitar
y probar IPv6, mayores seran los costos en inversién en aspectos
como actualizaciones en Humanware, software y hardware; aunque
se estima que los precios mas altos en la transicién a IPv6 ocurrirdn
con el entrenamiento y no con el software” (Fernandez, 2007, s/p).
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Ademas, la implementacién de este protocolo IPv6 resuelve am-
pliamente las deficiencias nativas del IPv4, tanto a nivel de seguri-
dad como movilidad, sin olvidar de la solucién que daria IPv6 al
problema del agotamiento de direcciones IP. Con esto, se permitiria
la incorporacién de nuevos dispositivos que tendran direcciones IP
publicas sin ninglin inconveniente, logrando que estos aparatos se
comuniquen entre si sin restricciones de redes privadas del NAT.
(Millan, 2012)

Sin embargo, en la actualidad existe muy poco material sobre el
estudio de conectividad inaldmbrica entre Sistemas Autébnomos tan-
to en la Web como los libros textuales. Por lo tanto, se buscé con
esta investigacion ofrecer a estos sistemas las grandes ventajas del
enlace no cableado, de las cuales cabe destacar que el vinculo ina-
lambrico puede ser un reemplazo idéneo para aquellas situaciones
que el cableado es imposible de implementar.

Ademas la frecuencia 5.7 Ghz es una frecuencia autorizada sin
licencia y muy poco usada ya que en el mercado disponen princi-
palmente de dispositivos inalambricos de frecuencia 2.4 Ghz, por lo
que se puede obtener mayores beneficios tales como la casi inexis-
tencia de interferencia de dispositivos operativos en el nivel del es-
pectro 5.7 Ghz, logrando una mejor distribucién y aprovechamiento
de aparatos inaldmbricos.

De esta forma, con el problema antes descrito, fue necesario de-
sarrollar un esquema para medir el rendimiento de una red con
politicas de Calidad de Servicio, en Sistemas Auténomos bajo BGP
conectadas inaldmbricamente a 5.7 Chz y nodos méviles en los ex-
tremos usando el protocolo emergente IPv6, a fin de verificar la esta-
bilidad del enlace a esa frecuencia, estudiando, entre otros aspectos,
la relacion de las caracteristicas del nuevo protocolo con respecto a
las pérdidas asociadas a enlaces de este tipo.
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1. Aspectos teoricos
1.1. Protocolo de Internet version 6 (IPv6)

Diaz y colaboradores (2007) manifiestan que IPv6 es la nueva ver-
sion del protocolo de Internet, que es basico para el funcionamiento
de la Red y cuyas primeras especificaciones fueron desarrolladas por
Internet Engineering Task Force (IETF) en los ahos noventa. La moti-
vacion principal de la transicion al nuevo protocolo es la expansion
de las direcciones publicas disponibles de Internet, que permitira la
conexion a la Red de miiltiples dispositivos como PDAs y teléfonos
méviles. Otro factor clave para la adopcion del nuevo protocolo
es la expansion del uso de las tecnologias basadas en el concepto
‘always-on” o siempre conectados como DSL, cable, Ethernet hasta
la casa, fibra 6ptica, PLC, entre otros.

Las ventajas de IPv6 son, ademas de un mayor espacio para las
direcciones, la escalabilidad, ya que ha sido disefado para crecer
sin los limites y parches de IPv4; una seguridad implicita, pues IPsec
es obligatorio como parte del protocolo; y la movilidad, ya que fa-
cilita la nueva generacion de aplicaciones (Millan, 2012), teniendo
cabida en la creciente movilidad de los usuarios de Internet y las
redes domésticas con avanzados sistemas de televigilancia, control,
y seguridad, entre otros.

Entre sus aspectos mas importantes estd un mayor espacio de di-
recciones, paquetes eficientes y extensibles, renumeraciéon y multi-
homing (que facilita el cambio de proveedor de servicios), movilidad,
calidad de servicio y clases de servicios, seguridad, auto configura-
cién de los nodos, aplicaciones anycast y multicast, Wireless, End to
end (no usa NAT).
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1.2. Calidad de Servicio

La calidad de servicio (QoS, por sus siglas en inglés) se encarga de
proveer un nivel de servicio para que las diferentes aplicaciones que
usen la red se puedan beneficiar de ella de manera apropiada, y ya
que no todas las aplicaciones tienen los mismos niveles de exigencia
de la red, busca asignar a cada una la exigencia que requiera. Al
utilizar la calidad de servicio, distintas aplicaciones de red pueden
coexistir en la misma red sin consumir cada una el ancho de banda
de las otras (Certain, 2009).

Segtin Alvarez (2005), cada red puede tomar ventaja de distintos
aspectos en implementaciones de QoS para obtener una mayor efi-
ciencia, ya sea para redes de pequefas corporaciones, empresas o
proveedores de servicios de Internet.

En términos generales, explica el mismo autor que puede defi-
nirse la Calidad del Servicio (QoS) como la capacidad que tiene un
sistema de asegurar, con un grado de fiabilidad preestablecido, que
se cumplan los requisitos de trafico, en términos de perfil y ancho de
banda, para un flujo de informacién dado.

1.3. Estandar WLAN 802.11a

La norma IEEE 802.11 es un estandar en continua evolucién, por
lo que ha sufrido varias modificaciones y extensiones a lo largo de su
corta vida, y es por ello que atin hoy en dia van apareciendo nuevas
especificaciones. Este estandar no especifica una tecnologia o imple-
mentacién concretas, sino simplemente el nivel fisico y el subnivel
de control de acceso al medio (MAC), siguiendo la arquitectura de
sistemas abiertos OSI/ISO.

802.17a: Larevision 802.11a al estandar original fue ratificada en
1999. El estandar 802.11a utiliza el mismo juego de protocolos de
base que el estandar original, opera en la banda de 5 GHz y utiliza
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52 subportadoras por multiplexacién por division de frecuencias or-
togonal (OFDM, por sus siglas en inglés) con una velocidad maxima
de 54 Mbit/s, lo que lo hace un estdndar practico para redes ina-
lambricas con velocidades reales de aproximadamente 20 Mbit/s.La
velocidad de datos se reduce a 48, 36, 24, 18, 12, 9 o 6 Mbit/s en
caso necesario. 802.11a tiene 12 canales no solapados, 8 para red
inalambrica y 4 para conexiones punto a punto. No puede intero-
perar con equipos del estdndar 802.11b, excepto si se dispone de
equipos que implementen ambos estandares.

1.4. Sistemas autbnomos

Segtin Coitia (2003), un sistema autébnomo (SA) sera la subred
que es administrada por una autoridad comin, que tiene un proto-
colo de ruteo homogéneo mediante el cual intercambia informacién
en toda la subred y que posee una politica comun para el intercam-
bio de trafico con otras redes o sistemas autbnomos. En Internet
se dan, al menos, dos niveles jerarquicos de ruteo, el que realiza
dentro de un sistema auténomo vy el que se efectia entre sistemas
autbnomos.

Habitualmente, el SA es visto como una Gnica entidad. Cada SA
tiene un niimero identificador de 16 bits, que se le asigna mediante
un Registro de Internet (como RIPE, ARIN, o APNIC), o un provee-
dor de servicios en el caso de los SA privados. Asi, se consigue dividir
el mundo en distintas administraciones, con la capacidad de tener
una gran red dividida en redes mas pequenas y manipulables. Exis-
ten casos de que se junten varios SA, cada uno de estas asociaciones
utilizard un router de gama alta que llamaremos router fronterizo,
cuya funcién principal es intercambiar tréfico e informacién de rutas
con los distintos routers fronterizos. Asi, un concepto importante de
comprender es el trafico de transito, que no es mas que todo trafico
que entra en un SA con un origen y destino distinto al SA local.
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1.5. Protocolo de Enrutamiento de Pasarela Frontero: BGP

Goitia (2003), menciona que dentro de un solo SA, el protocolo
de enrutamiento recomendado en Internet es el OSPF (aunque no
es el Gnico en uso). Entre los SA se usa un protocolo diferente, el
BGP (Border Gateway Protocol o protocolo de pasarela frontera). Se
requiere un protocolo diferente entre los SA, ya que las metas de un
protocolo de pasarela interior y un protocolo de pasarela exterior no
son iguales.

Es por eso que Stallings (2004) explica que el protocolo de
pasarela de frontera (BGP) se desarrollé para su uso en conjuncién
con interconexiones en redes que empleen la arquitectura de
protocolo TCP/IP, aunque los conceptos son aplicables a cualquier
interconexiéon de redes. El protocolo de pasarela frontera se ha
convertido en el protocolo de dispositivo de enrutamiento exterior
preferido para Internet, disefado para permitir la cooperacién en
el intercambio de informacién de enrutamiento entre dispositivos
de enrutamiento de diferentes sistemas auténomos (SA), llamado
pasarelas en el estandar.

2. Metodologia utilizada

Para determinar como influye el protocolo Ipv6 con QoS en Sis-
temas Auténomos conectados por Enlace Inaldmbrico a 5.7 Ghz, en
esta investigacion se sigui6 la metodologia de Bisquerra (2000) que
se describe a través de las siguientes fases:

Fase I: Recopilacién de informacion

Para el desarrollo de la investigacion se recopilé informaciéon muy
importante referente a los mecanismos, estructuras y configuracion
de calidad de servicio para cada protocolo IP, redes de area local
inalambrica, comandos de configuraciéon de enrutadores, entre
otros, utilizando los dos protocolos en comparacién, Ipvé e Ipv4,
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configuracion de puntos de acceso y las caracteristicas del protocolo
Ipv6. Ademds de éstos, se tuvo la necesidad de buscar y conocer
software de monitoreo de red a fin de escoger el que mejor se adap-
taba a la investigacion. Asi, entonces, fueron estudiados por medio
de bisquedas en Internet, consultas de tesis, guias, revistas, libros,
entre otras.

Fase Il: Diseno y desarrollo de topologias y/o ambientes de pruebas
de la red

En ésta se llevé a cabo la conexién total de los equipos pasivos
y activos a través del disefo de una red WAN inaldmbrica y nodos
méviles. La topologia implementada se muestra en la figura No. 1y
debido a que el modelo de enrutadores CISCO 1721 sélo disponen
de una interfaz Ethernet, y para este entorno de trabajo se requeria
un minimo de dos interfaces Ethernet (Una para el Access Point y
el otro para la Antena Ubiquiti), se tuvo que agregar un Switch CIS-
CO 2924 en cada extremo vy utilizar VLAN (Virtual LAN en inglés)
para imitar que los enrutadores CISCO tuvieran méas de dos puertos
Ethernet.

Luego, se procedi6é a conectar fisicamente todas las interfaces
Ethernet entre el AP, Switch y el enrutador mediante el cable UTP
(Cat 5) para simular un Sistema Auténomo (SA). Asi mismo, se hizo
un procedimiento similar en el otro extremo para crear otro Sistema
Auténomo. Posteriormente, se configuraron dos Antenas (AP Ubi-
quiti) en cada uno extremo de los dos Sistemas Autébnomos creando
un Enlace Inaldmbrico a 5.7 Ghz. Seguidamente, se configuraron
los dos APs de cada SA para formar dos redes inaldambricas en los
extremos. Una vez finalizado esto, se inici6 la configuracién de los
distintos protocolos requeridos en este ambiente de pruebas, tales
como RIPv2/RIPng, OSPF, BGP con IPv4 / IPv6.
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FIGURA 1: Topologia y/o ambiente de pruebas
Fuente: Autores (2012)

La comunicacién y configuracion con los enrutadores y switches
CISCO se establecié por medio de un cable de consola a través de
la interfaz de linea de comando de un programa de Terminal (Hyper
Terminal). Finalmente, se procedi6 a configurar las PCs en cada ex-
tremo de los SA asignandoles direcciones IPv4 e IPv6 a través de la
interfaz de red inaldmbrica de Windows.

Fase Ill: Pruebas de medicién y recopilacién de informacion de las
mismas

Para conseguir un analisis representativo de la QoS en cada pro-
tocolo fue necesario disponer de un nimero 6ptimo de pruebas rea-
lizadas; por este motivo se hicieron de tres (3) repeticiones de cada
prueba para garantizar datos mas confiables (Montgomery, 2004).
Asimismo, los valores reflejados en las tablas de los parametros (in-
dicadores) estudiados se refieren a su valor promedio. En otras pala-
bras, se promedian los resultados de las tres mediciones realizadas.
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Dichas pruebas fueron establecidas en base a la variacién del por-
centaje de prioridad del ancho de banda que le fue asignado a cada
uno de los tres tipos de tréfico (Video, Dato y Voz) a ser enviados,
junto con variacién de congestionamiento de trafico de la red, para
evaluar cémo se comportaba QoS en ambos protocolos y con distin-
tos niveles de congestionamiento y estableciendo varios puntos de
comparacion entre los mismos.

Los datos fueron recopilados mediante software de Generacién
de Trafico Distribuido DITG (version 2.6.1d), Wireshark (version
1.4.4), VideoLAN e IPERF. Del mismo se recopilaron parametros de
medicién para establecer el comportamiento de una red, en base al
trafico que se generd; por consiguiente, estos datos fueron almace-
nados, clasificados y ordenados de manera adecuada, distinguiendo
entre cada prueba definida.

Se detect6 el ancho de banda disponible desde una PC de un ex-
tremo a otra PC del otro extremo, arrojando como resultado 6ptimo
16.9Mbits/sec.Una vez conocido el ancho de banda disponible en
el ambiente, y sabiendo que la QoS funcionaba sélo en caso de con-
gestionamiento, se disefiaron tres tipos de Trafico que se describen
de la siguiente manera:

- Tréfico Datos: Este flujo de trafico simula la transmisién de trafico
UDP en las cuales se enviaron paquetes de tamano 540 bytes,
tamano por defecto del programa DITG para representar una
transmision constante de datos.

- Trafico Voz: Este flujo de tréfico también fue de UDP, en la cual se
enviaron paquetes de tamano 144 bytes, en el cual se utilizd
el cédec G.711 de flujo de voz con la técnica de codificacion
VAD (Propuesta por DITG).

- Tréfico Video: Este flujo de trafico fue de RTP (Real Time Proto-
col, siglas en inglés), pero estos paquetes son de tamafno 1390
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bytes para IPv6 y 1370 bytes para IPv4, estos valores fueron
generados automaticamente por el VideoLAN y capturados
por el Wireshark.

En base a estos tres tipos de tréficos antes mencionados, se crea-
ron los siguientes pardmetros de pruebas de tréafico a criterio del
investigador para colapsar el ancho de banda disponible en este am-
biente de red:

1. Tréfico Bajo:
1.1. Datos: Se enviaron 200 paquetes por segundo durante
60 segundos, para un total de 12000 paquetes.
1.2. Voz: Se enviaron 100 paquetes por segundo durante 60
segundos, para un total de 6000 paquetes.
1.3. Video: Se enviaron 25874 paquetes.

2. Trafico Medio:
2.1. Datos: Se enviaron 2000 paquetes por segundo durante
60 segundos, para un total de 120000 paquetes.
2.2. Voz: Se enviaron 500 paquetes por segundo durante 60
segundos, para un total de 30000 paquetes.
2.3. Video: Se enviaron 25874 paquetes.

3. Tréfico Alto:
3.1. Datos: Se enviaron 4000 paquetes por segundo durante
60 segundos, para un total de 240000 paquetes.
3.2. Voz: Se enviaron 1000 paquetes por segundo durante 60
segundos, para un total de 60000 paquetes.
3.3. Video: Se enviaron 25874 paquetes.

Cabe destacar que se transmitié el mismo video en los diferentes
tipos de trafico por no contarse con el software para enviar un seg-
mento de video, pero se ajust6 el trafico de datos y voz segiin cada
ambiente de prueba, tal como se especifica en la siguiente seccion.
Este criterio se establece dado que buscé forzar el funcionamiento
de la QoS para cada ambiente.
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Ambientes de prueba

Basado en lo anterior, se puede decir que en esta investigacion
se usaron varios ambientes de pruebas, variando los pardmetros de
prueba de tréfico antes descritos y las prioridades que se le daba a
cada tipo de tréfico (individual) a través de politicas de calidad de
servicio en el enrutador. Dichos ambientes contemplaron el uso de
IPv4 e IPv6 por separado, con y sin QoS, quedando establecidos de
la siguiente manera:

a. Condiciones de la red en IPv4 /IPv6 sin QoS enviando:
- Tréfico Bajo

- Trafico Medio

- Tréafico Alto

b. Condiciones de lared en IPv4 / IPv6, con Calidad de Servicio
y 55% del ancho de banda para Datos, 10% para el Video y 10%
para la Voz, con envio de:

- Tréfico Bajo

- Trafico Medio

- Tréfico Alto

c. Condiciones de la red en IPv4 / IPv6, con Calidad de Servicio
y 10% del ancho de banda para Datos, 55% para el Video y 10%
para la Voz, con envio de:

- Tréfico Bajo

- Trafico Medio

- Tréfico Alto

d. Condiciones de la red en IPv4 / IPv6, con Calidad de Servicio
y 10% del ancho de banda para Datos, 10% para el Video y 55%
para la Voz, con envio de:

- Tréfico Bajo

- Trafico Medio

- Tréfico Alto



Alfredo Acurero-David Bracho-Carlos Rincén y Jianfeng Wu ///

Calidad de servicio entre sistemas auténomos con enlaces a 5.7 GHz y servicios
22 de dltima milla inalambricos con el uso de IPv6.

Fase 1V: Andlisis comparativo, tedrico y estadistico

En esta fase, se realiz6 un estudio comparativo entre el protocolo
actual (IPv4) y el protocolo en estudio (IPv6), ya que a la fecha es el
nico punto de comparacion, lo cual permite establecer conclusio-
nes mas ajustadas a la realidad. Seguidamente, se realiz6 una sus-
tentacion tedrica de los resultados obtenidos y finalmente, se realizé
un andlisis estadistico. Para tales efectos, se trabaj6 con el software
estadistico SPSS version 15, utilizando la distribucién Fisher y el pro-
cedimiento ANOVA. El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:
la variable independiente estd conformada por el Protocolo IP (IPv4
e IPv6), y las variables dependientes pertenecen al conjunto relativo
al rendimiento de la red (% de Paq. Perdidos, Delay, Bitrate).

El modelo estadistico utilizado es: yij = u + ai — €jj

Donde: i=1,...,n J=1,...m

n es el nimero de repeticiones y m el nimero de casos
y = var dependiente: % de Paq. Perdidos, Delay, Bitrate
U = media del caso

a = var independiente: los dos protocolos (IPv4 e IPv6)
&jj = error experimental

3. Resultados obtenidos

Los resultados obtenidos se resumen en tres (3) tablas (graficos)
categorizadas por Indicadores de QoS:



RevisTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 3% época. Aho 3 N° 6, 2012
Ciencias Exactas, Naturales y de la Salud

- Porcentaje de Paquetes Perdidos:
100 5 —— o -
o0 —Graficode % PaquetesPerd!dos.4‘
-é 80 4 o
3 70 - ‘'H -
& g o B - E
P
£ 50 —HEE—A -
g 40 1 e = = =
u 30 4 T | I - W |Pvd
° S— — — .
® 20 u PG
10 —‘ — -
0 -+ ._- AAAAA _ ._ — . - . .AI_ || _— .
SinQoS| QoS QoS QoS SonS‘ QoS QoS QoS |SinQoS; QoS QoS ‘ QoS
{55%D| (10%D | (10%D | {55%D 110%0»(10%0‘ {55%D | (10%D | (10%D|
10%v|‘55 %Vi | 10%Vi ‘10%\.« S5%Vi | 10%Vi| lo%vi:SS%Vi'lD%Vi
110% Vo) 10% Vo) 55% Vol [10%Vo ‘10%%1 155% Vo) L0% Y0]{10% Vo) |55% Vo]l
Trafico Bajo Trafico Medio ‘ Tréfico Alto

Grarico N° 1: Gréfico de Porcentaje de Paquetes Perdidos.
Fuente: Autores (2012).

En términos generales, IPv4 tuvo mejor comportamiento que
IPv6 aunque no fue con amplio margen, segin la visualizacién del
grafico. Sin embargo, en los ambientes con implementacién de QoS
y en los cuales donde la mayor prioridad de ancho de banda se da
al tréfico de DATOS, se pudo apreciar una pequefa mejora de [Pv6
con respecto a IPv4.
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- Delay (Latencia):
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Gririco N° 2: Gréfico de Delay (Latencia).
Fuente: Autores (2012).

En esta categoria, se pudo apreciar que IPv4 funcioné mejor que
el nuevo protocolo IPv6. Con la excepcion de los ambientes de QoS
con mayor prioridad de ancho de banda para trafico de DATOS,

en los cuales el IPv6 sali6 victorioso frente al IPv4 con un margen
minimo.
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GrArico N° 3: Gréfico del Bitrate.
Fuente: Autores (2012).

En este renglén, el IPv6 tuvo un comportamiento inferior compa-
rado con el IPv4, ya que en la mayoria de los ambientes de pruebas
fue igual o inferior. Pero, en los casos de ambientes con QoS vy la
mayor prioridad de ancho de banda en el tréfico de DATOS, el IPv6
fue mejor que el IPv4 aunque fue por una minima diferencia.

3.1 Sustentacién tedrica de los resultados

En lineas generales, para estas pruebas se evidencia que IPv4 tuvo
un mejor comportamiento que IPv6, atin cuando las diferencias fue-
ron minimas. Asimismo, la relacién entre los cuatros indicadores
medidos no muestra tendencias anormales. Es decir, se demuestra
que mientras mayor es la latencia y el niimero de paquetes perdi-
dos, menor es el bitrate (situacién mayormente notable en la con-
gestion); tal y como lo especifica Garcia (2002), cuando describe
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que al ir aumentando la congestién de una red, se activan mecanis-
mos de anticongestion que generan disminucién en el bitrate.

Segtin Odom (2004), la latencia también se ve afectada por un
retardo de la sefal en los medios, como asi también por el retardo
anadido por el procesamiento de las sefales mediante hubs y repe-
tidores.

Asimismo, se comprueba que esta pérdida se da porque la ener-
gia de la sefal radiada se expande en funcién de la distancia desde
el transmisor (Flickenger, 2006).

La pérdida también puede producirse cuando los nédulos con-
gestionados de la red dejan caer los paquetes. Algunos protocolos
de redes, como TCP, brindan proteccién de caida de paquetes al
retransmitir los paquetes que pueden haber caido o que pueden
haber sido corrompidos por la red. A medida que la red se conges-
tiona mas, caen mds paquetes y hay mds retransmisiones de tipo
TCP (CNX Anixter, 2011: s/p).

Con respecto al nimero de paquetes perdidos, y debido a que
las transmisiones realizadas estuvieron basadas en el protocolo UDP,
el cual no estd orientado a conexion, la pérdida de paquetes se pro-
duce por descartes de paquetes que no llegan a tiempo al receptor,
permitiendo una degradacion de la comunicacién (menor bitrate)
(Harrington, 2003).

4, Resultados del analisis estadistico

A continuacion se analizan estadisticamente los resultados obte-
nidos a partir de los ambientes y las pruebas descritas:

- Porcentaje (%) de Paquetes Perdidos:

En todos los ambientes a realizar, se pudo apreciar que el F arro-
jado por ANOVA es mucho menor que el Ftab (7,71) y ademas la
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significancia (Sig) asociada en la tabla ANOVA también es mucho
mayor que el coeficiente de significancia (0,05). Por lo que se pudo
afirmar que no hubo diferencias significativas entre IPv4 e IPv6 en
este indicador.

- Delay (Latencia):

Al igual que el indicador anterior, se pudo notar que en todos los
ambientes a realizar, el F arrojado por ANOVA es mucho menor
que el Ftab (7,71) y ademaés la significancia (Sig) asociada en la tabla
ANOVA también es mucho mayor que el coeficiente de significancia
(0,05). Por lo que se pudo afirmar que no hubo diferencias significa-
tivas entre IPv4 e IPv6 en esta categoria.

- Bitrate:

En este indicador se pudo observar un comportamiento equiva-
lente a todos los indicadores anteriores, por lo que se puede afirmar
que no hubo diferencias significativas entre IPv4 e IPv6 en este con-
torno.

Conclusiones

Cuando se establecen politicas de calidad de servicio donde la
mayor prioridad es para tréficos que no son de tiempo real, IPv6
tiende a comportarse mejor que IPv4 atin cuando no es significativo
estadisticamente. Asimismo, el uso de una cabecera mas grande en
IPv6, influye en el aumento de los retardos y disminucién del bitrate,
debido al tiempo de procesamiento de los paquetes en los disposi-
tivos activos como enrutadores, conmutadores y puntos de acceso.

Por otra parte, la utilizaciéon del protocolo IPv6 en ambientes de
produccién con QoS similares a los utilizados en esta investigacion,
no influye significativamente en el desempefio de la red respecto a
entornos IPv4 con las mismas caracteristicas usadas. A pesar de que
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IPv6 presenta en general un menor desempefio frente a IPv4, esta
diferencia puede considerarse no significativa, IPv6 ain estd en su
etapa de madurez, ya que IPv6 es un protocolo que fue construido
en base a la experiencia obtenida con IPv4. Por lo tanto, puede con-
cluirse que su uso no altera de manera significativa el desempeno
de Sistemas Auténomos conectados por enlaces inaldmbricos a 5.7
GHz.

Por dltimo, el hecho de utilizar enlaces de 5.7 GHz genera una
pérdida de paquetes superior a otros enlaces de otras frecuencias y
enlaces cableados, debido al factor distancia, donde la pérdida de
espacio libre puede aumentar, ya que la potencia de la senal tiende
a disminuir. Por tanto, el estudio de las condiciones de los enlaces
inalambricos entre sistemas autbnomos, es un factor determinante
dada la envergadura de los sistemas a interconectar.
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Efectos de interfase y superficie en peliculas delgadas
de Fe (001)
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RESUMEN

Se emplea la Resonancia Ferromagnética (FMR) para estudiar los efectos
de interfase y superficie en peliculas delgadas magnéticas. Para esto,
se deposité una serie de peliculas delgadas de Fe sobre substratos
monocristalinos de MgO(001). Las anisotropias magnéticas son es-
tudiadas en funcion del angulo azimutal y espesor de las peliculas.
Mostramos que las propiedades magnéticas son debidas al efecto
combinado de las anisotropias magnéticas, y a la competencia entre
los mecanismos de conduccién vy las dislocaciones de las anisotro-
pias.
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Interface and surface effects in thin films of Fe

ABSTRACT

Ferromagnetic Resonance technique (FMR) has been employed
to study the interface and surface effects on the magnetization of
thin magnetic films. For this, a series of Fe thin films were deposited
into single crystalline MgO (001) substrates. The magnetic anisotro-
pies are studied as functions of the in-plane angle, and film thick-
ness. As the result we showed that the magnetic properties in these
materials are due to the combined effect of magnetic anisotropies,
and a competition between conduction mechanisms and anisotropy
dislocations.

KeyworDs: magnetic thin films, magnetic nanostructures, ferromagnetic
resonance, magnetic anisotropies, interface effects

Introduccion

Los avances recientes en las técnicas de deposicion de peliculas
delgadas, han permitido la deposicién epitaxial de nano-estructuras
ferromagnéticas de apenas algunas monocapas. Estas peliculas son
depositadas sobre un substrato con estructura de un monocristal,
con los ejes cristalinos bien definidos. En estos sistemas, cada capa
atémica estd acoplada por interacién de intercambio, dando origen
a un momento magnético cuya orientacion es determinada por las
anisotropfas magnéticas. En particular, en una pelicula monocrista-
lina de Fe, la magnetizacién estd restringida al plano de la pelicula
y en la direccién del eje cibico [100], en la ausencia de campo
externo. Adicionalmente, en la medida que el espesor de la pelicula
disminuye, la tendencia del material para formar dominios también
disminuye. Esto justifica, en la mayoria de los casos, los modelos
fenomenolégicos de mono-dominios con rotacién coherente (Cow-
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burn, et. al, 1995; Florczak y Dan Dahlberg, 1992; Dieny, et. al,
1990; Nowak, 1992).

Las peliculas delgadas monocristalinas de Fe son entonces, candi-
datos naturales para estudiar efectos de interfaces tales como, tran-
siciones de fase [Hu y Kawazoe, 1995; Abanoy, et. al., 1995; Moro-
zov y Sigov, 1997; Zhang y Yang, 1995), observacion de dominios
(Cu, et. al., 1995; Slonczewsky y Middelhoek, 1965; Politi, 1998),
anisotropias magnéticas (Johnson, et. al., 1996), rugosidades (Kudr-
novsky, et. al., 1996; Palasabtzas, 1997), oxidacién de superficies
(Kock y Geus, 1985; Salvietti, 1997), etc.

El interés en el estudio de las propiedades magnéticas de interfa-
ces monocristalinas ferromagnéticas/semiconductoras(aislantes), es
debido en gran parte, al potencial de aplicacion en la fabricacién de
heteroestructuras microelectrénicas magnéticas (Prinz, 1994). Estas
interfaces poseen propiedades mas favorables para la microelectré-
nica que otros sistemas ya conocidos.

Los substratos mas usados en la epitaxia de peliculas delgadas de
Fe son los monocristalinos, entre ellos: GaAs (001)(Li, et. al., 1998;
Tustinson, et. al., 1987), MgO (001)(Lairson, et. al., 1995; Lawler,
et. al., 1997; Miihge, et. al., 1994), Si (001) y Si (111)(Heinrich y
Cox, 1994; Ustinov, et. al., 1994), Ag (001) (Laidler, et. al., 1996;
Goryunoy, et. al., 1995), AL,O, (1120) (Miihge, et. al., 1994), etc.
Estos substratos son de gran interés en la fabricacién de dispositivos
electrénicos, y combindndolos con materiales ferromagnéticos, se
pueden producir estructuras hibridas epitaxiales para aplicaciones
en microelectrénica. En particular, la superficie (001) del MgO es
muy estable, con estructura ideal casi similar a la del material masivo
(Heinrich y Cox, 1994). Esto ofrece la posibilidad de depositar peli-
culas monocristalinas de Fe con espesores desde algunas monocapas
hasta peliculas relativamente gruesas. El sistema Fe/MgO (001) epi-
taxial, es también usado como capa intermedia (o buffer layer) en la
fabricacion de multicapas y otros sistemas mas complejos (Ustinov,
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et. al., 1996). Las técnicas mds usadas en la epitaxia de peliculas
delgadas de Fe sobre MgO (001) son el magnetron sputtering (RF o
DC) (Harp y Parkin, 1996) y MBE (Mihge, et. al., 1994).

En este trabajo presentamos un estudio sobre las propiedades
magnéticas de peliculas delgadas monocristalinas de Fe, crecidas so-
bre substratos de MgO (001) mediante DC magnetron sputtering.
Mostramos que la relajacion ferromagnética de la pelicula es debida
a la formacién de dislocaciones interfaciales y que las propiedades
magnéticas en peliculas muy delgadas son controladas por la com-
petencia entre las anisotropias uniaxial y ctbica.

1. Metodologia experimental

Para el estudio de las propiedades magnéticas de peliculas del-
gadas ferromagnéticas, fueron depositadas peliculas de Fe sobre
substratos de MgO (001) obtenidos comercialmente. Los substra-
tos fueron sometidos al tratamiento de limpieza con ultrasonido, en
bano de metanol durante 10 mins. Las peliculas fueron depositadas
utilizando un sistema de sputtering Balzers/Pfeiffer PLS500, en la
configuracion vertical, o sputter-up, con distancia blanco-substrato
de 9 cm. La cdmara de deposicion fue mantenida a una presion de
base de 1.2 x 10-7 Torr antes del sputtering, y presién de Ar de 3.3
x 10-3 Torr, durante el sputtering. La pureza del argén y del blanco
de Fe fue de 99.999% y 99.9%, respectivamente. La temperatura
del substrato fue de 130°C y potencia aplicada de 20 W. La tasa de
deposicion para las peliculas de Fe fue de ~1 Afs, con espesores
entre 70 y 250 A. La estabilidad de la superficie ctbica de MgO
(001) y el pardmetro de desacoplamiento (~3.8%) con relacién a la
red cristalina del Fe, facilitan la epitaxia de peliculas de Fe en una
amplio rango de espesores. De esta manera es posible estudiar las
propiedades de las peliculas y los efectos de interface a medida que
el espesor de la pelicula disminuye.
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Las medidas de FMR fueron obtenidas como funcién de angulo
azimutal, H, y en intervalo de frequencias de 7.2 GHz hasta 12.3
GHz, em um espectrometro VARIAN de banda X, empleando una
cavidad cilindrica com factor de calidad del orden de 2500. Un
campo magnético homogéneo es aplicado en el plano de las pelicu-
las, y modulado con um campo sinusoidal de 100 Hz. Las peliculas
son montadas en un goniémetro que permite rotar el plano de las
mismas de 0 a 360 grados.

2. Modelo fenomenolégico

2.1. Campo de resonancia

El campo de resonancia es determinado a partir de la ecuacién
(Heinrich y Cochran, 1993):

2 2
o) _ 1 ’EQ’E ( O’E )
v M’sen’0| 00° 09> | 06009 , ’
(1%

donde ¢ y ¢ son los dngulos polar y azimutal de la magnetizacién
y 6o y¥o indican las posiciones de equilibrio. Esta es la condicién
general de la resonancia, siendo la herramienta principal en la in-
terpretacion de los datos experimentales de FMR. Las posiciones de
equilibrio (6o, o) son determinadas a partir de las derivadas de la
energia libre magnética, apropiada para cada material en estudio,
y mediante las condiciones de equilibrio 6E/06=0 y 6E/é¢= 0. Para
el caso de una pelicula ferromagnética con anisotropia ctbica, en
el plano (001), con constante de anisotropfa magnetocristalina K,
constante de anisotropia uniaxial en-el-plano K , constante de aniso-
tropia perpendicular K, y magnetizacion M y sometido a un campo
magnético H. El dngulo ¢ es medido con respecto a la normal a la
pelicula y los angulos ¢, ¢y, con relacion al eje clbico [100]. La
energfa libre magnética por unidad de volumen de esta pelicula es
(Fermin, et. al., 1999):
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K
E@,9)=—HeM + Tl(senZZB + sen49sen22¢)+ 2z M}, cos’ 0
+K, sen’Osen’(p—9,) ,

donde M es una magnetizacién efectiva definida usualmente como
Me=4zM - 2K /MLas posiciones de equilibrio de M son dadas por
los ceros de las primeras derivadas de la energia con respecto a ¢ y
?En el caso de peliculas ferromagnéticas tales como Fe, la posicion
de equilibrio perpendicular al plano es ¢ =8 =7/2,y en el plano, es
dada por la ecuacion:

H H
Hgsen(p, —¢y)=— 41 sen(4g,) - zu sen(p, —¢,) , 3)

donde H,=2K./M e Hu =2K /M. Aplicando la ecuacion de la reso-
nancia (1) en =6, =r/2y ¢=9, obtenemos

@ ’ H , ,
[ J —[HU cos(p, — ¢, )+ 4] (3+cos4(p(,)H“sen‘(gang?u)+4;rM;,]}

v
/

X [HO cos(p, —¢, )+ H cosdp, + H, cos2(e, — o, )] . (4)

El campo de resonancia H =H__, como funcién del éngulo en el
plano (#H), es calculado a partir de esta ecuacion, para  fijo.

2.2. Ancho de linea

El estudio del ancho de linea de FMR es uno de los procedimien-
tos mas usados en la investigacion de los mecanismos de relajacion
de peliculas delgadas magnéticas. El ancho de linea de FMR en me-
tales masivos es debido principalmente al mecanismo de conduc-
cién y a la relajacion intrinseca (Frait y Fraitovd, 1980; Schreiber, et.
al., 1995). En peliculas delgadas, otras contribuciones a AH deben
ser consideradas. En estos sistemas, efectos de tamano, de superfi-
cie y de interface modifican las anisotropias magnéticas y pueden
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producir dispersion de los ejes locales de anisotropia (Ding y Zhu,
1994). Con esto en mente, el ancho de linea de FMR puede ser
escrito en la forma

Al =AH,,, + A, , (5
donde el primer término representa el ensanchamiento inhomogé-
neo de la linea debido a la presencia de inhomogeneidades y defec-
tos, y el segundo termino representa el ensanchamiento homogéneo
debido a los mecanismos intrinsecos y de conduccién. Desprecian-
do las propiedades dindmicas de la magnetizacion, la contribucién
de estos procesos al ancho de linea puede ser calculada mediante
la expresién (Heinrich y Cochran, 1993):

) (6)

» |

lE 1 azE}
PV I Y
12 sen 0 a(/’ By,

donde 0w /0H | es la derivada de (4) con respecto al campo aplica-
do, calculada en el equilibrio. Debido al hecho de que la energia
libre magnética, E, presenta simetria definida, AH también exhibe
simetria definida con relacién al dngulo del campo en el plano, #H.
Calculando las derivadas de E y » para una pelicula con anisotropia
cubica, e introduciendo los respectivos resultados en (6), obtenemos
que ancho de linea homogéneo es:

_ 2 G ®
V3 ' M ‘cos(qpu —gnH)‘

(7)

hom

Esta expresion tiene minimos cuando el campo magnético esta
orientado en las direcciones de simetria de la pelicula, y maximos
en ciertas direcciones intermedias, donde el amortiguamiento de la
magnetizacion es menor. El origen microscépico de esta viscosidad
es la interaccién spin-6rbita, que acopla los spins con la red y estd
contenida en el parametro de Gilbert, G. Cuando el principal meca-
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nismo de relajacion es la dispersion electrén-fonén, el pardmetro G
puede ser relacionado con el fator de Landé, g, mediante (Futamo-
to, et. al., 1994):

Gr(g-2) . (8)

Si el factor-g es anisotrépico, el parametro de Gilbert también
sera anisotropico, y el ancho de linea de FMR exhibira una simetria
diferente de 1/cos(® -¢H). La parte inhomogénea del ancho de linea
de FMR, A, en la ecuacion (5), es debida a las imperfecciones y
defectos en la muestra. Las imperfecciones mas comunes en pelicu-
las delgadas, son las mosaicidades o dislocaciones interfaciales (Am-
brose, et. al., 1997), que inducen dispersiones en las anisotropias.
Estas son introducidas para garantizar la relajacion de la pelicula.

Un intento para entender los mecanismos de relajacion en peli-
culas delgadas ferromagnéticas es considerar que, debido a la pre-
sencia de las dislocaciones interfaciales, son inducidas dispersiones
de los ejes locales de anisotropia. Fenomenologicamente, A
puede ser expresado como:

Hinom/

ol , oH

~

H

eff

AH[H{)HJ (a)ﬂ CDH) - A@H + A@u + AH(O) H (())

u

donde H . = afy, es definido en la ecuacién (4), el primer término
es la contribucién de la dispersion angular de los ejes cristalografi-
cos, de acuerdo con Chappert (Chuang, et. al., 1994) y el segundo
término es introducido para incluir los efectos de la dispersion del
eje uniaxial (Baker, et. al., 1996). 29, y A? son las dispersiones an-
gulares de los ejes cristalino y uniaxial respectivamente.AH(0) es el
término independiente de la frecuencia que esta relacionado con
la historia térmica del material y el proceso de preparacion de la
muestra. Considerando la energia libre (2), para una pelicula cibica
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orientada en el plano (001) con anisotropia uniaxial, y calculando
las derivadas indicadas en la expresion (9), obtenemos que el ancho
de linea inhomogéneo es

1. 1 ( 1 | A
o, (,0,,)— v —sen2(@, —@,)+| =@dr M, )+—H, | l+—=cosdg, ——sen8p,
2y 2 ST 2 "2 4

; 1
x sen(@, —@,)+sen(p, —@, )[cos 2, — 0, )—sendo, —p, )]: H, } A,

+ {i H, cos(p,— @) +[4;r M, H, +H H“[l +%CDS 4p, —%.\'en&;o“)
. = J

+(cos2(p, —@,)—2send(p, —@,)) H. /2 ]%}scnl((p,‘, —o ) Ap, +AH(0) .(10)

o

Las expresiones (7) y (10) incluyen las principales contribuciones
al ancho de linea de FMR de una pelicula delgada. La expresion
total es complicada y debe ser resuelta numericamente para cada
posicién del campo externo, HO.

3. Resultados y andlisis

La Fig.1 muestra la dependencia angular del campo de resonan-
cia, HR, en 11.0 GHz, para peliculas de Fe/MgO (001) con espeso-
res de 70 Ay 102 A. La pelicula de 102 A presenta la simetria C4
propia del plano (001) de Fe B.C.C. La muestra con espesor de 70 A
exhibe una simetria C4 distorcionada por el efecto de un campo de
anisotropia uniaxial con eje facil a lo largo de la direccion [110] del
Fe. Las muestras mds gruesas presentaron un comportamento similar
a la pelicula de 102 A. Las lineas continuas en la Fig. 1 representan
ajustes numéricos de los datos experimentales con el modelo feno-
menolégico descrito en la seccién 2. Los parametros de cada pelicu-
la obtenidos de los ajustes, son listados en la Tabla 1. En las Figs. 2(a)
y 2(b) mostramos la dependencia del campo de anisotropia magne-
tocristalina ctbica, H1=2K,/M, y del campo de anisotropfa uniaxial,



José R. Fermin ///
Efectos de interfase y superficie en peliculas delgadas de Fe (001)

40

+ 1_=TOA

1.4 t_=102A

1.2 i

1.0

H, (kOe)

0.8
D.6

04

0 45 90 135 180 225 270 315 360
¢, (grados

Ficura 1. Dependencia angular del campo de resonancia para peliculas finas de
Fe/MgO (001) con espesores de 70 Ay 102 A. Fermin, J. R.

TaBLA 1. Pardmetros de FMR obtenidos de los ajustes numéricos
para Fe (t_)/MgO (001) Fermin, J. R.

t, 4mnM_ 2KM 2K/M Ap,  Ag, G

Fe

A (kOe) (kOe)  (kOe) (deg) (deg) (GHz)

70 11.7 0.27 0.07 2.0 0.2 0.11
89 15.7 0.36 0.015 0.95 0.14 0.03
102 16.5 0.42 0.01 0.9 0.0 0.03
114 17.2 0.44 0.01 0.7 0.13 0.03
127 17.4 0.46 0.01 0.72 0.0 0.043
177 18.0 0.50 0.01 0.7 0.0 0.03
202 18.9 0.52 0.01 0.68 0.0 0.03

252 19.5 0.55 0.01 0.68 0.0 0.03
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Ficura 2. Dependencia con espesor de la pelicula de Fe de (a) campo de anisotro-

pia magnetocristalina y (b) campo de anisotropia uniaxial, en peliculas delgadas
de Fe (tFe)/MgO (001). Fermin, J. R.

HU=2K /M, con el espesor de la pelicula. El campo de anisotropia
magnetocristalina aumenta con el espesor de la pelicula hasta llegar
a cierto valor de ~0.55 kOe, préximo del valor para Fe clibico ma-
sivo. La linea continua en 5(a) representa un ajuste de acuerdo con
la expresién 2K /M = (0.60-25.0/t, ) kOe, donde el primer término
es la contribucion de la anisotropia ctbica del volumen y el término
proporcional a 1/t__es la contribucién de la interface. Este tipo de
dependencia es observada en peliculas monocristalinas ferromag-
néticas (Heinrich y Cochran, 1993) e indica como la presencia de
la interface afecta la anisotropia cibica de la pelicula. Las peliculas
presentaron una anisotropia uniaxial, provablemente inducida por
compresion debida al desacoplamiento entre los pardmetros de red
de la pelicula y del substrato. Se observa la dependencia no linear
con el espesor de la pelicula, con una transicién abrupta en torno
de 100 A. La linea continua en la Fig. 2(b) es un ajuste mediante
una funcién escalén del tipo

2K, t, —1 2K,
[ f] + ( ”j; 1, <t,
2K, M ), 1 M )

Y 2K, (11)
M ), '
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donde t, y t., son um espesor critico y espesor de la pelicula, res-
pectivamente, el primer término de la parte superior corresponde
a la contribucién del volumen de la pelicula, y el segundo término
proporcional al inverso del espesor representa a la anisotropia indu-
cida en la interface. El mejor ajuste fue obtenido usando los valores
(2K /M), =0.010 kOe, (2K /M), =0.20 kOe y t.= 95 A. Este tipo de
dependéncias con el espesor son también observadas en estructuras
epitaxiales con anisotropia inducida por relajacion elastica (Gester,
et. al., 1996). En este caso la anisotropia uniaxial es proporcional al
estrés, g, diferenciando la pelicula en dos regiones: t_<t_, donde la
pelicula es sometida a fuerzas elasticas y de compresion, y el creci-
miento es pseudomorfico; t.<t., donde aparecen las dislocaciones
interfaciales y el estrés no es mas importante. Para peliculas de Fe/
MgO (001), t.~10 A (Frait y MacFaden, 1965). En la Fig. 2(b) po-
demos diferenciar mas claramente la segunda region (t <t_). Esta
region es dividida en tC<t_<t , donde se forman las dislocaciones
interfaciales y el estrés decae rdpidamente, y la region de saturacion,
t..>t,, donde no se introducen mas dislocaciones y el estrés llega al
valor de saturacion. Este mecanismo esta relacionado con los proce-
sos de relajacion de la pelicula y serd discutido con mas detalles en
la discucién sobre ancho de linea de FMR.

La magnetizacion efectiva, 4zM _=47M-2K /M, en funcion del
espesor de la pelicula, es mostrada en la Fig.3. Se observa un in-
cremento gradual de la magnetizacion efectiva con el espesor de
la pelicula, hasta ~19.5 kOe, préximo del valor esperado en Fe
masivo (~22.0 kOe). Este comportamiento puede ser representa-
do mediante la expresion 4z, . =22.0-650/t_ (linea continua). Los
simbolos abiertos en la Fig. 3 representan los valores del campo de
anisotropia perpendicular, 2K /M, extraidos de la definicion de 4x
M., cuyos valores son representados por lo simboloes cerrados. Este
resultado muestra que la magnetizacion de la pelicula, es diferente
de la magnetizacién del material masivo debido a la presencia de
una anisotropia perpendicular, que decae como el inverso del espe-
sor de la pelicula.
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El ancho de la linea, 2H, con respecto al dngulo azimutal se mues-
tra en la Fig. 4, para las mismas peliculas de la Fig. 1. La pelicula con
102 A exhibe la misma simetria C4 de Fe/GaAs(001), con minimos
iguales a lo largo de los ejes [100] y [110] del Fe. Esta dependencia
es explicada fenomenolégicamente mediante la expresion (7) del
ancho de linea homogénea y el primer término en (10) que repre-
senta la contribucién inhomogénea debida a la mosaicidad de la
interface. La curva continua corresponde al ancho de linea calcu-
lada numericamente con estos dos términos. Obtenemos excelente
concordancia entre los datos experimentales y la teoria asumiendo
una dispersién angular de los ejes cuibicos, 2¢H=0.9°, del mismo
orden que el valor de la mosaicidad medida por rayos x, en peliculas
de Fe/MgO (001) crecidos por sputtering RF (Miihge, et. al., 1994;
Goryunoy, et. al., 1995). De los ajustes numéricos extraimos el valor
del parametro de Gilbert, G=0.03 GHz, es el valor reportado para
Fe masivo.

Las peliculas con espesores t, >102 A, presentaron dependencia
similar con relacién al angulo azimutal. Para t..<102 A, el ancho de
linea presenta un comportamento diferente. La anisotropia uniaxial
inducida, quiebra la simetria de AH, introduciendo una diferencia
entre los valores medidos a lo largo de los ejes [100] y [110] del Fe.
Este comportamiento no puede ser mas explicado asumiendo ape-
nas relajacion intrinseca (7) y dispersion angular de los ejes ctbicos,
como en peliculas mas gruesas. En este caso, es necesario asumir
que el eje de anisotropia uniaxial, también presenta dispersién an-
gular, 2¢ . Usando (7) y (10), calculamos numéricamente el ancho
de linea para cada posicién del campo magnético en el plano de la
pelicula (linea continua). Obtenemos un ajuste razonable con los
parametros G=0.11 GHz, A¢H~2.0° e A9u~0.2°. Los valores de
APH y A®u para cada pelicula estd listado en la Tabla 1. En la Fig.
5, mostramos la variacién de las dispersiones angulares, 2¢H y 29
u, medidas en 11.0 GHz. Se observa un comportamiento del tipo
1/t.,, indicando que las dispersiones de las anisotropias resultan de
efectos de interface. Sin embargo siendo las peliculas epitaxiales,
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Ficura 3. Dependencia con espesor de la magnetizacion efectiva de peliculas de
Fe (tFe)/MgO (001), definida como 47M_=4zM-2K /M. Fermin, J. R.
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Ficura 4. Dependencia angular del ancho de linea de FMR de peliculas monocris-
talinas de Fe (tFe)/MgO (001), para t,,=70 Ae 102 A. Fermin, J. R.



RevisTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 3% época. Aho 3 N° 6, 2012
Ciencias Exactas, Naturales y de la Salud

45

ellas exhiben una estructura de mosaicos, que consiste en rotacio-
nes microscopicas de los planos cristalinos en torno de la normal y
distribuidas a través de toda la pelicula. Las dispersiones angulares
llegan al valor de saturacion cuando t, ~t, =115 A. Esto muestra que
en laregion 70 A<t<t,, la estructura de la interface es caracterizada
por la presencia de dislocaciones interfaciales que inducen disper-
siones en los ejes de anisotropia. Estas dislocaciones son esenciales
para compensar el desacoplamiento entre los pardmetros de red del
substrato y de la pelicula.

En la region t >t (= 95 A), donde la anisotropia inducida por
relajacion elastica llega al valor de saturacién, el pardmetro de red
de la pelicula es préximo del valor en Fe masivo y la pelicula, las
dislocaciones interfaciales saturan y la pelicula se encuentra total-
mente relajada. La variacién del ancho de linea de FMR a 9.5 GHz,
en relacion al espesor de la pelicula, estd mostrada en la Fig. 6. Los
simbolos sélidos corresponden a los valores medidos con el cam-
po magnético aplicado en las direcciones [100] y [110] del Fe. Los
circulos abiertos representan el ancho de linea media sobre todo el
plano de la pelicula. Se observa el comportamiento no lineal del tipo
1/t tipico de los efectos de interface. Las lineas continua y puntea-
da son calculadas a partir de una expresion del tipo (12), similar a la
usada en la interpretacion de la anisotropia uniaxial, donde usamos
los valores AH, =0.025 kOe y AH.=0.06 kOe para el ancho de Ii-
nea mediay AH,,=0.025 kOe y AH.=0.02 kOe, cuando es medida
a lo largo de los ejes [100] y [110].

ty —t

AHV +[—IZ—F8)AHs; lpe <tp
IFe

AHV 5 tFe th

(12)
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Ficura 5. Dependencia con el espesor de las peliculas de Fe, de las dispersiones
de los ejes de anisotropia cibica (cuadrados) y anisotropfa uniaxial (circulos), ex-

traidos de las medidas de FMR. . Fermin, J. R.

Para ambas curvas t,~140 A>95 A, el valor extraido de la me-
dida de anisotropia uniaxial. Asi mismo, AH, 2¢H, ¢ e H =2K /M
presentan dependencia similar con el espesor de la pelicula. Este re-
sultado muestra que la relajacion ferromagnética de las peliculas de
Fe es debida a las dispersiones angulares de los ejes de anisotropia,
inducidas a través de dislocaciones interfaciales. La dependencia de
AH con relacion a la frequencia, medida a lo largo de los ejes [100]
y [110], es mostrada en la Fig. 7, para las pellculas de 70 Ay 102 A.
Las lineas continuas representan ajustes numéricos de acuerdo con
la expresion (12), con los parametros en la Tabla 1y ¢, fijo. El para-
metro de Gilbert, G, fue ajustado hasta obtener la mejor curva teori-
ca. De aqui, obtenemos G~0.11 GHz parart, =70 A y G~0.03 GHz
para t, =102 A. Esto indica que el pardmetro de Gilbert es aproxi-
madamente isotropico y es afectado por las dislocaciones interfacia-
les. EI comportamiento lineal de AH en  >7.0 GHz es esperado en
peliculas metalicas, donde los procesos de relajacién son debidos
principalmente al mecanismo de intercambio por conduccién (Frait
y Fraitova, 1980). Este mecanismo es valido solamente en peliculas
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Ficura 6. Dependencia con espesor de la pelicula de Fe del ancho de linea de
FMR, para peliculas delgadas de Fe(t, )/MgO (001), medida a lo largo de los ejes

clbicos [100] y [110] del .. Fermin, J. R.
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Ficura 7. Dependencia del ancho de linea de FMR con la frequencia, medida a lo
largo de los ejes cristalinos [100] y [110] del Fe, para (a) Fe (70 A)/MgO (001) y (b)

Fe (102 A)/MgO (001). Fermin, J. R.
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relativamente gruesas. En peliculas mas delgadas, la dependencia de
AH con frequencia, es caracterizada por una parte no linear a fre-
quencias bajas, proporcional a 1/w. Otro aspecto importante, es el
hecho de que los valores de AH medidos a lo largo de los ejes ctbi-
cos [100] y [110] del Fe, son diferentes en las peliculas més delgadas.

Esto también es observado en otras peliculas ferromagnéticas pero
no existen modelos tedricos explicando el origen de este fenémeno.
Fenomenolégicamente, la expresion (12) produce una explicacion
en términos de la anisotropia uniaxial y la dispersiéon angular del
eje uniaxial. La dispersion angular del eje uniaxial, 2¢ , quiebra la
degeneracion del ancho de linea en los ejes cristalinos, en altas fre-
quencias, por un valor dado por 8(AH)=2AH AH,  =3/4 H AP .
Con esto, explicamos también el hecho de que en peliculas gruesas,
con anisotropfa uniaxial despreciable, el ancho de linea medida a lo
largo del eje [100] es igual al valor medido con el campo magnético
en la direccién [110].

Concluimos entonces, que los principales procesos de relajacion
en peliculas delgadas de Fe son los mecanismos de conduccion in-
trinsecos y las dispersiones de los ejes de anisotropia debido a la
formacion de dislocaciones en la interface pelicula-substrato.

Conclusiones

En este trabajo se present6 un estudio detallado sobre las propie-
dades magnéticas de peliculas delgadas de Fe/MgO (001), fabrica-
das mediante la técnica de magnetron sputtering y caractertizadas
empleando FMR tanto el campo de resonancia, H,, y el ancho de
linea, 2H, en el plano de la pelicula presentaron una simetria C4
con respecto al dngulo azimutal, tipico de sistemas ferromagnéticos
BCC. Las constantes de anisotropia magnética en las peliculas de
Fe presentan un comportamiento 1/espesor, evidenciando fuertes
efectos de interface pelicula/substrato. La anisotropia magnetocris-
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talina, K1, aumenta a medida que aumenta el espesor de la pelicula
hasta estabilizarse cerca del valor esperado en un cristal de Fe BCC
(~ 550-580 Oe). Las anisotropias uniaxiales Ku y KN, disminuyen
con el espesor hasta cierto espesor critico, encima del cual son des-
preciables. Las medidas de FMR nos permitieron comprobar que el
espesor critico del sistema Fe/MgO (001) es 100-120 A.

Empleamos un modelo fenomenolégico para la interpretacion
del ancho de linea de FMR, AH. Este modelo se basa en la relajacion
ferromagnética por conduccién y por la formacién de dislocaciones
en la interface pelicula/substrato. El principal efecto de estas disloca-
ciones interfaciales es inducir dispersiones angulares en los campos
de anisotropia de la pelicula. Son estas dispersiones las responsables
del ensanchamiento de la linea ha medida que la magnetizacion
rota de un eje facil a un eje duro. En las peliculas relativamente
gruesas (> 100 A), los principales procesos de relajacién son los
mecanismos de conduccién intrinsecos y las dispersiones angulares
del campo de anisotropia ctbica. En las peliculas mas delgadas (<
100 A), donde la anisotropia uniaxial en el plano es importante, las
dispersiones angulares del campo uniaxial también deben ser consi-
deradas. Este nuevo efecto es el responsable por el ensanchamiento
de la linea a lo largo del eje facil del Fe a frecuencias bajas. Aunque
este efecto ha sido observado anteriormente en sistemas metdlicos
no cristalinos, no existe una explicacion tedrica consistente.
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RESUMEN

Se evalué el modelo lineal de descriptores cromatograficos propuestos por
Snyder (1974:1384) y Jandera (1988a:417) para derivados fenilure-
tanos de alcoholes polietoxilados con niimero de éxido de etileno
(EON) de 4 y 18, empleando cromatografia de alta resolucién en
fase normal (HPLC-FN). Se estudiaron los descriptores en colum-
nas ciano y amino en un rango del solvente polar (Solvente B) de 4
hasta 22 % v/v, en proporciones de fases méviles isopropanol/me-
tanol/acetonitrilo acuoso. Los descriptores del modelo interpretan
con buena exactitud el comportamiento retentivo k” para EO bajos
(desde 4 hasta 10 EO) pero el modelo se desvia para EO>10. La
columna amino presenté mayor selectividad o que la columna ciano
en condiciones 6ptimas de separacion. Los valores experimentales
de los descriptores del grupo terminal de los derivados resultaron
muy bajos indicando que la participacién de éste es minima en la
retencion k”.
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Chromatography descriptors in normal phase of
phenyluretanes derivatives of polyethoxylated
alcohols

ABSTRACT

Lineal model of chromatographic descriptors proposed by Snyder

(1974:1384) y Jandera (1988a:417) was evaluated on phenyl polyu-
rethane derivatives of polyetholylated alcohols with ethylene oxide
number (EON) of 4 and 18, using high performance liquid chroma-
tography with normal phase (HPLC-NP). Descriptors on cyano—and
amine—stationary phases with interval of polar solvent (solvent B)
between 4 and 22 % v/v were evaluated with mobiles phase iso-
propanol/methanol/ aqueous acetonitrile. The descriptors interpre-
ted with good accuracy the retentive behavior k” for the lowest EO
(from 4 to 10 EO) but deviations were observed for EO > 10. The
cyano column presented higher selectivity o than the amino column
with optimal separation conditions. Experimental values of terminal
group descriptors of derivatives were the lowest and consequently
should be indicated minor retention of factor k”.

Kevworbs: HPLC, normal phase, descriptors, phenylurethane, retention.

Introduccion

Los descriptores cromatograficos son parametros que permiten

cualificar el fenémeno de retencién en un proceso cromatografico
facilitando establecer premisas para posibles estrategias de selecti-
vidad y en consecuencia de resolucién en mezclas altamente com-
plejas de separar. El caso particular del estudio de descriptores en
alcoholes etoxilados es primordial debido a la complejidad de etoxi-
meros (polietoxilados) que se forman en la reaccion de etoxilacion
de alcoholes.
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Las separaciones cromatograficas de mezclas de alcoholes polie-
toxilados ha sido ampliamente documentada y referenciada. El uso
particular de la cromatografia de gas para el andlisis de surfactantes
es limitado debido a la baja volatilidad de los altos oligbmeros y a
la necesidad de derivatizarlos para aumentar dicha propiedad (Ding
y Tzing, 1998:79) Las separaciones de surfactantes no iénicos por
HPLC, tanto en fase normal (HPLC-FN) (Alexander etal., 1985:289,
Desbene et al., 1987:857; Escott et al., 1983:655; Holt et al.,,
1986:419; Levsen et al., 1985:135; Marquez et al., 1994:1147;
Melander et al., 1979:129; Pilc y Sermon, 1987: 375; Rothman,
1982:283; Schreuder y Martijn, 1988:73; Zeman, 1986:223) como
en sistemas de fase reversa (HPLC-FR) (Brossard, et al., 1992:149;
Desbene, et al.,1989:305; Desbene, et al.,1996:209; Escott y Morti-
mer, 1991:423; Jandera, 1988a: 417; Jandera, 1990:297; Takeuchi,
et al., 1988:482; Wang y Fingas, 1993:145, Zeman, 1986:223) se
consideran métodos bien validados en sus diversas aplicaciones.

No obstante, muy poco se ha referenciado en descriptores de
conductas de retencién para derivados de estos compuestos (Jande-
ra, 1984:13; Jandera, 1988a:361). En el caso particular de HPLC-
FN los oligdmeros etoxilados individuales eluyen en el orden del
aumento del nimero de éxido de etileno (EON). Mientras que en
fase reversa dependen de la serie homéloga y de la composicién de
la fase movil.

Jandera et al estudiaron el efecto simultdneo del grado de po-
limerizacién, N, y de la concentracién del solvente fuerte en una
fase binaria tanto en HPLC-FR (Jandera, et al., 1998:299; Jandera
y Rozkosna, 1986:325) como en HPLC-FN (Jandera, 1988b:361),
Jandera, et al., 1997:21). En ambos sistemas el logaritmo del factor
de retencion k”, aumenta de manera lineal con el aumento del ni-
mero de unidades repetidas del oligdmero N (Lemr, et al., 2003:19).

Los alcoholes etoxilados comerciales contienen compuestos que
difieren no s6lo del EON sino también de las longitudes de las ca-
denas alquilicas (y sus conformaciones). Si se parte de la condicién
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de que las energias de retencién son constantes, es posible describir
la retencién de tales co—oligmeros como una distribucién bimodal
por la ecuacion (1) (Jandera, etal., 1998:299):

Logk” = logf + N, loga, + N, loga, (1)

Aqui, k= (V. / ¥V, —1), donde V, es el volumen de elusiony V,
es el volumen muerto, loga M y loga E caracterizan la selectividad
de la separacion de oligomeros adyacentes que difieren por una uni-
dad repetida M (metileno) o una unidad estructural E (6xido etileno)
mientras logp representa la contribucién de la retencién por los gru-
pos terminales en la serie oligomérica. En sistemas en fase normal
con fases moéviles organicas binarias, conteniendo un solvente me-
nos polar (A) y otro mas polar (B), la dependencia de la retencion de
los co—oligdmeros con la concentracién ¢ del solvente B puede des-
cribirse por una simple ecuacién (Jandera y Rozkosna, 1986:325):

Logk=a — mLog® (2)

Este modelo ya ha sido aplicado para describir las conductas de
nonilfenol etoxilados en silice no modificada y en fases enlazadas
polares diol, ciano y amino (Pilc y Sermon, 1987:375); Wang y Fin-
gas, 1993:145). No obstante, no se tiene informacién de la aplica-
cién de este modelo a derivados de alcoholes polietoxilados con
fenilisociananto (poliuretanos).

Lemr et al., (2003:19) evaluaron la influencia de la composicién
de la fase movil (proporcién acetonitrilo (ACN)/agua) en la separa-
cién de derivados del 3,5-dinitrobenzoil de alcoholes polietoxila-
dos. Estos derivados mostraron una conducta irregular al comparar-
los con el modelo propuesto por Jandera (1988a: 417). Los autores
concluyen que la solvatacién de las cadenas oxietilénica juega un
papel importante en esta desviacién del modelo. En este trabajo se
aplicard este modelo para evaluar cémo es la conducta cromatogra-
fica de los poliuretanos en fase normal con columna enlazadas ciano
y amino.
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1. Materiales y reactivos

Las muestras de alcoholes polietoxilados comerciales se obtuvie-
ron de la compania Etoxil (Zulia—Venezuela) con valores nominales
de EON 4y 18.

Para la reacciéon de derivatizacion y fraccionamiento de las mues-
tras, se emplearon los siguientes reactivos: Fenil isocianato al 98 %
(v/v) de la Merck (CAS: 10-22-26-34-42). Isooctano (CAS: 0-300), y
2-propanol (CAS: 67-63-0) de la Fisher. Acetonitrilo (CAS: 75-05-8),
y metanol (CAS: 67-56-1) de la Merck. Todos los solventes fueron
grado HPLC. Asimismo, se emple6 agua tridestilada y desionizada.
Para el tratamiento de las muestras se emplearon los siguientes ma-
teriales: Sistemas de desgasificacién de solventes con helio, mem-
branas de filtracién de 0,45 Pm de tamafo de poro.

2. Instrumentos

Se emplearon los siguientes equipos: estufa marca Memmert,
temperatura maxima 250 2C, cromatégrafo liquido modular marca
Waters, constituido por: inyector universal modelo U6K, controla-
dor de solventes modelo 600, distribuidor de solventes cuaternario,
detector de arreglo de fotodiodos (PDA), modelo 996, computa-
dor PC 5500 con software Millenium, versién 2.0. El volumen V,,
se determiné empleando n—hexano como el marcador de volumen
muerto con un detector de indice de refraccion. Este se empled para
el célculo de los factores de capacidad, k”=(V,/, ~1), de los oligé-
meros individuales. Las separaciones HPLC se llevaron a cabo en las
columnas: Lichrocart-NH, de 25 cm x 3,9 mm DI con particulas de
5 Um vy Lichrocart-CN de 25 cm x 3,9 mm DI con particulas de 5
pbm. Ambas de la Merck.
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3. Metodologia

3.1. Reaccion de derivatizacion

El derivado feniluretano se obtuvo de la reaccién del alcohol po-
lietoxilado con el fenil isocianato. Para la reaccion se colocé en un
vial 500 mg/L de alcohol con 800 mg/L de fenil isocianato y 1 mL de
ACN, en un bafo termostatizado a 60 2C por 90 min. Los derivados
obtenidos se diluyeron con factor de 100 X en el solvente empleado.

3.2. Modelo empleado en el estudio

La retencién cromatografica en fase normal, segln el modelo de
Snyder (1974:1384) y Jandera (1988a:417), puede explicarse como
un fendmeno de competitividad entre las moléculas del soluto con
la fase movil en la superficie del adsorbente (fase estacionaria) y
puede ser descrita por medio de la ecuacién modificada de Jandera
y Rozkosna (1986:325), seglin la ecuacién 3.

La retencién aportada por la serie oligomérica se evalué a dife-
rentes composiciones de fase mévil (n= 3) empleando isopropanol/
isooctano/ACNac, donde ACNac es una solucién de acetonitrilo con
un 1 % v/v de agua tridestilada. En este caso se manipulé los porcen-
tajes para que el ACNac participe como el componente B (fuerte) de
la fase movil. El término fuerte se mantendrd en el texto para senalar
a la fase con mayor influencia en el factor de capacidad k. Se eva-
lué la dependencia de la k” con respecto a las unidades etoxiladas
(EO) y la proporcion del solvente B (#). De esta dependencia se ob-
tuvieron valores de a y m para las unidades etoxiladas individuales
del derivado feniluretano.

El tratamiento parte del modelo de Snyder (1968:145;
1974:1384) que posteriormente fue modificado por Jandera et al
(Jandera, 1984:13; Jandera, 1988a:417; Jandera, et al., 1997:21).
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La adsorcién competitiva depende del nimero de unidades estruc-
turales repetitivas en el oligmero, n, y de la concentracién ¢ de un
solvente polar en fase mévil organica binaria. Esta retencién puede
aproximarse a una relacion lineal similar a la ecuacién 1:

Logk = logp +mnloga(3)
Que combinada con la ecuacion (2) resulta:
Logk = ao—mologgp + (al—mlloge)n (4

Las constantes ao, a1, mo y m1 estan relacionadas con la energia
de adsorcién de la unidad estructural repetida, Qi, y el grupo termi-
nar Qo del surfactante, y por otro lado al area de la superficie del
adsorbente 4i ocupada por una unidad oligomérica y por el grupo
terminar.

Las graficas de log & “contra log ¢ proporcionan las constantes m
y a, de acuerdo a la ecuacién 2 para cada nimero de etoxilados NE
en funcién de la concentracion del solvente mas fuerte. Estas cons-
tantes se grafican en funcion de NE segtn las correlaciones lineales:

a=a + a/N, (5)
m=m,_+ mN, (6)

4. Resultados y discusion

A continuacioén se discuten los resultados obtenidos para EON
= 4y EON = 18. Se escogieron estas distribuciones para evaluar la
influencia de baja y alta etoxilacion.
4.1. Separaciéon HPLC en fase normal

En la Figura 1 se muestran los cromatogramas en fase normal de

los feniluretanos que se obtuvieron para extraer los tiempos de re-
tencion t, y finalmente los £”. En la Figura TA se muestra la separa-
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Ficura 1: Cromatogramas HPLC en fase normal de derivados de feniuretanos. A)
EON = 4. Columna ciano, 5 um, y B) EON= 18, columna amino Condiciones
cromatogréficas: fase movil: isopropanol/isooctano/ACNac 70/8/22 % v/v (en co-

lumna amino) detector PDA, 240 nm.
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cién lograda en columna ciano de una mezcla de los derivados po-
liuretanos con EON= 4 con fase mévil ternaria isopropanol/MeOH/
acetonitrilo acuoso. En la Figura 1B se observé una 6ptima separa-
cién con la misma mezcla ternaria en columna amino para el EON
= 18. La mezcla ternaria se aproximé a una binaria manteniendo la
proporcién orgdnica menos polar (isopropanol/MeOH) como un sol-
vente Ay la proporcién orgdnica polar (ACNac) como el solvente B,
denominado ¢ segiin el modelo planteado en este trabajo. Este tipo
de aproximaciones ya ha sido reportada en la literatura con otros
solventes (Jandera et al., 1997:1; Lemr et al., 2003:19) y permite
aplicar el modelo de Jandera (Jandera, 1988a:417) a sistemas de
solventes binarios. Diversos autores han observado una gran mejora
en la separacion cromatografica de surfactantes no iénicos al adicio-
nar una pequefa proporcioén de agua o de solucién reguladora al
modificador orgdnico o solvente fuerte de la fase movil. Referencias
de esta influencia ya han sido reportadas en alquil fenol etoxilados
(Marquez, et al., 1994:1147), alcoholes polietoxilados (Melander et
al., 1979:129), y polietilenglicol (Alexander, et al.,1985:289), per-
mitiendo asi llevar a cabo estudios de retencién cromatogréfica de
manera adecuada. Esto debido al aumento de las interacciones en-
tre la fase mévil y cada uno de los oligémeros del compuesto.

4.2. Influencia de la concentracion del ACNac en la fase moévil, so-
bre k”

Para comprender la retencién cromatografica y explicar adecua-
damente el comportamiento cromatografico de los derivados en
fase normal, se establecié una relaciéon entre el factor de retencion
de la muestra o componentes de la muestra y la concentracién del
solvente modificador organico de la fase moévil, para asi extrapolar
por medio del modelo de correlacién las tendencias del resto de las
unidades repetitivas de la muestra. Se estudié la dependencia del
factor de retencion respecto a la concentraciéon de ACNac en la fase
moévil, tanto en una columna ciano como en una amino.



Monica Arias Jiménez, Roberto Bauza Fermin ///
Descriptores cromatogréficos en fase normal de derivados feniluretanos de
alcoholes polietoxilados

64

Para los derivados fenil uretano con EON 4 y 18, en la colum-
na ciano se vari6 el contenido de ACNac en la fase mévil en una
proporcién de 10 a 24 % v/v, resultando 22% la concentracién mas
adecuada para la separacion de estos compuestos. Los pardmetros
a y m se calcularon en un rango de 4 hasta 22 % v/v del solvente
fuerte, segln la selectividad que mostré la columna.

4.3. Retenciones k“ en fase normal para derivados de EON = 4

En la Figura 2 se muestran los resultados de la influencia del EO
(Figura 2A) y de la proporcion ¢ (Figura 2B) en los valores de re-
tencién k™ para un derivado EON = 4 en columna amino. Nétese
en la Figura 2A como aumenta linealmente la retencién a medida
que aumenta el EO en el oligbmero derivado y se hace mas pro-
nunciado este efecto a 4 % v/v ACNac en la fase mévil y menos
pronunciado entre 6 — 10 % de este solvente. Esto presupone que a
pequenas proporciones del modificador polar, las interacciones, que
promueve el adsorbente, aumentan y en consecuencia aumenta la
selectividad hacia los derivados. Este argumento se puede apreciar
ilustrativamente en la Figura 2B. Obsérvese que a pequefos oligé-
meros, el efecto del aumento de ¢ (la escala x aumenta de derecha
a izquierda) es inapreciable, manteniéndose constante la pendiente
m (segln la ec. 2).

De manera similar se evalué el comportamiento del derivado
EON = 4 en una columna ciano para observar la influencia del ad-
sorbente en la selectividad y retencién del derivado. En la Figura 3
se muestran los resultados obtenidos. En la Figura 3A se muestran
las correlaciones lineales que presenta el derivado a medida que
aumento el EO. Al comparar este perfil con el obtenido en amino
(Figura 2A) observamos una retencién similar pero, nétese que se
ha acentuado la diferencia de sensibilidad observada en la columna
amino (Figura 2A) y en consecuencia se esta presentado un meca-
nismo selectivo que es mas sensible en el rango16-18 % v/v del
solvente polar y menos pronunciado en el rango de solvente polar
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Ficura 2: Influencia del A) nimero de etoxilaciéon (EON = 4) y B) solvente () en
el factor de retencién k” en columna amino segln condiciones cromatograficas
en Figura 1B.
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de 20 — 22 % v/v. En ambas situaciones (comparar Figuras 2A 'y 3A)
es concluyente que a medida que disminuye ¢ se permite que en
el adsorbente haya mayores sitios activos interactuando con la par-
te oligomérica y en consecuencia la selectividad es exclusivamente
aportada por la columna. Este fenémeno se puede observar en el
modelo lineal log k“contra log ¢ (Figura 3B). A bajos EO el modelo
es lineal y se pierde esta condicién a medida que aumenta el EO.
Obsérvese igualmente que a bajo EO no es perceptible la influencia
del ¢ (similar a lo observado en columna amino, (ver Figura 2B), au-
mentando su influencia a medida que aumenta el EO en el rango de
16 — 18 % v/v del solvente polar. Es posible que esta marcada selec-
tividad permita diferenciar entre la serie oligomérica y homdloga del
derivado y el modelo lineal pueda explicar la bimodalidad (doblete)
de pico que se observa pronunciadamente en la columna ciano.
4.4. Retenciones k“ en fase normal para derivados de EON = 18

Se evalud, de manera similar al EON = 4, el comportamiento del
derivado para EON = 18 en columna amino y ciano. En las Figuras
4y 5 se muestran los resultados obtenidos como funcién de corre-
laciones lineales. De manera similar al comportamiento del EON =
4 en columna amino, el derivado EON = 18 mostré una relacion li-
neal entre el Logk” y el EO segtin Figuras 4 y 5, para un rango mayor
del solvente polar debido al aumento de la retencién. Se espera que
un EON = 18 se retenga mas que un EON = 4 y en consecuencia
el primero necesitara mayor solvente polar para adecuar la k”. Es
interesante comparar la influencia de los EO en la k™ de ambos EON
(4 y 18) en la columna amino (Comparar Figuras 2A y 4A). A baja
proporcién del solvente polar (4 % v/v) es mds sensible el cambio de
k“y en consecuencia la distribucién es mas sensible a los cambios
del solvente, como ya ha sido explicado en el anterior apartado. Por
otro lado, al igual que en EON = 4, el derivado EON =18 pierde
linealidad a bajos EO a medida que aumenta el ¢ (Ver Figura 4B).

Los derivados EON = 18 se evaluaron igualmente por columna
ciano. En la Figura 5 (A'y B) se muestran los resultados de estos estu-
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dios. Nétese en la Figura 5A como la diferencia de sensibilidad de la
k” observada en la Figura 4A se minimiza a medida que aumenta el
EO. Larelacion k” y ¢ correlaciona mejor al modelo lineal propuesto
por Snyder (1974:1384) y Jandera (1988a:417) para fase normal.
La linealidad y casi paralelismo de las pendientes en la Figura 5 B,
indican con seguridad que la selectividad se mantiene constante a
medida que aumenta el EO.

4.5. Contribucién de la serie oligomérica y grupo terminaralaayk”

De acuerdo a las ecuaciones 3—4 se puede establecer una rela-
cién lineal entre los pardmetros mg, mj, aj y a(, generados por el
modelo lineal que relaciona log k“con EO y log ¢. En las Figuras 6y 7
se presentan las relaciones halladas de los parametros de correlacion
lineal antes mencionados. En la Figura 6A se observa cémo aumenta
a medida que aumentamos el NE, esto es EO, en las Figuras 2-5. Se
mantendran los simbolos resefados por el modelo original de Jande-
ra (1988:417) para darle continuidad al modelo. En la Figura6y 7 se
observan las contribuciones del parametro a (pendiente superior) y
del parametro m (pendiente inferior) para un derivado EON = 4 en
columna ciano (Figura 6A) y columna amino (Figura 6B). El mismo
caso para EON = 18 en columna ciano (Figura. 7A) y amino (Figura
7B). De estas correlaciones se hallaron los parametros m0, m1, a1y
a0. Estas relaciones se listan en la Tabla 1. En la Figura 6 A se obser-
va como aumenta a a medida que aumenta el NE en una columna
amino de acuerdo con lo observado en la Figura 2A. El parametro a
esta relacionado a la contribucién de la energia de adsorcién de la
serie oligomérica. A medida que aumenta NE lo hara su contribu-
cién energética a la retencion k”. Hay una contribuciéon similar a la
selectividad o tanto del EON =4 como el EON = 18 para columna
CN (0o=1,70-1,52, en Tabla 1).

Las correlaciones m permiten evaluar la participacién del grupo
terminar del derivado en la retencién k” a través del pardmetro B,
segln la ecuacion (3). De las Figuras 7 A 'y B asi como los parame-
tros B listados en la Tabla 1 es concluyente que el aporte del grupo
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Ficura 6:Influencia de NE en los pardmetros de energia de adsorcién (a/m) segin
su EON (EON = 4) en A) columna ciano y B) columna amino.
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Ficura 7:Influencia de NE en los pardmetros de energia de adsorcién (a/m) segln
su EON (EON = 18) en A) columna ciano y B) columna amino.
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terminar es poco significativo, siendo la parte oligomérica la que
contribuye mayormente a la retencién k”.

Conclusiones

El modelo lineal propuesto por Snyder (1974:1384) y Jandera
(1988a:417) ha sido aplicado para evaluar la influencia de los para-
metros EO y ¢ en la retencién k”, para adsorbentes polares amino
y ciano. El modelo puede describir satisfactoriamente las retencio-
nes de oligdmeros de baja denominacién, hasta EO 10 aproxima-
damente y comienza a desviarse por encima de estos valores. Las
correlaciones lineales halladas indican que hay una importante con-
tribucion de la serie oligomérica, siendo pequena la contribucion
del residuo terminar que incluye el residuo isocianato y la serie ho-
mologa del derivado etoxilado.
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RESUMEN

En este trabajo se presenta una recopilacién detallada de los métodos de
sintesis de los liquidos i6nicos y del empleo de estas sustancias como
medio de reaccién en la dimerizacion, oligomerizacién y/o polime-
rizacién de olefinas catalizadas, principalmente, por complejos de
niquel y hierro. Ademds, se incluyen recientes avances utilizando
catalizadores derivados de complejos de Fe(ll), Co(ll) y Cr(lll), basa-
dos en ligandos tipo bis(imino)piridina. Los liquidos iénicos emplea-
dos como medios de reaccion, en combinacién con catalizadores
metélicos, han resultado en sistemas cataliticos con altas actividades
y selectividades, ofreciendo una promisoria oportunidad para apli-
caciones industriales con minimos impactos sobre el medio ambien-
te. Finalmente se presenta una perspectiva critica sobre el uso de
liquidos i6nicos como medios alternativos de reaccién.
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lonic liquids in catalysis: advances in olefin
dimerization, oligomerization and polymerization

ABSTRACT

In this paper the methods for the synthesis of ionic liquids and the use of
ionic liquids as reaction media for the catalyzed olefin dimerization,
oligomerization and/or polymerization are full described. Additiona-
Ily, recent advances in the use of catalysts derived from Fe (11), Co (II)
and Cr (Ill) bearing bis (imine) pyridine ligands , for the same reac-
tions in ionic liquids are included. The ionic liquids used as reaction
media in combination with a suitable catalyst result in highly active
and selective catalytic systems affording a good opportunity for in-
dustrial applications with low environmental risk. Finally a critical
view about the use of the ionic liquids as alternative reaction media
is presented.

Kevworbs: ionic liquids, olefin, dimerization, oligomerization, polymeriza-
tion.

Introduccion

El diseno de productos quimicos y procesos que reducen o eli-
minan el uso y generacién de sustancias peligrosas es el principal
objetivo de la quimica verde (Anastas y Kirchhoff, 2002). La identifi-
cacion de solventes benignos al medio ambiente y procesos de sepa-
racion es uno de los campos de investigacion mds activos hoy en dia.
La mayoria de los procesos quimicos emplean grandes cantidades
de solventes organicos, los cuales debido a su volatilidad, inflamabi-
lidad, y toxicidad son incompatible con los objetivos de la quimica
verde. Un solvente ideal debe tener baja volatilidad, ser quimica y
fisicamente estable, facil de manipular, reciclable y reutilizable.

Recientemente, los liquidos iénicos han sido identificados como
uno de los posibles reemplazos de solventes tradicionales, ofrecien-
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do una promisoria oportunidad de utilizar en aplicaciones indus-
triales y rutinarias estos medios de reaccién que son mds compati-
bles con la quimica verde (Wasserscheid y Keim, 2000; Dzyuba y
Bartsch, 2002; Olivier-Bourbigou, et al, 2010; Plechkova y Seddon,
2008. Qinghua, et al, 2011; Williams, et al, 1987). Adicionalmente,
las caracteristicas intrinsecas y la potencial reciclabilidad de estas
sustancias han permitido un amplio rango de aplicacién con fines
electroquimicos, separaciones analiticas, medios de reaccién tanto
en procesos quimicos como bioquimicos, procesos de adsorcion,
etc. (Baker et al, 2005; Chiappe y Pieraccini, 2005; Plechkova y
Seddon, 2008; Van Doorslaer et al, 2010; Elomari et al, 2011; Ray
et al, 2012; Wang et al, 2012).

Bajo estas premisas, en este trabajo se describen en forma critica
los métodos de sintesis de liquidos i6nicos y los avances recientes de
su aplicacién en reacciones de dimerizacién, oligomerizacién y/o
polimerizacién de olefinas.

1. Definicion de liquidos i6nicos

Los liquidos i6nicos se definen generalmente como sales cuya
temperatura de fusion esta por debajo de 100 °C (Welton, 1999). En
algunos casos los liquidos i6nicos son liquidos que fluyen libremente
a temperatura ambiente, por lo cual reciben el nombre de liquidos
i6bnicos a temperatura ambiente (RTILs) (Welton, 1999; Sheldon,
2001; Anderson et al, 2005).

Estos liquidos estan compuestos en su mayoria por un catién vo-
luminoso, de baja simetria con débiles interacciones intermolecula-
res y bajas densidades de cargas y, un anién que puede ser organico
o inorganico (Welton, 2004). Los cationes y aniones mds comdn-
mente empleados en la sintesis de liquidos i6nicos se muestran en
la Figura 1.
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Ficura 1. Cationes y aniones mas comunes en liquidos i6nicos (Sheldon, 2001;

Welton, 2004; Baker et al, 2005; Plechkova et al, 2008).

2. Sintesis de liquidos i6nicos

En general, la preparacién de liquidos iénicos supone dos etapas:
la formacion del cation (1) y la reacciéon de intercambio i6nico que
generard el producto deseado (Il). La reaccién de intercambio i6nico

a su vez se puede dividir en dos reacciones principales, la primera

consiste en el tratamiento directo de las sales de haluros con
acidos de Lewis (lla), mientras que la segunda se fundamenta
reacciones de metatesis aniénica ¢ el intercambio i6nico a partir

un
en

de

una sal metdlica del anién deseado, M+[Al-, con precipitacién del
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correspondiente haluro metalico, M+X-, (IIb); 6 mediante el uso
de una resina de intercambio i6nico 6, por desplazamiento del i6n
haluro por un acido fuerte H+[AJ-, con liberacién de H+X-, como
se ilustra en el Esquema 1.

NR,

\ (U]

R'X

+

[NRRR] X
(n
(lla) (I1b) T +[A] - MX

+ acido de

T My

1
/ Resina de intercambio iénico At .-
[NRR] [a]
q* 5 N
[NR,R] [MXyJ 3
HE[A]”

(Acido
EsQuema 1. Sintesis general de liquidos idnicos (Ibarra, 2009)

La formacion de los cationes generalmente se logra mediante
la protonacién con un acido o por cuaternizaciéon de una amina o
fosfina, principalmente con un haloalcano (R”X). Las reacciones de
protonacion, se usan en la formacion de sales tales como [EtNH 1L
NO,J, mientras que la reaccién de cuaternizacién se emplea en la
sintesis de [LBMIMILCI], por ejemplo.

El tratamiento de la sal de haluro cuaternaria [R’R3N]+X- con
acidos de Lewis MXy (EtAICI2 (Gilbert et al, 1995), BCI3 (Williams et
al, 1987), CuCl (Chauvin y Olivier-Bourbigou, 1995), SnCI2, GeCl2
y InCI3 (Seddon et al, 2003) conduce a la formacién de mas de



RevisTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 3% época. Aho 3 N° 6, 2012
Ciencias Exactas, Naturales y de la Salud

83

una especie aniénica, dependiendo de las proporciones relativas de
[R'R3N]+X- y MXy.

La composicién liquido iénico-acido de Lewis estd generalmen-
te relacionada a la fraccién molar del acido presente en la mez-
cla, xAl' (Ecuaciones 1-3; Fannin et al, 1984; Zenon y Osteryoung,
1984; Karkkdinen, 2007). Cuando xAl < 0,5, la mezcla es basica y
el [EMIM][CI] estd presente en un exceso sobre AICI3. En este caso el
anién dominante en la mezcla es el Cl-. De igual manera, cuando la
mezcla contiene cantidades equivalentes de [EMIM][CI] y AICI3, el
anién dominante es el [AICI4]- y la mezcla es neutra, con xAl = 0,5,
segln se describe en la ecuacién 1.

Si la cantidad de aluminio es tal que xAl > 0,5 la mezcla contie-
ne un exceso de AlCI3, y coexisten varios aniones. La cantidad de
[AICI4]- decrece, y al mismo tiempo la cantidad de [AI2CI7]- se in-
crementa (ecuacion 2) resultando en liquidos iénicos acidicos. Final-
mente, para xAl > 0,67 se obtienen liquidos iénicos stper acidicos,
donde prevalecen los aniones del tipo [AI3CI10]- (ecuacién 3).

[EmiM] < ci- + Al [EMIM]* [AlCl] - ™
[EMIM] *[AICl)] - + AICI; [EMIM]* [AlCl;] )
[EMIM]* [AL,Cl] = + AICIy [EMIM]* [AlsClyq] - 3)

Por otra parte, la reaccién de metdtesis entre el [RMIMI[I], y una
sal de plata, AgBF,, AgNO,, AgNO,, AgCH,CO, y Ag,SO,, en me-
tanol o disoluciones acuosas de metanol permite aislar los liquidos
i6nicos con altos rendimientos y pureza. Este método es el més efi-
ciente para la sintesis de liquidos iénicos miscibles en agua, pero
estd limitado por el alto costo de las sales de plata y las grandes
cantidades de sub-producto sélido formado.
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Fuller et al. (1994) reportaron el primer liquido i6nico insoluble
en agua, [EMIM][PF |, obtenido a partir de la reaccion de [EMIM]
[CI] y HPF6 en una disolucién acuosa (Figura 2). La preparacion de
liquidos i6nicos inmiscible en agua es considerablemente mas sen-
cilla que la sintesis de sus andlogos solubles en agua. La solubilidad
de los liquidos i6nicos en agua depende de la naturaleza del anién 'y
catién presente y en general decrece con el incremento del caracter
organico del cation.

NP e
NG N NN \N/®\N/\/\

\ / + HPFg

+ NaCl

FiGura 2. Preparacién del [BMIMI[PF6] (Fuller et al, 1994)

Un método alternativo para la preparacion de liquidos i6nicos
de alta pureza, propuesto por Wasserscheid y Keim (2000), se basa
en el uso de resinas de intercambio i6nico. En este sentido, Lall et
al (2000), han realizado la sintesis de liquidos i6nicos basados en
aniones fosfatos con cationes de poliamonio a partir de esta meto-
dologia.

3. Aplicaciones de los liquidos i6nicos en catalisis de
dimerizacién, oligomerizaciéon y/o polimerizacion de
olefinas

3.1. Reacciones de dimerizaciéon

La dimerizacién de olefinas de cadena corta catalizada por
complejos de niquel en liquidos i6nicos, conteniendo aniones
cloroaluminatos, es probablemente la reacciéon mas investigada en
liquidos i6nicos (Chauvin et al, 1990; Coelho et al, 1998; Silvana
et al, 1998; Souza et al, 2007; Détterl y Alt, 2012c; Détterl y Alt,
2012d).
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Chauvin et al (1990), Chauvin et al (1995a) y Chauvin et al (1995b)
reportaron la dimerizacién de propeno catalizada por precursores del
tipo L,NiCl, (L = P("Bu),, P(Pr),, P(Cy),, P(Bn), o Py) en combinacion
con EtAICI, (BMIM][CI-AICI-EtAICL] = 1:1,2:0,1). El catalizador
activo es un complejo de Ni(ll), [LNiCH,CH.] [AICI ], formado por
la reaccion de L NiCl, con EtAICL. A -15 °C y presi6n atmosférica
se obtuvieron productividades muchos mas altas que las obtenidas
con los disolventes organicos tradicionales (Chauvin et al, 1995a). La
mezcla de dimeros obtenidas, contienen 2,3-dimetilbuteno como
el componente mayoritario (=83 %). Los productos formados en la
fase organica (superior) son facilmente decantados y el catalizador
permanece selectivamente disuelto en la fase del liquido i6nico.

En la dimerizacién bifésica de olefinas catalizadas por complejos
de niquel en liquidos iénicos, tanto la actividad como la selectividad
es mucho mds alta que los sistemas libre de solvente y los que
emplean solventes convencionales. Este proceso ha sido patentado
con el nombre de proceso Difasol, y puede ser adaptado dentro de
las plantas Dimersol existentes (Commereuc et al, 2003).

Similarmente, los complejos [Ni(MeCN),][BF,],, [Ni(MeCN) ]
[AICL],, [Ni(MeCN),][ZnCl,] inmovilizados en [BMIM][CI-AICI -
EtAICL] son excelentes catalizadores para la dimerizacion de
n-butenos, con TOF en el ordende 0,42 a 2,2 s, y selectividad de 93
y 96 % de octenos con indices de ramificacién de 1,2 a 1,3 (Cohelo
et al, 1998). La selectividad de estos sistemas indican la existencia de
un complejo catiénico Ni-H como la especie cataliticamente activa.
La solucién catalitica fue recuperada y reutilizada varias veces sin
pérdida significativa de la actividad (Cohelo et al, 1998).

Wasserscheid y Keim (2000) sintetizaron un liquido i6nico,
([BMIM][CI/AICI /base]), libre de alquilalumino para la dimerizacion
de n-buteno a 25°C. Se empled un catalizador de niquel y bases
del tipo pirrol, N-metilpirrol, quinolina, piridina, 2,6-dimetilpiridina,
di-tertbutilpiridina, ~ 2,6-dicloropiridina y  2,6-difluoropiridina.
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La composicion del liquido iénico usada fue 0,43:0,53:0,04. La
quinolina y la N-metilpirrol mostraron ser las mejores bases para
este tipo de reaccion, con la produccién 3,4-dimetilhexeno,
3-metilheptenos y n-octenos, con 98% de selectividad (Figura 3).
La cantidad de n-octeno result6 en 64% con quinolina'y 51 % con
N-metilpirrol, respectivamente.

g —QCF /\H\/
[ BMIM CI/AICIy/base /Y\/\

Ficura 3. Reaccién de dimerizacién del 1-buteno catalizada por complejos de

2 27

niquel en liquidos i6nicos (dcidos de Lewis) con diferentes bases (Wasserscheid y
Keim, 2000).

Ladimerizaciéndebutadienoa1,3,6-octatrienoy 1,3,7-octatrieno
catalizada por paladio es de gran importancia industrial debido al
amplio rango de aplicacién de sus productos: comonémeros y en
la sintesis de plastificantes, adhesivos y fragancias. Debido a que
estos octatrienos se polimerizan rdpidamente en presencia de aire,
la separacion de los productos desde el catalizador presenta un serio
problema. Esto parece ser, por tanto, un objetivo atractivo para la
catalisis bifasica en liquido i6nico.

Silvana et al. (1998) reportaron la obtencién de 1,3,6-octatrieno
en 100% de selectividad mediante la dimerizacion bifasica de
1,3-butadieno empleando el catalizador PdCl-Ph,P (1:4) en
[BMIMI[X] (X = BF, 6 PF,) a 70 °C. Las conversiones de butadieno
en medio homogéneo (THF), con precursores cataliticos de PdCl2
son significativamente mas bajas (1,5%) que las obtenidas con
compuestos de paladio inmovilizados en liquidos i6nicos (BF,” =
12,7y PF-=11,3 %, respectivamente).
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La reaccién de ciclodimerizacién de 1,3-butadieno puede ser
llevada a cabo empleando complejos de hierro, preparado in-situ
por la reduccién de [Fe,(NO),Cl,] con zinc metdlico (Ligabue et al.,
2001), disueltos en los liquidos i6nicos BMIM][BF,] 6 [BMIM][PF ]
(Figura 4). En las reacciones llevadas a cabo con [BMIM][BF ], a 50 °C,
se obtiene 4-vinilciclohexeno en 100 % de conversién y selectividad
con un TOF superior a 1.440 h. Las conversiones se incrementan
con la solubilidad del dieno en el liquido i6nico (1,3-butadieno es
dos veces mas soluble en liquidos i6nicos basados en BF,” que en las
sales PF ") y con el incremento de la temperatura.

2 /\/ [Feo(NO),Cl,Zn N
(BMIM] X

Ficura 4. Ciclodimerizacién de 1,3-butadieno en [BMIMI[ BF,] o [BMIMI][ PF ]
(Ligabue et al., 2001).

DuPontetal. (2002) emplearon el complejo catiénico [Ni(MeCN) |
[BF,], disuelto en el liquido i6nico [BMIMIAICI /AIELCI, (relacion:
1:1,2:0,25), y condiciones suaves de reacciéon (25 °C, 8 bar), para
la dimerizacion de etileno (Figura 5), encontrando TOF de 5.954
h"'y selectividades de 56 % en butenos. La selectividad en butenos
puede ser incrementada a 100 % por el aumento de la presion de
etileno (18 bar) y reduccién de la temperatura de reaccién a -10 °C.

Ni (I)/AIECI,/AICI,
[BMIMICI

n_~ AN

FiGura 5. Dimerizacién de etileno en liquidos idnicos organoaluminatos (DuPont
et al, 2002).

Las reacciones de dimerizacién de olefinas descritas anteriormente
demuestran la factibilidad de extender la aplicacion de estos medios
i6nicos a reacciones de oligomerizacién y/o polimerizacién. En
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ambos casos se requiere favorecer la constante de propagacién de
cadenas o insercion de mondmeros a la constante de terminacién
de la reaccion.

3.2. Reacciones de oligomerizacién y/o polimerizacion

El proceso de oligomerizacién de etileno es de gran importancia
industrial para la produccién de alfa olefinas lineales (LAO).
Dependiendo de la longitud de la cadena, estas a-olefinas son
empleadas como comonémeros para la obtencién de polietileno
lineal de baja densidad (LLDPE), o como intermediarios para la
preparacion de plastificantes, lubricantes o surfactantes (Plechkova
y Seddon, 2008; Timken y Elomari, 2009; Patil y Bodige, 2012; Ray
et al, 2012).

Muchos complejos de metales de transicién catiénicos han sido
excelentes catalizadores para la oligomerizacion de olefinas (Kubisa,
2004; Qinghuaetal, 2011). Sin embargo, estos complejos a menudo
son poco solubles en solventes no polares. Con solventes orgdnicos
comunes estd situacion usualmente requiere un compromiso entre
las propiedades de solvatacién y coordinacién del solvente. Para
aumentar la solubilidad del complejo se requiere de solventes con alta
polaridad, no obstante pueden competir con el sustrato por los sitios
de coordinacién en el centro metalico. En este sentido, los liquidos
i6nicos, especialmente los cloroaluminatos, hexafluorofosfatos
y tetrafluoroboratos, ofrecen una nueva perspectiva debido a
su habilidad para combinar cierta polaridad del disolvente con
una débil coordinacién al centro metalico de una manera Unica
(Wasserscheid y Keim, 2000; Détterl y Alt, 2011; Ochedzan-Siodtak,
2011; Détterl et al, 2012a; Détterl y Alt, 2012b; Détterl y Alt, 2012d;
Elomari y Miller, 2012; Kenneth et a/, 2012; Liu, et al, 2012).

Wasserscheid etal,(2001)realizaron reacciones de oligomerizacion
de etileno a a-olefinas superiores empleando un sistema bifasico,
donde el catalizador catiénico de niquel, 1, fue inmovilizado en
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[BMIMI[PF ] (Figura 6). Las velocidades de reaccion fueron siete
veces mds rdpida en [BMIM][PF | (TOF= 12.712 h") que en CH_Cl,
(TOF= 1.852 h"), a la par de un alto incremento en la selectividad
hacia alquenos lineales. El producto fue facilmente separado vy el
catalizador contenido en el liquido i6nico reciclado.

CH,=CH, Cat-Ni CH3CHy(CH,CH,)NCH=CH,
[BMIM| PF5 /neptano o5 % ol
25 °C, 50 bar olinea

Cat-Ni: i @ 1t
O
—(Nigzp@ [SbFg

FiGUrA 6. Reaccion de oligomerizacién de etileno empleando un catalizador de
niquel inmovilizado en [BMIM][PF,] (Wasserscheid et al, 2001).

Yang et al, (2009) reportaron la oligomerizacién de i-buteno
catalizada por liquidos i6nicos conteniendo FeCl, (2-5) mostrados en
laFigura? Lasoligomerizacionesse realizaron a 40 2C empleando una
relacién liquido i6nico/i-buteno de 1,2:1. Los datos experimentales
muestran que la selectividad de los productos deseados, C,
, €, Cp ¥y C,yfue alta (11-86%) Por otra parte, la conversion de
i-buteno catalizada por [(C,H,),NHCI][Fe,ClL] y [C,,H, NCl][Fe,CL]
resultaron ser 85 y 83 %. Sin embargo, la conversiéon encontrada
con [C H, NCl][Fe,Cl] and [C,H_NCI] ][Fe,CL] fue 11 y 3 %,
respectivamente. Estos resultados demuestran que el tipo de catién
afecta significativamente la reaccion de oligomerizacion.
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CyHs CaHs
+ . CaHs—N*—C,H
CoHs—N—H | [Fe,Cl)] 25 | [Fe,C
CH,
CaHs -
@)
CqHg CgH47
— Nt— - -
CaHo™N"—CaHo | [ge,c1] CgH17—NE—CgHy7 | [FesCly]
CHZ CH3

) ©)

Ficura 7. Liquidos idnicos, 2-5, basados en cloruro de hierro () (Yang et al,
2009).

Fa

Q N/N'\Cl :EN/Ni\CI

ot

(6) @)

Ficura 8. Complejos de niquel con ligandos diiminas (Lecocq et al, 2007).



RevisTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 3% época. Aho 3 N° 6, 2012
Ciencias Exactas, Naturales y de la Salud

91

Similarmente, los complejos de niquel, 6 y 7, conteniendo
ligandos diiminas (Figura 8), activados con MAO, en tolueno son
sistemas activos para la oligomerizacién de etileno dependiendo de
la voluminosidad del ligando diimina (Lecocq et al, 2007).

La estructura de los complejos 6 y 7 ejerce un efecto sustancial
en la distribucién de la longitud de cadena del producto, cuando
la reaccién se lleva a cabo en tolueno como solvente y la mezcla
[BMIMI[CI] y AICL,. Los catalizadores derivados de 6 y 7 resultaron
ser mas activos en cloroaluminatos (TOF= 41.000 h' y 25.000 h™,
respectivamente) que en tolueno (TOF= 18.000 h™'y 17.000 h”,
respectivamente). Mientras que con los sistemas homogéneos se
producen principalmente 1-hexeno, con los sistemas bifasicos se
obtienen hexenos ramificados como productos principales.

Lareacciondeoligomerizacion de etilenoempleando catalizadores
derivados de complejos de metales de transicion tardios y tempranos
ha sido extensamente estudiada mediante técnicas de exploracién
acelerada y sistematica (HTS de sus siglas en ingles para High
througput Screening) de las condiciones y variables de reaccion
(Chirinos, 2004). Los complejos 8-11 basados en Fe (lll), Co (II) y
Cr(Ill) (Figura 9), se activaron con diferentes cocatalizadores (MAO,
TMA, EADC, B(ArF)) bajo diferentes condiciones de reaccién vy se
evaluaron hacia la oligomerizacién de olefinas en liquidos i6nicos
de diferente naturaleza.
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(10)

oligomerizacion y/o polimerizacién de olefinas.

b

/ \N_i\ew\ ’Oj SbFg"
. O

M T+
——N
/ \N—l e SbFg
— ’O\NCMe
0

AR

Cl Cr/ \NMe
3 \F/

an

Ficura 9. Complejos basados en Fe(ll), Co(ll) y Cr (11I), 8-11



RevisTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 3% época. Aho 3 N° 6, 2012
Ciencias Exactas, Naturales y de la Salud

93

En todos los casos el complejo 8 exhibié una muy baja actividad
catalitica con una distribucién de oligémeros del tipo Shulz-Flory
(@ = 0,80; B = 0,20). A una relacién Al/Fe = 1000 y utilizando
[BMIM][PF ] como solvente se aislaron trazas de polimeros. Un
resultado similar se obtuvo bajo la utilizacién de un sistema bifésico
compuesto por [BMIM][PF ]/Tolueno 2/1 vol. (Chirinos, 2004).
El valor de a determinado para el sistema bifasico fue similar al
encontrado en el liquido iénico. Estos resultados indican que la
reaccion de polimerizacién se lleva acabo exclusivamente en la
fase i6nica, como resultado de una mejor solvatacién de la especie
activa, en vez de ser el resultado de una pequena proporciéon de
especie activa en la fase organica. La baja actividad podria ser el
resultado de una fuerte coordinacién entre la especie activa y los
componentes ionicos.

Los precatalizadores neutro 9 y catiénico 10 fueron activados
con co-catalizadores alquilantes y combinaciones de estos con no
alquilantes, B(ArF), en liquidos i6nicos de diferentes naturaleza
resultando poco activos.

No obstante 9 y 10 produjeron polietilenos con masas molares
M, = 1.200 y 3.900 y con M_ = 700 y 800 correspondientes a
C H, conn = 50-57, respectivamente. Estos polietilenos resultaron
ser lineales (sin ramificaciones), acorde con el analisis de "*C{'H}
RMN. Ademéds, la relacién entre las terminaciones de cadena de tipo
metilo y vinilo fue aproximadamente 1. Estos resultados soportan la
B-H transferencia como el principal mecanismo de terminacion.

Interesantemente, el catalizador de cromo derivado de 11, en
[BMIM][CI4] x,= 0,57, ajustado con EDAC), produce polietilenos
bajo condiciones suaves de reaccién, contrariamente a los productos
obtenidos con este mismo catalizador cuando se emplean solventes
organicos (trimeros y oligmeros de etileno). Para esta reaccién no
es necesario la adicion de MAO debido a que el pre-catalizador
es activado directamente por el alquilo de aluminio presente en el
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liquido i6nico, ya que este forma parte de su composicion.

En tolueno y empleando EDAC como cocatalizador también se
obtuvieron polietilenos. Ambos polimeros presentaron un promedio
de cinco (5) ramificaciones por mil (1000) atomos de carbono,
indicando que en ambos casos los polietilenos obtenidos fueron
lineales (Chirinos, 2004).

Los valores de actividades en el mismo orden de magnitud vy las
mismas caracteristicas de los polimeros obtenidos, sugieren que
el cocatalizador modifica la especie activa hacia la reacciéon de
polimerizacién de etileno indistintamente del solvente usado.

Como puede verse la oligomerizacién catalizada de olefinas en
liquidos i6nicos en forma selectiva permanece como un reto cientifico
y tecnolégico con un alto potencial de aplicaciéon industrial.

Conclusiones

El empleo de liquidos i6nicos ha despertado un gran interés en
los altimos anos, debido a que estos compuestos presentan una gran
utilidad como potenciales reemplazos de compuestos organicos
voldtiles tradicionalmente usados como disolventes. En general, se
logran mayoresvelocidadesde reacciényselectividadesenreacciones
que involucran sustratos organicos. En adicién a estas ventajas, la
no volatilidad, no inflamabilidad y potencial reciclabilidad de estos
compuestos los convierten en un medio de reaccién alternativo.

Los liquidos i6nicos se han descrito como disolventes de disefio,
ya que sus propiedades pueden ser adaptadas para satisfacer
los requerimientos de un proceso en particular. Variando las
caracteristicas de los iones participantes se pueden fabricar un
altisimo ndmero de combinaciones diferentes, comparada con el
limitado nimero de disolventes orgdnicos mas usados en la industria
quimica.
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Las reacciones catalizadas de dimerizacién, oligomerizaciéon y
polimerizacién de olefinas revisten una alta importancia econémica,
industrial y cientifica. Sin embargo la exploracién de sistemas
cataliticos para estas reacciones, en liquidos i6nicos, se ha basado
principalmente en la utilizacion de complejos metalicos que han
mostrado ser activos en solventes organicos. Dada las diferencias
de propiedades quimicas vy fisicoquimicas de los liquidos i6nicos y
los solventes orgdnicos la estrategia actual de exploracién no parece
ser la mds apropiada para el desarrollo de sistemas cataliticamente
activos y selectivos.

En general, los desarrollos cientificos y tecnolégicos en el uso de
liquidos i6nicos, van orientados a la obtencién de nuevos y mejores
procesos que sean mds respetuosos con el medio ambiente, que
resulten mas econémicos y que utilicen menos cantidad de energia 'y
de materia prima; en definitiva lo que se pretende es la optimizacion
de los mismos para alcanzar los maximos rendimientos posibles con
los menores impactos sobre el medio ambiente.
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RESUMEN

En la presente investigacién se evalud el efecto combinado del quero-
seno y la concentracién de nutrientes (Nitrofoska®, NPK) en el
crecimiento de un cultivo mixto de microalgas (Coenochloris sp. y
Chlorococcum sp.), aisladas de una fosa petrolera. Se realizaron cua-
tro tratamientos: queroseno 0,5%-NPK 1 mL/L (QO0,5-1), querose-
no 0,5%-NPK 3 mL/L (Q0,5-3 ), queroseno 1%-NPK 1 mL/L(Q1-1),
queroseno 1%-NPK 3 mL/L (Q1-3) y se utilizaron dos controles: sin
queroseno-NPK 1 mL/L (C-1), sin queroseno-NPK 3 mL/L (C-3). Los
cultivos se evaluaron cada 4 dias, midiendo el pH, peso seco, den-
sidad celular, pigmentos e hidrocarburos totales (TPH). Con QO,5-1
se inhibi6 el crecimiento de Coenochloris sp. y Chlorococcum sp. en
un 32,99y 42,29%, respectivamente. Con QO0,5-1, Q0,5-3 y Q1-1
no se afecté la produccién de pigmentos, pero si el crecimiento mi-
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croalgal. El peso seco no present6 diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0,05). En Q1-3 la inhibicién de las poblaciones fue
mayor (53,01 'y 61,49%) al igual que los pigmentos. No obstante, la
biodegradacién de TPH fue de 68% en Q0,5-1y Q0,5-3 y del 42,71
y 56,73% en Q1-1 y Q1-3, respectivamente. Los cultivos mixtos de
microalgas y bacterias asociadas pueden utilizarse para la remocién
de hidrocarburos con el fertilizante NPK a T mL/L destacandose su
potencial biorremediador.

PALABRAS CLAVE: cultivo mixto, microalgas, nutrientes, queroseno.

Effect of kerosene and the concentration of nutrients
in the growth of a mixed culture of microalgae

(Chlorophyta)
ABSTRACT

In this research the combined effect of kerosene and the nutrient’s con-
centration (Nitrofoska®, NPK), in the growth of a mixed culture of
microalgae (Coenochloris sp. and Chlorococcum sp.) isolated from
an oil pit was evaluated. Four treatments were applied to the sam-
ples: 0.5% kerosene-NPK 1 ml / L (Q0,5-1), NPK kerosene 0.5%, 3
mL/L (Q0,5-3), NPK kerosene 1%-1 mL/L (Q1-1), NPK Kerosene 1%,
3 mL/L (Q1-3) and two controls: no-NPK kerosene 1 mL/L (C-1),
NPK without kerosene-3 mL/L (C-3). Cultures were evaluated every
4 days by measuring pH, dry weight, cell density, pigments and total
hydrocarbons (TPH). With QO0,5-1 the growth of Coenochloris sp.
and Chlorococcum sp was inhibited by 32.99% and 42.29%, res-
pectively. With QO0,5-1, Q0,5-3 y Q1-1 the production of pigments
was not affected, but the microalgae growth was affected signifi-
cantly. The dry weight showed no significant differences between
treatments (p <0.05). In Q1-3 the inhibition of the populations was
higher (53.01% and 61.49%) as the production of pigments. Howe-
ver, the biodegradation of TPH was 68% in QO0,5-1 and QO0,5-3, and
42.71 and 56.73% in Q1-1 and QT1-3, respectively. Mixed cultures
of microalgae and associated bacterias can be used for the removal
of hydrocarbons with fertilizer NPK to 1 mL/L with potential for bio-
remediation.

Kevworps: kerosene, microalgae, mixed culture, nutrients.
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Introduccion

La industria petrolera venezolana es una de las mds importantes
del mundo, estimdndose en el ano 2011 una produccién de crudo
de 2.991 mil barriles diarios (MBD), una capacidad de refinacién de
1.155 MBD vy de exportacion de 2.469 MBD (PDVSA, 2011). Esta
intensa actividad petrolera ha condicionado la aparicién de fosas
petroleras, que constituyen un sistema ambiental con caracteristicas
propias, donde se han observado crecimiento de microalgas,
cianofitas, bacterias, plantas e invertebrados, entre otros (Sulbaran,
2005).

Pocos han sido los trabajos publicados en Venezuela sobre el
uso de consorcios de microalgas para la recuperacién de ambientes
contaminados con petréleo, puesto que la mayoria hansido relegados
a favor de las bacterias. No obstante, se ha documentado que los
hidrocarburos en ambientes naturales o artificiales, pueden ser
atacados para su biotransformacion y biodegradacion por la acciéon
de diversas microalgas y cianobacterias. Estas proveen de carbono
reducido y nitrégeno a la microbiota presente en los ecosistemas
acudticos, actuando también en la remocién de nutrientes, metales
pesados y patégenos (Muioz y Guieysse, 2006), lo que incrementa el
potencial de degradacién y eliminacién de contaminantes por parte
de estas comunidades microbianas (Ferrera-Cerrato et al, 2006).

El queroseno ha sido utilizado como sustrato modelo en
estudios de biodegradacion debido a que contiene una elevada
concentracién de saturados y arométicos que son las fracciones
organicas mayormente degradadas por los microorganismos; asi los
microorganismos capaces de crecer en queroseno seran capaces de
emplear al menos una de las fracciones de hidrocarburos contenidas
en la mezcla del petréleo (Altamirano y Pozo, 2001).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto combinado del
queroseno y de la concentracion de nutrientes en el crecimiento de



RevisTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 3% época. Aho 3 N° 6, 2012
Ciencias Exactas, Naturales y de la Salud

105

un cultivo mixto de microalgas (Chlorophyta), aisladas de una fosa
petrolera venezolana.

1. Metodologia
1.1. Microalgas

Las microalgas de la Division Chlorophyta (Chlorococcum sp.
y Coenochloris sp.) se aislaron de muestras de agua de una fosa
petrolera ubicada la Costa Oriental del Lago de Maracaibo, estado
Zulia, Venezuela, en las coordenadas N 10° 44" 197°" y W 71°
38”7 795”7 a una altura de 16,5 m. Estas microalgas forman parte
del cepario del Laboratorio de Microorganismos Fotosintéticos,
de la Universidad del Zulia. Ambas microalgas pertenecen a la
Division Chlorophyta, que tiene en comdn la presencia de un Gnico
cloroplasto en forma de copa con un solo pirenoide. Chlorococcum
es unicelular con células esféricas o ligeramente ovaladas de tamano
variable, pueden estar solitarias o en agrupaciones irregulares;
mientras que, Coenochloris forma colonias de cuatro, ocho, 16 o
mas células plancténicas dentro de una estructura mucilaginosa y
con un tamano aproximado de 8 um (Needham y Needham, 1978).

1.2. Evaluacién del crecimiento microalgal en queroseno

Las microalgas (en cultivos unialgales) se escalaron a 2,5 L hasta
alcanzar la fase logaritmica de crecimiento y se cultivaron en frascos
de vidrio con 100 mL de un medio organico elaborado con agua
destilada estéril suplementada con fertilizante () y queroseno. Se
emplearon dos concentraciones de fertilizante (1 y 3 mL/L) y dos
concentraciones de queroseno (0,5 y 1,0% v/v). Los cultivos se
mantuvieron durante 32 dias, con fotoperiodo luz: oscuridad de
12:12h, agitacion manual diaria y temperatura de 30 + 2°C (Bricefo
et al, 2003). Para la siembra de los frascos se utiliz6 un inéculo de
2,5x10° cel/mL de cada microalga.
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Se realizaron cuatro tratamientos: QO,5-1: queroseno 0,5%
+ NPK 1 mL/L; QO,5-3: queroseno 0,5% + NPK 3 mL/L; Q1-1:
queroseno 1% + NPK 1 mL/L y Q1-3: queroseno 1% + NPK 3
mL/L, y se ensayaron dos controles C-1: sin queroseno + NPK 1
mL/L; C-3: sin queroseno + NPK 3 mL/L. Todas las experiencias se
realizaron por triplicado.

1.3. Estimacion de parametros de crecimiento

Para determinar la densidad celular del cultivo se realizaron
recuentos celulares en camara Neubater, calculando la velocidad
de crecimiento (u) y el tiempo de duplicacién (t) de acuerdo a
Lobban et al (1988). Se realizaron determinaciones de biomasa
(peso seco) (Utting, 1985), pigmentos (clorofila total (a+b) y
carotenoides) (Jeffrey y Humphrey, 1975), y se cuantificé la flora
bacteriana asociada mediante el recuento en placas (APHA et al,
2005). Adicionalmente, se determiné el contenido de hidrocarburos
totales del petréleo (TPH) al inicio y al final de las experiencias
realizando extracciones con cloroformo (APHA et al, 2005).

1.4. Anélisis estadistico

Se comprobaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad
de los datos y se aplicé un diseio completamente al azar (ANOVA
de una via). También se aplicé la Prueba de Tukey para estimar
diferencias significativas entre los tratamientos.

2. Resultados y discusion

2.1. Crecimiento de las microalgas Coenochloris sp. y Chlorococcum
Sp. en queroseno

En la Tabla 1 se presentan los parametros de crecimiento y en las
Figuras 1y 2 se presenta el perfil de crecimiento de las microalgas en
queroseno a las diferentes concentraciones de nutrientes.
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TaBia 1. Pardmetros de crecimiento de Coenochloris sp. y
Chlorococcum sp., bajo las condiciones de cultivo establecidas en
el presente estudio.

Densidad

. t Inhibicion
Tratamiento LM 1 | celular
(div.dias™) (dias) (cel x 105 /mL) (%)

Coenochloris sp.

C-1 0,36 1,92 4,94+1,88 -

C-3 0,22 3,15 3,98+1,33 -

Q0,5-1 0,28 2,47 3,31+0,88 32,99

Q0,5-3 0,22 3,15 2,46+0,92 38,19

Ql1-1 0,16 4,33 2,54+1,15 48,58

Q1-3 0,11 6,30 1,87+1,05 53,01
Chlorococcum sp.

C-1* 0,07 9,90 8,19+6,24 -
C-3#* 0,04 17,32 5,61+2,92 -
Q0,5-1 0,04 17,32 4,734+2,26 42,24
Q0,5-3 0,03 23,10 3,16+0,74 43,67
QI-1* 0,03 23,10 3,21+0,87 60,80
QI-3** 0,05 13,86 2,16£1,05 61,49

u: velocidad de crecimiento, t;: tiempo de duplicacién. C-1: control |
sin queroseno suplementado con fertilizante (1 mL/L), C-3: control Il sin
queroseno suplementado con fertilizante (3 mL/L), QO0,5-1: tratamiento
con queroseno al 0,5% vy fertilizante (1 mL/L), Q0,5-3: tratamiento con
queroseno al 0,5% y fertilizante (3 mL/L), Q1-1: tratamiento con queroseno
al 1,0% vy fertilizante (1 mL/L), Q1-3: tratamiento con queroseno al 1,0%
y fertilizante (3 mL/L), * y ** indican que existen diferencias significativas
(p<0,05).
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Ficura 1. Dindmica de crecimiento poblacional de Coenochloris sp. (a) y
Chlorococcum sp. (b), recuento de bacterias asociadas al cultivo mixto (c)
y comportamiento del pH (d). C-1: control | sin queroseno suplementado
con fertilizante (1 mL/L), C-3: control Il sin queroseno suplementado
con fertilizante (3 mL/L), QO,5-1: tratamiento con queroseno al 0,5%
y fertilizante (1 mlL/L), QO,5-3: tratamiento con queroseno al 0,5% vy
fertilizante (3 mL/L), Q1-1: tratamiento con queroseno al 1,0% y fertilizante
(1T mL/L), Q1-3: tratamiento con queroseno al 1,0% vy fertilizante (3 mL/L).
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Ficura 2. Comportamiento del peso seco (a), Clorofila total (b),
carotenoides (c) por el cultivo mixto de Coenochloris sp. y Chlorococcum
sp. Biodegradacién de queroseno (d). C-1: control | sin queroseno
suplementado con fertilizante (1 mL/L), C-3: control Il sin queroseno
suplementado con fertilizante (3 mL/L), Q0,5-1: tratamiento con queroseno
al 0,5%y fertilizante (1 mL/L), Q0,5-3: tratamiento con queroseno al 0,5%y
fertilizante (3 mL/L), Q1-1: tratamiento con queroseno al 1,0% vy fertilizante
(1 mL/L), Q1-3: tratamiento con queroseno al 1,0% y fertilizante (3 mL/L).

La mayor inhibicién del crecimiento microalgal, con diferencias
significativas (p<0,05), se observé en Q1-1y Q1-3. Sin embargo, la
concentracion de nutrientes aparentemente no afecta el crecimiento
de las microalgas (Figura 1, Tabla 1). La mayor densidad celular, tanto
para Coenochloris sp., como para Chlorococcum sp., se obtuvo en
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También se aprecia que la u disminuye y el t, aumenta en
presencia de queroseno al 1,0%; indicando su efecto téxico sobre
las microalgas, similar a lo obtenido por Bricefio et al (2003) en
las cianobacterias Synechocystis minuscula y Limnothrix sp. que
inhibieron su crecimiento en un 60% en queroseno, y por Morales-
Loo y Goutx, (1990) quienes reportan un crecimiento retardado de
poblaciones de microalgas como Nitzchia, Asterionella, Rhodomonas
y Dunaliella en presencia de fraccién soluble de petréleo.

Al comparar las curvas de crecimiento en Coenochloris sp. (Figura
1a) se aprecia un acortamiento de la fase exponencial de crecimiento
en presencia de queroseno, que se inicia desde el dia 0y se extiende
por 4 a 8 dias, en comparaciéon con Chlorococcum sp. (Figura 1b),
que present6 una fase de adaptacion de unos 16 dias. Momento en
que inicia la fase exponencial de crecimiento, exhibiendo ligeras
fluctuaciones en los recuentos celulares culminando la curva con
un decaimiento de la poblacién. Sin embargo, Chlorococcum sp.
mostr6 la mayor densidad celular promedio en los tratamientos
(Tabla 1).

Es posible que se haya generado algin tipo de competencia entre
las microalgas en los controles sin queroseno, porque cuando decae
la poblacién de Coenochloris sp. comienza a incrementarse la de
Chlorococcum sp. Esto parece indicar que Coenochloris sp. puede
liberar algln factor inhibitorio como producto de su metabolismo
sobre Chlorococcum. En el fitoplancton las poblaciones compiten
por nutrientes, asi como por la luz, llegando algunas especies a
desarrollar habilidades para mejorar su capacidad de utilizar
esas fuentes de nutrientes y mejorar su actividad competitiva
en el ambiente con efectos negativos directos en otras especies
competidoras, como lo puede ser a través de la liberacion de
compuestos quimicos, fenémeno conocido como alelopatia (Fistarol
et al, 2004). Las alelopatias presentadas en el fitoplancton pueden
llegar a tener efecto en mas de una microalga, tal como lo observaron
Mahmoud y Rahman (2005), al evaluar el efecto de extractos crudos
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de dos cianobacterias (productoras de toxinas) sobre el crecimiento
y algunas actividades fisiol6gicas de dos microalgas unicelulares
(Chlorella vulgaris y Chlorococcum humicola). Zhang et al (2007),
por su parte, establecen el comportamiento de un consorcio
microalgal, demostrando que la actividad metabélica de Microcystis
aeruginosa se vio inhibida, como resultado de la limitacion de la luz
(ensombrecimiento) provocado por la poblacién de Coenochloris
pyrenoidosa.

2.2. Bacterias asociadas al cultivo mixto de las microalgas

No se encontré diferencias significativas en los recuentos
bacterianos en los diferentes tratamientos (p>0,05); sin embargo,
estos incrementaron a través del tiempo; excepto en el control C-3.
Por lo que, es posible que la mayor concentracién de nutrientes
cause inhibicién en el crecimiento bacteriano (Figura 1c), quizas
debido a la saturaciéon de enzimas encargadas de la asimilacion
de esos nutrientes. Sin embargo, en presencia de queroseno la
concentracién de nutrientes parece ser importante para mantener
los niveles de las poblaciones bacterianas, es decir que aumenta
la biodisponibilidad, lo cual estaria en funcién de las enzimas
degradadoras de estas fuentes de carbono y asi posteriormente
hacerlas mas disponibles a las mismas bacterias para su crecimiento
(Safonova et al 1999).

La mayor densidad bacteriana ocurre hacia el final del ensayo,
donde ya muchas células de las microalgas han muerto, formando
parte del detritus. La degradacién de células microalgales lisadas
resulta en la conversién de compuestos de fésforo y nitrégeno
organico a inorgdnico, liberando nutrientes solubles que pueden
retomar nuevamente las microalgas, y a cambio, las bacterias
degradan los hidrocarburos reduciendo su toxicidad (Riquelme y
Avendano, 2003; Abed y Koster, 2005; Sigee, 2005).
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Se encontraron correlaciones positivas entre el crecimiento de
ambas microalgas y los recuentos bacterianos (r=0,640, p<0,01 para
Coenochloris y r=0,656, p<0,01 para Chlorococcum). Safonova et
al (1999) senalan que la combinacién de bacterias alcalinotréficas
con cepas representativas de microalgas (Stichococcus, Chlorella
y Scenedesmus), y de cianobacterias (Nostoc y Phormidium)
restauraron la reproductividad de microalgas sensibles al petréleo
y estimularon el crecimiento de cepas tolerantes. Asi el consorcio
establecido entre bacterias y microalgas potencia la biodegradacion
de los hidrocarburos.

2.3. Comportamiento del pH

El mayor pH fue el obtenido por el tratamiento Q1-3 con 8,05,
en comparacién con Q1-1, que estuvo en 7,66. En promedio, el pH
de los cultivos (Figura 1d) se mantuvo de neutro a alcalino, lo cual
favorece el crecimiento microalgal y la produccién de clorofila total
(r=0,440, p<0,01), probablemente por la asimilacién de fuentes
de nitrégeno que favorecen el aumento del pH (Yépez y Morales,
1998). Se ha establecido que el principal mecanismo de remocién
de nutrientes en aguas residuales incluyen captura al interior celular
y liberacién de amonio, elevandose el pH (Aslan y Kapdan, 2006).

2.4. Peso seco

Este pardmetro permite estimar la asimilacién de los hidrocarburos
y nutrientes por las microalgas y sus bacterias asociadas. Los valores
de peso seco oscilaron entre 0,14%0,05 y 0,33+0,18 mg/L en
los tratamientos y controles; sin diferencias significativas entre
estos (p>0,05). En la Figura 2a se observa que el peso seco en los
tratamientos QO,5-1, Q1-1y en el control C-3, la mayor produccién
se estim6 a partir de los 16 dias del cultivo, pero en C-3 el peso
seco decae el dia 28. Mientras que, los tratamientos QO,5-3 y
Q1-3 presentaron un peso seco relativamente constante a través
del tiempo, siendo la menor produccién la estimada para Q1-3,
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presumiéndose que la mayor concentracioén de nutrientes afecta el
peso seco del cultivo mixto.

Se encontraron correlaciones positivas entre el peso seco y
la densidad celular de Chlorococcum (r=0,477, p<0,01) y los
recuentos bacterianos (r=0,656, p<0,01) por lo que estos pueden
ser determinantes en el incremento del peso seco en los tratamientos.

2.5. Produccién de pigmentos

La producciéon promedio de pigmentos, en la forma de clorofila
total (Figura 2b) increment6 con la concentracién de queroseno
(7,44=0,30 ug/mL en Q1-1 y 6,24+0,22 ug/mL en QO,5-3)
en comparacién con los controles (5,40+0,36 ug/mL en C-1 vy
4,35+0,14 ug/mL en C-3) y con el tratamiento Q0,5-1 (4,76+0,56
pg/mL), similar a lo obtenido por Gamila et al (2003) con las
cianobacterias Anabaena spharica y Oscillatoria agardhii en petréleo
crudo. No obstante, la mayor concentracién de nutrientes (3 mL/L)
parece inhibir significativamente (p<0,05) la concentracién de
clorofila total (3,10+0,37 ug/mL) y de carotenoides (0,59+0,39 ug/
mL) en 28,73 y 42,71%, respectivamente.

En la Figura 2b se puede apreciar que el dia 16 los tratamientos
Q1-1 y QO0,5-3, alcanzan su médxima produccién de pigmentos. Es
posible que en este punto de la curva (final de fase exponencial), las
bacterias asociadas hayan estimulado el crecimiento y la produccién
de pigmentos de las microalgas en presencia de queroseno,
comportamiento similar a lo ocurrido con el peso seco. Asi lo
demuestra la correlacion positiva establecida entre los recuentos
bacterianos y la produccién de carotenoides (r=0,607, p<0,01)

El aumento en la concentracién de pigmentos a partir del dia 28
en el tratamiento C-1, coincide con el momento en que la microalga
Chlorococcum sp. alcanzé el maximo crecimiento exponencial. Es
notable, ademas, que en la mayoria de los tratamientos la produccién
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de pigmentos de los cultivos decae entre los 16 y 20 dias de edad
del cultivo, torndndose cloréticos, por la presencia de pigmentos
carotenoides (color amarillento), especialmente en C-1 donde la
produccién de carotenoides se dispara al final del ensayo. Algunas
veces se induce una clorosis con la degradacién de la clorofila,
dejandose expuestos a los carotenoides, que no necesariamente se
incrementan (Yépez y Morales, 1998). En la Figura 2c se muestra el
comportamiento de los carotenoides, cuya produccién es similar a
la obtenida con la clorofila total, sin diferencias significativas entre
los tratamientos (p>0,05).

Tukaj (1987), indicé que la fraccion soluble de petréleo y de
combustible afecté disminuyendo el niimero de células, peso seco y
produccion de clorofila a en la microalga Scenedesmus quadricauda.
Del mismo modo, Morales-Loo y Goutx (1990) obtuvieron que
en mayoria de las microalgas plancténicas acusaron disminucién
del contenido de clorofila a, pigmentos lipidicos, glicolipidos y
triglicéridos, mientras se acumulan los esteroles e hidrocarburos.

2.6. Biodegradacion de queroseno por el cultivo mixto de las dos
microalgas

Se evidenci6 una eficiente biodegradacién de queroseno por el
cultivo mixto de las dos microalgas y bacterias asociadas (Figura 2d),
cercano a un 68% en QO,5-1 y QO0,5-3, sin diferencias significativas
(p>0,05) yentre el 42,71y 56,73% en Q1-1y Q1-3, con diferencias
significativas (p<0,05). Sin embargo, deben realizarse estudios
adicionales para establecer la via de degradacién de hidrocarburos
por el cultivo mixto. Las pérdidas por evaporacién estimadas en un
control no inoculado contaminado con queroseno fueron del 5%.

Comparativamente, Raghukumaretal (2001), alemplear un cultivo
mixto con las cianobacterias Oscillatoria salina, Plectonema terebrans
y Aphanocapsa sp. removieron mas del 40% del crudo formando un
tapete microbiano en los glébulos de petréleo cuando conformaron
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un cultivo mixto. Mientras que, Lima et al (2004) pudieron remover
100% de p-clorofenol a una concentracién de 150 mg/mL adsorbido
a zeolita, mediante un cultivo mixto de microalgas conformado por
las microalgas Chlorella sp. y Coenochloris pyrenoidosa.

Conclusiones

El queroseno afect6 el crecimiento de cultivo mixto, pero no la
biomasa ni la produccién de pigmentos de las microalgas; mientras
que, la flora bacteriana asociada fue estimulada en su presencia. El
crecimiento del cultivo mixto fue similar con ambas concentraciones
de nutrientes, por lo que se sugiere el uso de la menor concentracién
empleada (1 mL/L), a fin de minimizar los costos relacionados con el
cultivo. Finalmente, el consorcio de las microalgas con sus bacterias
asociadas fue capaz de degradar el queroseno eficientemente en
un 68% para los tratamientos con queroseno al 0,5% vy entre el
42,71 y 56,73% en queroseno al 3%, destacandose el potencial
biorremediador del consorcio microbiano establecido.
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RESUMEN

En plantas tratadas con colchicina 0,05% y 0,10% durante 48 horas se
indujo un 58% y 53%, respectivamente, de células aneuploides y
fenotipicamente se logré un incremento en la altura de la planta,
longitud, anchoy espesor de las hojas y del volumen foliar comparado
con las plantas controles y plantas de los tratamientos pertenecientes
a 24 horas, tanto en plantas tratadas como en hijuelos de estas. Los
resultados obtenidos en este estudio demuestran que el uso de la
colchicina como inductor de poliploidia en zabila es una herramienta
valiosa para la obtencién de plantas con mayor biomasa, lo que
permite aumentar la materia prima para la exportacién y elaboracién
de productos medicinales y cosméticos.
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Effects of the use of colchicine as an inducer of

polyploidy in aloe plants

ABSTRACT

As the result we found 58% and 53% of aneuploid cells in plants treated
with 0.05% and 0.10% colchicine for 48h. Treatment with colchicine
for 48 hours has resulted the increase in plant height, length, width
and thickness of leaves and leaf volume compared to controls and
plants with during 24 hours, both treated plants and in shoots. Results
obtained from this study demonstrate that the use of colchicine is a
valuable tool for obtaining plants with increased biomass, allowing
for increased raw materials for export and processing of medicinal
and cosmetic products.

Kevworps: Aloe vera |., cytogenetics, morphology, aneuploidy.

Introduccion

La zébila [Aloe vera (L.) Burm. f.], es una planta de amplia
distribucién en regiones tropicales y subtropicales, con enorme
importancia econémica y medicinal (Oliveira et al, 2007; Silveira
et al, 2008). Posee mdiltiples aplicaciones en la industria cosmética,
farmacéutica y alimentaria (Vega et al, 2005; Chen et al, 2007;
Maenthaisong et al, 2007; Jia et al, 2008; Ndhlala et al, 2009). Es
de gran importancia para Venezuela pues por su metabolismo acido
crasulaceo se adapta en las zonas dridas y semidridas del pafs por lo
que no presenta grandes exigencias y permite obtener productos de
calidad que son cotizados a nivel internacional (Fuentes et al, 2007).

Sin embargo, la baja tasa de propagacién de la planta y el
crecimiento lento de ésta no permiten cubrir la demanda actual
del mercado nacional e internacional. Asimismo, los productores
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tradicionales deben esperar hasta 3 afos para que la planta alcance
la madurez y pueda ser vendida. Ello ha impulsado el desarrollo de
alternativas para la obtencién de mayores volimenes de produccion,
a través de programas de seleccion y mejoramiento genético
(Quintero et al., 2009).

En este sentido, la induccién de poliploidia es una alternativa
utilizada para incrementar la produccién de biomasa en A. vera,
debido a la tendencia que presentan las plantas poliploides
de mostrar un mayor crecimiento de sus partes vegetativas en
comparacion a sus progenitores diploides, por lo que se puede lograr
el aprovechamiento de la mayor cantidad de biomasa producida en
la parte vegetativa de interés de esta planta (Molero y Matos, 2008).
De hecho, se ha observado que las plantas poliploides presentan
mayor vigor y tejidos que pueden duplicar la biomasa de las plantas
originales (Imery y Cequea, 2001).

La gran importancia econémica que posee en la actualidad la
explotacion de A. vera en el mundo y en diversas regiones en
Venezuela, ha impulsado el desarrollo de nuevas técnicas con
la finalidad de obtener cultivares con mayores volimenes de
produccién, siendo la induccion de poliploidia en A. vera, mediante
el uso de colchicina, una opcién relativamente rapida para lograr
plantas que posean hojas con mayor biomasa, permitiendo altos
margenes de produccion a los productores.

Basados en lo anterior, se llevd a cabo una caracterizacion
morfolégica, anatémica y citogenética de las plantas tratadas con
colchicina a diferentes concentraciones (0,05% y 0,10%) y tiempos
de exposicion (24 y 48 horas) con el propésito de evaluar el uso
potencial de la misma en la obtencién de plantas poliploides con
mayor volumen y grosor foliar, y por tanto, con mayor biomasa
producida en la parte vegetativa de interés de esta planta, como son
las hojas.
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1. Métodos

Para esta investigacion existi6 una planta parental adquirida
en un vivero comercial del municipio Maracaibo (Venezuela).
Todas las plantas sometidas a tratamiento (plantas tratadas) se
obtuvieron a partir de esta planta parental; poseian 4 meses de edad
aproximadamente con una altura entre 10 y 15 cm. El estudio se
llevé a cabo en los Laboratorios de Citogenética Vegetal (Civefecluz)
y Biotecnologia Vegetal (Bioveluz). Todas las plantas, tanto la planta
parental, como las plantas tratadas y los hijuelos de estas, fueron
mantenidas en los alrededores del Departamento de Biologia, Bloque
A1 de la Facultad Experimental de Ciencias de la Universidad del
Zulia, Maracaibo, Edo. Zulia, Venezuela; caracterizado por ser una
zona de bosque muy seco con temperatura media anual promedio
de 302C, humedad relativa del 79% y precipitaciéon media anual de
500 mm/ano (Ewel y Madrid, 1976).

Para determinar el efecto de la concentracién y tiempo de
exposicion a la colchicina se siguié la metodologia empleada por
Imery y Cequea (2001). Cuando las raices de las plantas alcanzaron
una longitud de 1,5 a 2 cm, se sumergieron los rizomas de A. vera en
solucion acuosa de colchicina a concentraciones de 0,05% y 0,10%
p/v'y a dos tiempos de exposicion, 24 y 48 horas (Tabla 1). Los
tratamientos se llevaron a cabo en una camara oscura. Se utilizaron
10 plantas por tratamiento, incluyendo plantas controles (sumergidas
en agua destilada) para un total de 60 plantas. Las plantas tratadas se
sembraron en bolsas de polietileno de 1 kg con tierra desinfectada
con abono organico.

1.1. Estudio citogenético

El procesamiento del tejido radical para el estudio citogenético
se realiz6 segln lo descrito por Matos y Molina (1997). Para este
estudio se seleccionaron hijuelos de las plantas tratadas, los cuales
fueron separados y llevados al laboratorio. Se estudiaron tres raices
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por planta, empleando el método de aplastamiento de los tejidos
o “squash” para la preparaciéon de las ldminas microscépicas. Se
evalué una sola generacion de hijuelos y se determiné el nimero
de cromosomas, la descripcién de la morfologia de éstos se realizé
basdndose en la metodologia establecida por Levan et al (1964).

1.2. Estudio morfolégico

El estudio morfolégico se llevé a cabo pasados los cinco meses
después de los tratamientos con colchicina, tanto en las plantas
tratadas como en los hijuelos de estas, siguiendo la metodologia
empleada por Imery (2006) considerandose caracteristicas como:
altura de la planta (AP), nimero de hojas (NH), longitud foliar (LH),
ancho (AH) y espesor foliar (EH), volumen foliar, empleando la
formula V= m- LH-AH-EH/12.

1.3. Estudio histolégico

Se realizaron cortes transversales de hojas de hijuelos provenientes
de las plantas tratadas con las diferentes concentraciones, que fueron
seleccionadas previamente basdndose en los valores obtenidos de
las caracteristicas morfolégicas. Se montaron muestras in vivo y se
tineron con Azul de metilenoy Sudan Ill'y otra porcién de las muestras
se proceso siguiendo la metodologia empleada por Roth (1964) con
modificaciones en las concentraciones de alcohol etilico utilizadas
para la deshidratacién de los tejidos (50%, 60%, 70%, 85%, 96%
y 100%, 2 cambios), selecciondndose la zona de la hoja cercana a
los 10 cm de longitud, medidos desde la base, para realizar el corte
de las mismas. Los cortes (de 2 micras de grosor) de los bloques
de parafina con el tejido incluido, se realizaron en micrétomo, se
tineron con safranina y hematoxilina y los portaobjetos se sellaron
con una gota de Martex y un cubreobjetos del tamano del tejido.
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1.4. Analisis estadistico

Para los datos provenientes del estudio morfolégico se evaluaron
diferencias entre tratamientos mediante una comparacién de
variable en conjunto con un andlisis de variables (ANOVA). Las
diferencias entre medias se verificaron a través de la comparacién
pareada de muestras independientes con p< 0,05, utilizando el
programa estadistico SPSS, versiéon 17.0.

Los datos del estudio citogenético se ilustraron mediante el uso
graficas de barras, resaltando los porcentajes de las células obtenidas
con una comparaciéon de proporciones para resaltar las diferencias
significativas entre los tratamientos, con un 95% de confiabilidad.

Para el célculo del nimero, estadisticamente representativo, de
células metafésicas a estudiar, se empled la formula: n= 72, xS%/e?,
de Snedecor y Cochram (1984), donde Z°,, tiene un valor de 1,96
segln la estadistica tabulada de la normal estandar y S?, que significa
la varianza muestral, la cual es de 13,66. El error del muestreo (e?)
sera de 0,05. En base a esta férmula se estudiaron 50 células/raiz
microscopico a 100X, lo cual expresé el valor minimo de células que
se deben analizar para obtener resultados confiables.

2.Resultados
2.1. Estudio morfolégico

En el estudio de las caracteristicas morfolégicas en plantas de A.
vera bajo condiciones in vivo se encontré que los tratamientos con
colchicina por 48 horas causaron efectos diferenciales con respecto
a los tratamientos pertenecientes a 24 horas y a los controles.

En cuantoalas caracteristicasfoliares, el tratamiento con diferencias
estadisticamente significativas con respecto al resto fue T6 (0,10%,
48 h), con valores de: 33,05 cm (AP), 33,67 cm (LH), 3,18 cm (AH)
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] Tiempo de
. Concentraciones .
Tratamientos . exposicion
de colchicina
(horas)
1 Control 24
2 0,05% 24
3 0,10% 24
4 Control 48
5 0,05% 48
6 0,10% 48

Tasta 1. Tratamientos de Aloe vera con colchicina durante dos tiempos de
inmersién y bajo diferentes concentraciones.

y 1,46 cm (EH), siendo similar para hijuelos, obteniéndose 25,93 cm
(LH), 1,69 cm (AH), excepto en EH donde el valor mas alto fue 1,2
cm (T2). Se observaron diferencias estadisticamente significativas en
los hijuelos con valores de: 27,33 cm (AP), 6,1 hojas (NH), 25,93 cm
(LH) (Figuras 1, 2 y 3).

El volumen foliar es una de las caracteristicas de mayor importancia
en términos de produccién; las plantas que presentaron los mas
altos valores fueron aquellas pertenecientes a T6 tanto en el caso
de las plantas tratadas como de hijuelos, con un promedio de 42,47
cm?® y 12,17cm? respectivamente, lo cual resulté en diferencias
significativas (p = 0,05%) al comparar con otros tratamientos como
se muestra en la Figura 4.

2.2. Estudio citogenético

Como era de esperarse, los tratamientos T1 y T4 (controles),
presentaron los porcentajes mas altos de células diploides en
comparacién con el resto de los tratamientos (Figura 5). En este
sentido, entre las plantas tratadas con colchicina se encontré un alto
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HT1

WT2

T3

AH EH

FiGura 1. Plantas de Aloe vera L. tratadas con colchicina (0,05% y 0,10%). A) 24
horas y B) 48 horas. T1 (Control), T2 (0,05%), T3 (0,10%), 24 horas. T4 (Control),
T5(0,05%) y T6 (0,10%). Altura de la planta (AP), Nimero de hojas (NH), longitud
foliar (LH), ancho y espesor de la hoja (AH y EH). Los asteriscos (*) representan
diferencias significativas de los promedios mds sus desviaciones estandar.
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Ficura 2. Hijuelos de plantas de Aloe vera L. tratadas con colchicina (0,05% y
0,10%). A) 24 horas y B) 48 horas. T1 (Control), T2 (0,05%), T3 (0,10%), T4
(Control), T5 (0,05%) y T6 (0,10%). Altura de la planta (AP), Nimero de hojas
(NH), longitud foliar (LH), ancho y espesor de la hoja (AH y EH). Los asteriscos
(*) representan diferencias significativas de los promedios més sus desviaciones
estandar.
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Ficura 3. Plantas sometidas a diferentes tratamientos de colchicina y tiempos de
exposicion. A) Control, B) 0,05% de colchicina y C) 0,10% de colchicina y 24
horas de exposicién, D) Control, E) 0,05% de colchicinay F) 0,10% de colchicina
y 48 horas de exposicion.
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Ficura 4. Volumen foliar de plantas de Aloe vera L. (tratadas —A y B- e hijuelos -C
y D-). Control (T1 y T4), tratamientos de 0,05% (T2 y T5) y 0,10% de colchicina
(T3 'y T6) 24 horas (A-C) y 48 horas (B-D). Los asteriscos (*) representan diferencias
significativas de los promedios mas sus desviaciones estandar.

Tl

% células

Células Diploides

HT2
T3

HT4

TG

FiGura 5. Porcentaje de células diploides en hijuelos de plantas tratadas de Aloe
vera. Control (T1 yT4), 0,05% (T2 y T5) y 0,10% de colchicina (T3 y T6). T1-T3,

24 horas y T4-T6, 48 horas de exposicion
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Ficura 6. Porcentaje de células aneuploides en hijuelos de plantas tratadas de Aloe
vera. Control (T1y T4), 0,05% (T2 y T5) y 0,10% de colchicina (T3 y T6). T1-T3, 24
horas y T4-T6, 48 horas de exposicion. Los asteriscos (*) representan diferencias
significativas de los promedios.

porcentaje de células con un cariotipo estdndar de n=7+1, es decir,
aneuploides, en ninglin momento se observaron células triploides o
tetraploides, por lo cual, no pueden considerarse poliploides.

Los mas altos porcentajes se observaron en T5 (0,05%, 48 h) y
T6 (0,10%, 48 h) con 58% y 53% respectivamente. T5 present6
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los otros
tratamientos (Figura 6).

2.3. Estudio anatémico

Los estudios anatémicos realizados a los hijuelos provenientes
de las plantas tratadas mostraron una epidermis uniestratificada;
recubierta por una cuticula gruesa, haz vascular colateral, células
secretoras grandes en las hojas de T6 formando casquete sobre
el floema rodeados por una vaina parenquimadtica, parénquima
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Ficura 7.- Cuticula y epidermis de hojas de hijuelos de plantas de Aloe vera L. de
tratamientos 0,10% de colchicina, 48 horas (a) 0,05% de colchicina, 48 horas y
(b) 0,05% de colchicina, 24horas (c) rafidios, 0,10% de colchicina, 48h. h.v: Haz
vascular, cu: cuticula, raf: rafidios. Magnificacion de 1000X.

——» | TT024n0,10% |

—> | TTO 24h 0,05%

Ficura 8. Cortes transversales en hojas de hijuelos de Aloe vera L. provenientes
de las plantas tratadas con las diferentes concentraciones de colchicina (0,05% y

0,10%) a tiempos de exposicion de 24 y 48 horas
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clorofiliano homogéneo, con abundantes cloroplastos, con rafidios
de oxalato de calcio en cantidades elevadas para las plantas de los
tratamientos 0,10% y 0,05% 48 horas. Estomas sin elevaciones o
invaginaciones de la epidermis (Figura 7).

Las hojas de las plantas pertenecientes al T6 presentaron mayor
grosor, con un valor promedio de 8mm para el maximo y de 2mm
para el menor grosor. El resto de los valores se encontraron entre 3
y 4 mm para los tratamientos de 24 horas (T2 para el primeroy T3
para el segundo) y de 4 a 7mm para los de 48 horas (T4 el primero
y T5 el segundo valor) (Figura 8).

3. Discusion
3.1. Estudio morfolégico

Los valores obtenidos en este estudio demuestran que una
mayor concentracion de colchicina y un periodo mas largo
permitieron cambios a nivel morfolégico en la planta. Aunque
todos los tratamientos arrojaron diferencias a nivel morfolégico,
los mas resaltantes se observaron en el T6 (48 h y 0,10%), tanto
para la longitud, el ancho, espesor foliar, asi como el volumen foliar.
Esto podria estar relacionado a una variacién a nivel de tejidos,
aumentando el didmetro de las células que los componen. Muchos
autores reportan las caracteristicas de giga como un resultado de
la autopoliploidia en plantas (Escandén et al, 2007) donde explica
coémo se manifiestan los tetraploides con diferencias significativas en
relacién al control, sobre todo en relacién al drea foliar y el tamafo
de las flores en el caso de Mecardonia tenella.

Aunque las plantas de Aloe vera normalmente presentan un
crecimiento lento, el desarrollo de las mismas fue totalmente
distinto al comportamiento normal de una silvestre, pues los
hijuelos alcanzaron alturas cercanas a las de las plantas tratadas,
llegando a tener el tamafo de una planta con 3 afos de edad en
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un menor tiempo (aproximadamente 12 meses después de haber
sido tratadas con colchicina) y expuestas a condiciones ambientales
con temperaturas entre 35 y 42°C, segln datos climatolégicos
aportados por la Base Aérea Nacional de Venezuela (citados por
Querales, 2009). Es posible que las plantas tratadas en el presente
trabajo, desarrollaran cierta resistencia a condiciones extremas de
temperatura, tal como lo describe Baltzer (2005). En este sentido,
estas plantas podrian haber desarrollado la capacidad de adaptarse
a condiciones adversas y adn asi incrementar los valores de las
caracteristicas foliares como longitud, ancho, espesor y volumen,
siendo éstas las deseables para su venta y distribucion.

3.2. Estudios citogenéticos

Los resultados citogenéticos del presente trabajo pueden
explicarse de acuerdo a lo indicado por Imery y Cequea (2001);
seglin estos autores, con un mayor tiempo de exposicion a la
colchicina las plantas alcanzan un mayor nivel de ploidia que se
transmite de forma vegetativa, a diferencia de los tratamientos con
tiempos de exposicion cortos donde la probabilidad del efecto
directo de la colchicina sobre las células meristematicas se reduce
debido a la poca accién en las capas superficiales y contacto con
las células de la interfase en la que la colchicina no ejerce ninguna
actividad antimitostatica.

Con los tratamientos ensayados en este trabajo no se logré la
obtencién de individuos triploides o tetraploides puesto que aunque
se observaron células con nlimero cromosémico mayor al normal
(n=14), estas no alcanzaron dichas categorias; por lo cual, no
pudieron ser clasificadas como poliploides.

Las células diploides encontradas en los tratamientos
coincidieron con las caracteristicas descritas por Kumari y Roy
(2010) mostrando que las plantas silvestres de esta especie poseen
un ndmero cromosémico n=7, con 8 cromosomas largos y 6 cortos,
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predominando los centrémeros subterminales y submedios. La
presencia de este tipo de células en gran nimero en plantas control
era de esperarse pues éstas no estuvieron sometidas a ninguno de
los tratamientos con colchicina.

La presencia de 7 Lst (Lst=cromosoma largo subtelocéntrico, por
sus siglas en inglés, Levan et al, 1964) y 7 Ssm (cromosoma corto
submetacéntrico) en el tratamiento de 0,05% de colchicina a 24
horas de exposicion (T2) coincide con lo explicado por Imery (2006)
acerca de los desbalances genéticos ocasionados por la pérdida o
adiciéon de cromosomas, lo cual puede ser usado como indicador,
ya que permitiria la deteccién de cambios en cromosomas largos o
cortos. Segln este autor, las plantas que presentan disminucién de
un cromosoma largo (L) y presencia de uno corto (S) extra, poseen lo
que se conoce como aneuploidia positiva, que promueve la expresion
de caracteristicas a nivel morfolégico como ligeros aumentos en las
dimensiones foliares de las plantas, pero sin tener ningin efecto
visible en el incremento de la acumulaciéon de biomasa; tal como
se observé en el grupo perteneciente a este tratamiento (T2). De
esta manera se puede decir que este comportamiento de las plantas
en cuanto a la duplicacién del cromosoma, ya sea largo (L) o corto
(S), es una consecuencia de anomalias durante la mitosis y que este
fenémeno es de alta importancia para la evolucién de las plantas
(Otto y Whitton, 2000; Liu y Adams, 2007).

En este estudio, el uso de las concentraciones de colchicina indujo
la formacién de células con aneuploidia. Esto podria derivarse de
varias causas metabdlicas y antropogénicas operando por separado
o en conjunto, tales como el estado nutricional del suelo, riego por
agua contaminada, patogénesis de las plantas y factores ambientales
como pH y temperatura (Sharma, 1990).



RevisTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 3% época. Aho 3 N° 6, 2012
Ciencias Exactas, Naturales y de la Salud

135

Los casos de aneuploidia resaltan del resto debido a que el
cariotipo de estas plantas es bastante estable. Vidali et al (2009)
sugiri6 que hasta el cambio mds minimo o moderado en las
condiciones ambientales pueden tener un efecto grande sobre la
estabilidad genética de las plantas y por ende en su morfologfa.

3.3. Estudios anatdmicos

El didmetro de los cortes demuestra que la exposicion de las
células meristematicas al agente antimitético (colchicina), indujo un
incremento en el tamano de las células del parénquima acuifero,
siendo en este caso el tiempo lo que influy6 en el cambio a nivel de
tejido y no la concentracién utilizada. Aun cuando la epidermis es
uniestrata, la cuticula que la recubre es gruesa, tipico de plantas de
ambientes xerofiticos.

Algunas especies de Aloe son conocidas como calciotrofas debido
a los altos niveles de Ca*?, por lo cual existen una serie de teorias
sobre la producciéon y nimero de cristales de oxalato en estas plantas
(Fuentes et al, 2007). Esto podria explicar la gran cantidad de rafidios
presentes dentro de las hojas de zabila estudiadas, ya que muchas
de las plantas superiores producen cristales de oxalato de calcio.
Arnott y Webb (2000) observaron que los rafidios se forman dentro
de las vacuolas de células especializadas, aumentando el tamano
de éstas, lo cual concuerda con lo encontrado por Imery (2006)
quienes mencionan que las plantas en las cuales se experimenta un
incremento de ploidia tienden a sufrir un aumento de las dimensiones
celulares y alteraciones en la expresién de los rasgos morfolégicos.

Asimismo, estos cristales son de gran importancia para estas
plantas ya que son los encargados de absorber el exceso de calcio,
ademas de servir como mecanismo de defensa contra herbivoros y
permitir mayor rigidez y proteccién a la planta de las condiciones
climéticas presentes (Arnott y Webb, 2000).
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Conclusiones

El uso de la colchicina a concentraciones de 0,05% y 0,10%
aplicada durante 48 horas permite inducir cambios a nivel
morfolégico, citogenético y anatémico, observandose una mayor
cantidad de células aneuploides y variaciones a nivel de tejidos mas
acentuados para estos tratamientos (T5 y T6) en relacion al resto,
tanto para el caso de plantas tratadas como para el de hijuelos.

Los resultados de este estudio demuestran que el uso de la
colchicina es una herramienta valiosa para la obtencién de plantas
con mayor biomasa, lo que permite aumentar la materia prima para
la exportacién y elaboracién de productos medicinales y cosméticos.
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Coexistencia de anemia, deplecion de las reservas
de hierro y deficiencia de vitamina A en nifos con
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RESUMEN

Con el objeto de determinar la prevalencia de anemia, Deplecién de
las Reservas de hierro (DRFe) y Deficiencia de Vitamina A (DVA) en
ninos con Sindrome de Down (SD), se realiz6 un estudio transversal,
descriptivo en 87 individuos normales (10,3%3,9 afos) y 77 con SD
(9,1%4,2anos). Se consideré anemia: hemoglobina<110g/L <5afos,
<115g/L 5-11afoy <120g/L 12-14afnos; DRFe=ferritina<15ug/L;
riesgo de DRFe (RDRFe)=15-20ug/L y DVA=retinol sérico<20ug/
dL; Riesgo de DVA (RDVA)=20-30ug/dL. Los datos fueron analizados
con SAS, p<0,05. En nifos con SD la prevalencia de afectacién del
hierro (22,08%) y vitamina A (33, 36%) fue superior que en nifios
CN (14,94% y 31,03% respectivamente), p<0,01. El 75% de los
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ninos con SD anémicos con reservas de hierro normal mostraron
afectacion del estado de la vitamina A (DVA+RDVA). Los nifos con
SD con DVA+RDVA mostraron 6,40 veces mayor probabilidad
de presentar anemia que los nifos CN (OR=6,40; LC=95%; IC:
1,03-50,45).

PaLaBras CLave: anemia, deficiencia de vitamina A, sindrome de Down

Co-existence of anemia, depleted reserves of iron and
vitamin a deficiency in children with Down syndrome

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the prevalence of anemia,
Depleted Reserves of Iron (RID) and Vitamin A Deficiency (VAD)
in children with Down Syndrome (DS). We conducted a cross-
sectional, descriptive study. We analyzed 87 normal children (10.3
+ 3.9 years) and 77 with SD (9.1 = 4.2 years). Was considered
anemia: hemoglobin<110g/L <5 years, <115g/L 5-11years and
<120g/L 12-14years; RID=ferritin<15ug/L; risk of RID=15-
20ug/L and VAD= serum retinol<20ug/dL, risk of VAD (RVAD)
=20-30ug/dL. Data were analyzed with SAS, p<0.05. In children
with DS the prevalence of iron (22.08%) and nutritional status of
vitamin A (33,36%) was significantly higher than normal children
(14.94% and 31, 03% respectively), p <0.01. The 75% of children
with DS anemic with normal iron reserves showed alteration of the
nutritional vitamin A status. Children with DS and RVAD+VAD
showed a risk 6.40 times more likely to have anemia than normal
children (OR=6.40, LC=95% Cl: 1.03-50.45).

Kevworps: anemia, vitamin A deficiency, Down syndrome.
Introduccion
El hambre, la desnutricion y la deficiencia de micronutrientes son

problemas serios de salud publica en los paises en desarrollo por el
impacto que ocasionan sobre la salud y el bienestar de la poblacién
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(CDC, 2008). Las deficiencias de micronutrientes conocidas como
“Hambre Oculta” representan la forma de malnutricion mas
generalizada en el mundo. Las més frecuentes son las deficiencias
de hierro, iodo y vitamina A, que afectan principalmente a nifos y
mujeres. Se estima que mas de dos mil millones de personas en el
mundo sufren distintas carencias (CNA, 2002).

La anemia es un problema de salud publica de proporciones
endémicas. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), estima que
la prevalencia de anemia a nivel mundial es de 47% en preescolares,
42% en mujeres embarazadas y 30% en mujeres en edad fértil no
embarazadas (WHO, UNICEF, ONU, 2001). En América Latina, 29%
de los nifos en edad preescolar, 24% de las mujeres embarazadas
y 18% de las mujeres no embarazadas sufren de anemia (Gueri,
1993). En Venezuela, la prevalencia de anemia es variable, ésta
oscila entre 14,92% y 78% (Garcia-Casal, 2005; Solano et al., 2005;
Landaeta—Jiménez, 2000; Gueri, 1993). Castejon y col. en el afo
2004, han reportado en nifios pre-escolares de Maracaibo una
prevalencia de 38,11%.

La Deficiencia de hierro (DFe) y la Anemia por Deficiencia de
Hierro (ADFe) son problemas de salud publica a nivel mundial que
afectan principalmente las mujeres gestantes y los nifos de escasa
condicién socioeconémica procedentes de los paises en desarrollo
(Black, 2012). La DFe es un desorden nutricional de alta prevalencia
y la causa mas comun de anemia en todo el mundo. La OMS estima
que 1.300 millones de personas estan anémicas, de las cuales de
500 a 600 millones tienen DFe (WHO, UNICEF, ONU, 2001). En
Venezuela, la prevalencia de deficiencia de hierro en preescolares,
escolares y adolescentes varia entre 9% y 34,66% (Garcia-Casal,
2005; Solano et al., 2005; Landaeta-Jiménez, 2000; Gueri, 1993).

Existen diversas causas de DFe, entre estas se encuentran una
ingesta insuficiente, absorcién inadecuada, o incremento en los
requerimientos ocasionados por el crecimiento, el embarazo y la
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lactancia (Boccioetal., 2003). Diferentes estudiosindican que cuando
el aporte de hierro es insuficiente para cubrir los requerimientos
se producen etapas progresivas de severidad de la deficiencia de
hierro, hasta llegar a su forma mds severa la anemia microcitica
hipocrémica (Forrelat-Barrios et al, 2000). El hierro es un elemento
esencial en el metabolismo de la mayoria de los organismos vivos,
necesario para la formacién de la mielina, el metabolismo de las
neuronas y la sintesis de neurotransmisores, por lo que afecta el
crecimiento en la infancia, el desarrollo motor y la coordinacion, el
lenguaje y los logros educativos en los nifos escolares (Black, 2012;
Mahajan et al., 2011; Lozoff et al., 2006; Lozoff et al., 2001).

Tomando en consideracién que la vitamina A es un micronutriente
esencial requerido para mantener un nivel normal de hierro,
aunque no se conoce de manera clara su papel especifico, se cree
que un déficit de ésta puede asociarse a la presencia de anemia ain
con niveles de hierro normales. La interaccion entre la ADFe y la
Deficiencia de Vitamina A (DVA) ha sido estudiada en humanosy en
animales, mostrandose que la baja ingesta de vitamina A en la dieta
puede provocar anemia, debido a la participacion de la vitamina A
en la modulacién del metabolismo del hierro y de la eritropoyesis
(Semba y Bloem, 2002).

La DVA, afecta a 140 millones de nifios y nifas en edad preescolar
y mas de 7 millones de mujeres embarazadas en 118 paises del
mundo (WHO, 2005). En Latinoaméricay el Caribe no es frecuente la
DVA clinica (Mora et al, 1998). Sin embargo, la deficiencia subclinica
de vitamina A se estima que afecta de 5 a 10 millones de nifos y
se ha asociado con el incremento en el riesgo de diarrea severa,
infecciones respiratorias y de la mortalidad infantil por estas causas
(Stephensen, 2001; Semba, 1999). En Venezuela, la prevalencia
de DVA es variable, se han reportado cifras que van desde 0,5%
hasta 60%, dependiendo de la condicién socioeconémica, el grupo
etareo, la region geografica y el método de deteccién de la vitamina
A (Castejon et al., 2004; Amaya-Castellano et al., 2002; Castejon et
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al., 2001; Solano et al., 1998; Jaffe y Entrena, 1993). En el estado
Zulia, la prevalencia de DVA subclinica se ubica entre 21,78% y
35,46% en nifos de condicion socioeconémica marginal (Castejon
et al., 2004; Amaya-Castellano et al., 2002; Castejon et al., 2001).

Es evidente que las anemias nutricionales, por deficiencia de
hierro y DVA, son problemas comunes en paises en desarrollo,
que coexisten a menudo; sin embargo, no existen estudios de
determinen su coexistencia en ninos con Sindrome de Down (SD),
a pesar de que esta alteracion cromosémica es la causa mas comun
de deficiencia mental de origen genético en la poblacién mundial
(Montoya et al., 2008). Teniendo en consideracion los antecedentes
sefalados, el objetivo del presente estudio es determinar la
prevalencia de anemia, Deplecion de las Reservas de hierro (DRFe)
y DVA en nifios con SD de Maracaibo-Venezuela.

1.Material y métodos

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo en una muestra
probabilistica de 169 nifos entre 2 y 16 afos, de ambos géneros,
constituidos por 88 nifos citogenéticamente normales (CN) y 81
nifnos con SD , seleccionados al azar en sus respectivas Unidades
de Educacién Primaria y Secundaria localizadas en Maracaibo —
Venezuela durante el segundo semestre del afo 2006 y primero
del 2007. El presente estudio recibié la aprobacién del Instituto
de Investigaciones Bioldgicas de la Facultad de Medicina de
la Universidad del Zulia, CONDES-LUZ (N2 CC-0802-06), la
Coordinacién Regional de las Escuelas Bolivarianas de la Direccién
Regional de Educaciéon y la Junta Directiva de las respectivas
Unidades Educativas. Se obtuvo el consentimiento informado
por escrito de los padres y/o representantes legales. Ambos grupos
se encontraron ubicados en los estratos socio-econémicos IV y V
segln la escala de Graffar modificada para Venezuela por Méndez
Castellano y Méndez (Méndez-Castellano et al., 1994).
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El criterio principal de inclusion estuvo constituido por individuos
CN (46 XX o XY) e individuos con SD (47 XX o XY+21) segin el
andlisis del cariotipo de los participantes en el estudio el cual fue
realizado por especialista técnico en citogenética del Laboratorio de
Citogenética de la Unidad de Genética Médica de la Universidad
del Zulia.

La evaluacion clinica fue realizada por personal médico
capacitado, considerandose como criterios de exclusion: individuos
con al menos un episodio de temperatura axilar >372C durante
los dltimos 15 dias, tres o mds evacuaciones liquidas en menos
de 24 horas y procesos infecciosos activos. Ademas, se realizé
examen oftalmolégico para detectar signos clinicos de DVA (xerosis
conjuntival o corneal, manchas de Bitot, ulceracién corneal) o
conjuntivitis (Sommer y Davidson, 2002).

La extraccion de sangre se realiz6 bajo un adecuado control
de calidad para obtener resultados precisos y confiables. Todas
las pruebas fueron realizadas en ayunas y segin las condiciones
requeridas. Se obtuvo una muestra de sangre por puncién venosa
periférica teniendo en cuenta que hubiesen transcurrido por lo
menos ocho horas de ayuno. La sangre fue recolectada en 3 tubos;
el primer tubo sin anticoagulante, fue sometido a centrifugacion
(3000 rpm x 10 min) para la obtencién de suero, separado en tubos
ependorf para la determinacién de ferritina sérica y proteina C
reactiva. Un segundo tubo con EDTA fue utilizado para realizar la
cuantificacion de hemoglobina e indicadores hematimétricos y un
tercer tubo con heparina fue utilizado para procesar el cariotipo de
los participantes del estudio. Las muestras fueron protegidas de la
luz durante el procedimiento de extraccién y procesamiento.

La proteina C reactiva fue analizada mediante la prueba
semicuantitativa de aglutinacion en placa (Wiener Laboratorios
S.A.I.C. Rosario—Argentina). Fueron excluidos los individuos con
proteina C reactiva positiva.
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Las concentraciones de hemoglobina fueron determinadas con
un contador hematolégico automatizado Sysmex K-800. Para definir
anemia se utilizé6 como puntos de corte los valores de hemoglobina
inferiores a 110 g/L en menores de 5 afos, 115 g/L entre 5 -11
afnos y 120 g/L entre 12-14 afos segln los criterios de la OMS.
Valores de volumen corpuscular medio (VCM) menores a 80 fl
fueron considerados como microcitosis y VCM mayor a 94 fl como
macrocitosis. Con respecto a la Hemoglobina Corpuscular Media
(HCM) valores menores a 27 pg definieron hipocromiay HCM >32
pg definié hipercromia (Nestel y Davidsson, 2004; Layrisse 1999).

La ferritina sérica fue cuantificada mediante el método de
quimioluminiscencia. Se definieron Deplecién de las reservas de
hierro (DRFe) valores de ferritina <15 ug/L; Riesgo de deplecién
de las reservas de hierro (RDRFe) ferritina entre 15 y 20 ug/L y
Reservas de hierro normal (RFe normal) ferritina >20 ug/L, segin
lo recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud (Nestel y
Davidsson, 2004).

El retinol sérico fue determinado por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) segtin el método de Bieri y col. (Bieri et al.,
1979), utilizando un equipo marca WATERS modelo 2695, USA,
con columna de fase reversa (3,9 mm x 150 mm), Novapak C18,
de 60A y 4 um y un detector de absorbancia dual de rango UV,
WATERS, modelo 2487, EE.UU.). Los valores obtenidos fueron
expresados en ug/dL. De acuerdo al Grupo Consultivo Internacional
de vitamina A (IVACQ), se considera que existe DVA cuando las
concentraciones séricas de retinol son < 20 ug/dL; valores entre 20
y 30 ug/dL indican riesgo de deficiencia de vitamina A (RDVA); y
valores 30 ug/dL son considerados normales (De Pee y Dary, 2002).
El procesamiento de los datos se realizé con el programa de sistema
de Andlisis Estadistico SAS/STAT, Version 8.1 (SAS Institute, Cary,
NC, USA 2000). Los valores obtenidos fueron expresados como
Media + Desviacion Estandar (X=DE) y porcentajes. Para estimar
las diferencias entre los valores promedio de las variables analizadas
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de los individuos citogenéticamente normales y con SD, se utilizd
la prueba t de Student y Andlisis de la Varianza (ANOVA). Para el
andlisis de riesgo, se calcul6 odds ratio (OR) considerando como
indice de confiabilidad estadistica con una p<0,05.

Resultados

En el presente estudio se evaluaron 169 individuos de ambos
géneros (Femeninos=88 y Masculinos=81) y edades comprendidas
entre 2 y 16 afos. Fueron excluidos 5 casos: 3 con proteina C
reactiva positiva y 2 niflos en quienes no se obtuvo resultado
del procesamiento de la ferritina. Se analizaron 87 individuos
(46 XX o XY) CN (10,3%+3,9 anos) y 77 pacientes (47 XX o XY +
21) con SD (9,1%+4,2 afos). No se observaron sintomas o signos
clinicos sugestivos de DVA o cuadros infecciosos activos en ambos
grupos estudiados. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de la anemia, la afectacion del estado
nutricional del hierro y la vitamina A en los nifios estudiados en
relacion con el género y la edad.

En la tabla 1 se observan los valores promedio de las variables
estudiadas. Los nifios CN mostraron unadisminucién estadisticamente
significativa de los valores promedio de la hemoglobina (p=0,0026),
hematocrito (p=0,0066), VCM (p=0,0037), HCM (p=<0,0001),
CCMH (p=0,0062), cuenta roja (p<0,0001) y ferritina sérica
(p=0,028), al comparar con los nifios con SD. No observandose
diferencias significativas en los valores promedio de retinol sérico. El
retinol sérico mostr6 correlacion estadisticamente significativa con
la hemoglobina (0,25; p=0,0009); el hematocrito (0,61; p=0,0066)
y el VCM (0,243; p=0,0014).

La tabla 2 muestra la prevalencia de anemia, deplecién de las
reservas corporales de hierro y deficiencia de vitamina A, en nifos
citogenéticamente normales y con Sindrome de Down. Nétese que
la prevalencia total de anemia fue 20,12% (n=33); en nifios CN
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(28,74%) fue superior a la detectada en nifos con SD (10,39%).
Con respecto a la prevalencia total de afectacién de la reservas
corporales de hierro (RDRFe+DRFe) fue 18,29% y de afectacion
del estado nutricional de la vitamina A (RDVA+DVA) fue 33,54%.
Obsérvese, que en los nifios con SD la prevalencia de afectacion del
hierro (22,08%) y del estado nutricional de la vitamina A (33, 36%)
fue significativamente superior al comparar con la detectada en
ninos CN (14,94% y 31,03% respectivamente), p<0,01.

La prevalencia de microcitosis en nifos CN  (n=38; No
anémico=16; Anémicos=22)superioraladetectadaen SD (n=4; No
anémicos=3; Anémicos=1), X?=32,6 p<0,0001; no se observaron
casos de macrocitosis; la prevalencia de hipocromia fue superior en
CN (n=58; No anémicos 28; Anémicos=30) que en ninos con SD
(n=15; No anémico=9, Anémicos=6); ademas fueron detectados
6 casos de nifos con SD no anémicos con hipercromia, X?=39,67
p<0,0001 (Datos no mostrados en tablas).

La tabla 3 muestra en los nifos no anémicos y anémicos estudiados
la prevalencia de la de deplecién de las reservas corporales de hierro
y deficiencia de vitamina A. Nétese que en los niflos anémicos
el 84,95%mostraron ferritina normal de los cuales el 45,45%
presentaba afectacion del estado nutricional de la vitamina A; sélo
el 15,15% mostr6 RDRFe, no observandose casos con DRFe. Con
respecto a los nifos no anémicos la prevalencia de afectacion del
estado nutricional de la Vitamina A fue 25,19%, afectacion de las
reservas corporales de hierro (14,51%), RDRFe + Afectacion del
estado nutricional de la Vitamina A (3,81%) y RDVA+DRFe (0,76%).

En la Tabla 4, muestra en los nifos CN y con SD no anémicos y
anémicos estudiados, la prevalencia de la de deplecién de las reservas
corporales de hierro y deficiencia de vitamina A. Obsérvese que
los ninos con Sindrome de Down anémicos, el 87,50% mostraron
reservas corporales de hierro normal, de los cuales el 75,00%
presentaron afectacién del estado nutricional de la vitamina A, y
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tan s6lo 1 caso de RDRFe (12,50%). Estas prevalencias resultaron
superiores a las detectadas en los nifios con sindrome de Down
no anémicos, en quienes la prevalencia de afectacién del estado
nutricional de la vitamina A fue 26,08%. Contrario a la prevalencia
de RDRFe (15,94%), la cual resulté6 mayor. Al comparar con los
nifos citogenéticamente normales anémicos los resultados fueron
mads bajos que en los niflos con SD, mostraron reservas corporales
de hierro normal 84%, de los cuales el 36,00% presentaron
afectacion del estado nutricional de la vitamina A. En relacién con
la prevalencia de RDFe esta fue superior que en los nifos con SD
anémicos y no anémicos (16%). Estas diferencias no mostraron ser
estadisticamente significativas.

Se calcul6 elOddsRatio (OR) = 0,64 (1-0,64=0,36), observandose
que los nifos con sindrome de Down que tienen un adecuado
estado nutricional de la vitamina A tienen 36% menos chance de
desarrollar anemia con respecto a los nifios citogenéticamente
normales. Se detecté un Riesgo relativo (RR)=0,68; por lo que
los nifios con sindrome de Down que tienen un adecuado estado
nutricional de la vitamina A tienen un menor riesgo de presentar
anemia que los nifios con sindrome de Down que tienen afectacion
del estado nutricional de la vitamina A (RDVA o DVA). El Riesgo
atribuible (RA) fue 0,61; RA%=61%, lo cual revela que el 61% de
los casos de anemia en los nifos con sindrome de Down puede ser
atribuible a la alteracion del estado nutricional de la vitamina A.
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Valores promedio de la edad, variables hematimétricas, ferritina y retinol sérico

TABLA 1

en nifios citogenéticamente normales y con sindrome de Down

CITOGENETICAMENTE SINDROME
TOTAL NORMALES DE DOWN
(n=87) (n=77) p

EDAD (anos) 9,7+4,1 10,3%3,9 9,1+4,2 0,54
VARIABLES HEMATIMETRICAS
Hemoglobina (g/L) 124,2+11,8 120,9+9,4 127,8+13,1 0,0026
Hematocrito (%) 37,7%x3,3 37,0%£2,7 38,5+3,6 0,0066
VCM 83,2+6,2 80,4+4,6 86,3+6,4 0,0037
HCM 27,4+25 26,3+1,7 28,7+2,6 <0,0001
CCMH 32,9+1,0 32,7+0,8 33,2+1,1 0,0062
Cuenta Roja 45+0,4 4,6+0,3 4.4+0,5 <0,0001
Plaquetas 335,4+90,2 325,8+85,3 346,0+94,8 0,33
FERRITINA SERICA (ug/L) 36,2+22,9 36,3+20,2 36,0+25,8 0,028
RETINOL SERICO (ug/dL) 36,6+14,0 36,9+14,6 36,2+13,5 0,48
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VCM: Volumen Corpuscular Medio. HCM: Hemoglobina Corpuscular Media. CCMH: Concentracion corpuscular media
de hemoglobina
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TABLA 3

Prevalencia de deplecion de las reservas corporales de hierro y deficiencia de vitamina A,

en el total de nifos no anémicos y anémicos estudiados.

TOTAL No anémicos Anémicos

n AXV n % n %
Ferritina normal 134 81,21 106 80,92 28 84,85
VA normal 86 52,12 73 55,73 13 39,40
Riesgo DVA 33 20,00 23 17,56 10 30,30
DV, 15 9,09 10 7,63 5 15,15
Emmmc DRFe 27 16,37 22 16,79 5 15,15
VA normal 21 12173 17 12,98 4 1212

Riesgo DVA 5 3,03 4 3,05 1 3,03

DV, 1 0,61 1 0,76 - -

DRFe 3 1,82 3 2,29 - -

VA normal 2 1,21 2 1,53 - -

Riesgo DVA 1 0,61 1 0,76 - -

DV, - - - - - -
TOTAL 164 100,00 131 100,00 33 100,00
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Consideraciones finales (Discusion)

Laanemiaes un problema generalizado de salud publica, asociado
con un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad, especialmente
en las embarazadas y nifios pequeiios (Badham et al., 2007). La
prevalencia mundial de la anemia en nifos en edad preescolar
es de 47,4%. En los paises en desarrollo se calcula que 36% de la
poblacién sufre de anemia nutricional, en particular se estima que
su prevalencia en escolares y adolescentes de 5 a 14 afnos es de
21,8% (Badham et al., 2007; Mora y Mora, 1998). En el presente
estudio fue detectada una prevalencia de anemia de 20,12%, similar
a la estimada para paises en desarrollo, considerado por la OMS
como problema moderado de salud publica (20-39%) (Badham et
al., 2007), resultando mas prevalente en niflos CN (28,74%) que en
ninos con SD (10,39%).

La anemia es una enfermedad ocasionada por causas multiples
que ocurren con frecuencia, tanto nutricionales (deficiencia
de vitaminas y minerales), como no nutricionales (infecciones,
hemoglobinopatiasy a diferencias étnicas de lahemoglobina normal).
Uno de los factores subyacentes que contribuyen al problema con
mas frecuencia es la deficiencia de hierro, por lo que la anemia
ferropénica es considerada como uno de las diez principales causas
de morbilidad mundial (Badham et al., 2007).

A pesar de que la anemia por deficiencia de hierro es la
deficiencia nutricional y de micronutrientes més generalizada a
escala mundial, en la presente investigacion no se observaron
casos de anemia con DRFe. En tanto que, el 15,15% de los nifos
anémicos mostr6 RDRFe. Ademds, nuestros resultados muestran
que en nifos CN la prevalencia de anemia y RDRFe (28,74% y
16%, respectivamente) fueron superior a la observada en nifos
con SD (10,39% y 12,50%, respectivamente). Asimismo, los nifios
CN mostraron una disminucién estadisticamente significativa de
los valores promedio de la hemoglobina (p=0,0026), hematocrito
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(p=0,0066), VCM (p=0,0037), HCM (p=<0,0001), CCMH
(p=0,0062), cuenta roja (p<0,0001) y ferritina sérica (p=0,028), al
comparar con los niflos con SD. Nuestros resultados revelan una
prevalencia de microcitosis e hipocromia en nifos CN (43,68%;
66,66%, respectivamente) superior a la detectada en SD (5,19%;
19,48%, respectivamente) p<0,0001. Ademas, la prevalencia
de microcitosis e hipocromia detectada en nifos anémicos CN
(25,29%; 34,48%, respectivamente) resulté superior a la detectada
en nifos anémicos con SD (1,30%; 7,79%) p<0,0001; revelando
la presencia de trastornos ocasionados por afectacion de las reservas
de hierro.

Como hemos observado en el presente estudio los individuos
con SD muestran una prevalencia menor de anemia y anemia +
RDRFe que los nifos CN. Contrario a lo sefialados por Henry y col.,
quienes estudiaron el perfil hematoldgico de 159 recién nacidos con
SD (0-7 dias de edad), lo cual revel6 una prevalencia de anemia que
no difiere de la observada en la poblacién neonatal general (Henry
et al., 2007). Sin embargo, nuestra prevalencia de anemia en nifos
con SD (10,39%) result6 superior a las observadas por Tenenbaum
y col (8,1%) (Tenenbaum et al., 2011). Resultados similares fueron
observados por Awasthi y col, quienes investigaron los parametro
hematolégicos de los pacientes con SD quienes presentaban
manifestaciones iniciales de desordenes hematolégicos, de los
239 nifos con SD evaluados durante un periodo de 10 afnos, 6,2%
mostraron desordenes hematolégicos, de los cuales solo 1,7%
presentaron anemia (Awasthi et al., 2005).

ElI SD es la mas comdn de las aneuploidias, cuyas manifestaciones
clinicas incluyen trastornos cognitivos, dimorfismos craneofaciales,
anormalidades del tracto gastrointestinal, defectos cardiacos
congénitos, anormalidades endocrinas, defectos inmunolégicos
y déficit neurolégico asociado con demencia precoz (Roizen &
Patterson, 2003). Ademds, pueden presentar trastornos del sistema
hematopoyético como anormalidades en la cantidad de plaquetas
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e incremento de la prevalencia de leucemias (Webb et al., 2007).
A pesar de que en el presente estudio no se observaron casos de
macrocitosis, ha sido reportado en nifos con SD muestran una
ocurrencia de 45-66% de elevaciéon de volumen corpuscular
medio o macrocitosis (David et al., 1996). Aunque la etiologia
de la macrocitosis es desconocida se ha asociado con deficiencia
de vitamina B12, folato incremento de la concentraciéon de la
hemoglobina fetal, reticulocitosis e hipotiroidismo. Cabe destacar
que la presencia simultanea de la carencia de hierro y deficiencia
de vitamina B12, provoca a menudo una anemia normocitica,
dificultando el diagnéstico, y en consecuencia el manejo terapéutico
(Wachtel & Pueschel, 1991). Otros factores tales como la enfermedad
celiaca, entre otras enfermedades crénicas prevalentes en individuos
con SD, pueden contribuir a la anemia (Baydoun et al., 2012).
Siendo necesarias otras investigaciones que permitan evaluar la
presencia de estas condiciones en los nifios con SD.

Por otro lado, estudios en paises en desarrollo como Venezuela,
revelan como una gran proporcién de la poblaciéon padecen
deficiencia de hierro sin anemia (Taylor et al., 1993). En los paises
en vias de desarrollo se estima que entre el 30 al 40% de los nifos
padece de deficiencia de hierro (Cook, 199; Taylor et al., 1993).
Los resultados de este estudio muestran una prevalencia total de
afectacion de la reservas corporales de hierro (RDRFe+DRFe) fue
18,29%, superior en los nifos con SD (22,08%) al comparar con los
ninos CN (14,94%), p<0,01. Nuestra prevalencia de afectacion del
hierro en nifos con SD resulté superior a la detectada por Dixony col,
quienes analizaron perfil de células rojas y el estado nutricional del
hierro en 114 nifos con SD, detectando una prevalencia de anemia
por deficiencia de hierro en 3% y de deficiencia de hierro en 10%
(Dixon et al., 2010), pero inferior a la observada por Tenenbaum
y col, quienes evaluaron los depésitos de hierro a través de la
determinacién de la ferritina sérica indicando que 26/27 nifos con
SD presentaban disminucién por debajo de los valores considerados
normales para la edad (Tenenbaum et al., 2011).
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Como lo refiere Bear (2001), el hierro es necesario en el
funcionamiento y desarrollo de las diversas células del Sistema
Nervioso Central, como cofactor para un nimero de enzimas
involucradas en las reacciones de oxidacion-reduccién, sintesis
de neurotransmisores, especialmente serotonina, norepinefrina
y dopamina, y catabolismo de otros neurotransmisores, y en el
proceso de sintesis de mielina producida por los oligodentrocitos
(Beard, 2001). Alteraciones en la dopamina mesolimbica y en el
tejido nigro-estriado estan asociadas con cambios en el control
motor asi como también la percepcion, la memoria y la motivacion
(Beard, 2001).

Existen evidencias que sugieren que la deficiencia de hierro,
particularmente si la deficiencia ocurre durante estados criticos del
desarrollo, afecta el desarrollo cognitivo y conductual asi como el
funcionamiento cerebral (McCanny Ames, 2007; Lozoff etal., 2006;
Lozoff et al., 2000). Adicionalmente, en recientes publicaciones, se
ha postulado que la deficiencia de hierro puede ser considerado
un factor de riesgo asociado con desordenes de hiperactividad
y déficit de atenciéon (Cortese et al., 2009; Konofal et al., 2008),
Sindrome pediatrico de extremidades intranquilas y trastornos del
suefio (Gozal y Kheirandish-Gozal, 2009) y nifios con movimientos
limbicos periédicos durante el suefio (Simakajornboon et al., 2003).

Ademas, la carencia de vitamina A puede aumentar el riesgo
de padecer eritropoyesis deficiente en hierro y finalmente, anemia
(Badham et al., 2007). La DVA es considerada un problema de salud
publica en 60 a 78 paises en desarrollo, y se estima que 78 a 253
millones de nifos preescolares estan afectados por la deficiencia
de este micronutriente (WHO, 1995; WHO, 1996). En la presente
investigacion se observd una prevalencia de RDVA fue 23,78%
y DVA 9,76%. En los nifios con SD la prevalencia de afectacion
del estado nutricional de la vitamina A (33,36%) (RDA=23,38%
y DVA=12,98%), significativamente superior al comparar con la
detectada en niflos CN (31,03%) (RDA=24,14% y DVA=6,89%),
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p<0,01. De acuerdo con la OMS, en la poblacién infantil estudiada,
la prevalencia de DVA <10% detectada es indicativo de un
problema leve de salud publica. Sin embargo, la prevalencia de DVA
en nifos con SD se ubica entre 10 a <20% por lo que es indicativo
de la existencia de un problema moderado de salud publica (Semba
y Bloem, 2002).

Es importante sefalar que, en la poblacién estudiada, el retinol
sérico mostr6 correlacion positiva significativa con la hemoglobina
(p=0,0009), el hematocrito (p=0,0066) y el VCM (0,243;
p=0,0014). Al respecto, estudios clinicos a principios del siglo
pasado, y numerosas encuestas entre la poblaciéon en paises en vias
de desarrollo, a mediados del siglo XX, mostraron una correlacién
positiva y congruente, variando de 0,2 a 0,9, entre retinol sérico y
la concentracién de hemoglobina (Oski, 1995). Las encuestas en
paises en vias de desarrollo generalmente han revelado correlaciones
positivas entre el retinol sérico y la concentracién de hemoglobina,
con asociaciones mas fuertes en poblaciones con estado nutricional
mds pobre de vitamina A. Sin embargo, los datos de estudios en
humanos que investigan la influencia de la vitamina A sobre la
absorciéon del hierro son ambiguos y sugieren que se necesita mas
investigacion para aclarar el efecto actual de la vitamina A sobre la
absorcion del hierro. (Oski, 1995).

Aunque no se observaron diferencias significativas en los valores
promedio de retinol sérico entre nifios CN y con SD, en los nifos
los ninos con Sindrome de Down anémicos, el 87,50% mostraron
reservas corporales de hierro normal, de los cuales el 75,00%
presentaron afectacién del estado nutricional de la vitamina A;
estas prevalencias resultaron superiores a las detectadas en los nifios
con Sindrome de Down no anémicos, en quienes la prevalencia
de afectacion del estado nutricional de la vitamina A fue 26,08%.
Ademas, los nifos con sindrome de Down que tienen un adecuado
estado nutricional de la vitamina A tienen 36% menos chance de
desarrollar anemia con respecto a los nifios citogenéticamente
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normales (OR) = 0,64 (1-0,64=0,36) y menor riesgo de presentar
anemia que los nifios con sindrome de Down que tienen afectacion
del estado nutricional de la vitamina A (RDVA o DVA) (RR)=0,68;
el 61% de los casos de anemia en los nifos con sindrome de Down
puede ser atribuible a la alteracién del estado nutricional de la
vitamina A (RA) = 0,6T1.

La deficiencia de vitamina A es conocida entre las causas de
anemia (Semba y Bloem, 2002), sin embargo la epidemiologia y
patogénesis de la anemia por DVA no ha sido bien caracterizada.
Diversos estudios han demostrado como la vitamina A influye
en la anemia modulando la hematopoyesis, incrementando la
inmunidad frente a las enfermedades infecciosas (Semba, 1998) y a
través de la modulacion del metabolismo del hierro (Bloem, 1995).
Diversas investigaciones intentan dilucidar las interacciones entre
vitamina A y hierro. Mientras la vitamina A puede reducir el riesgo
de infecciones graves, su efecto al reducir la anemia asociada a la
infeccion todavia requiere mds investigacion, ya que su influencia en
el metabolismo del hierro puede ser ocultada por la gravedad y los
tipos de infecciones a escala individual y poblacional. Sin embargo,
no existen en nifos con sindrome de Down estudios que evalten la
prevalencia de DVA y su asociacién con la anemia.

En conclusién, la etiologia de laanemia es complejay multifactorial.
La DRFe y la DVA son deficiencias nutricionales prevalentes en
nifos con sindrome de Down, por lo que este es un grupo de riesgo.
Aunque la prevalencia de anemia en nifios con SD es menor que en
la poblacién general, los nifios con SD pueden ser mas susceptibles
a los efectos de la DRFe relacionados con el desarrollo motor y
neurocognitivo, por ello, el diagnéstico tempranoy la prevencién de
la anemia en nifos con SD representa una herramienta importante
para su control, siguiendo las mismas recomendaciones para la
deteccion de deficiencia de hierro y anemia por deficiencia de
hierro, que las aplicadas en la poblacién infantil general, e incluir
ademas, la deteccion de otras condiciones asociadas. Ademas,
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en nifos con SD, quienes muestran compromiso de su capacidad
intelectual, requieren de especial atencién la prevencion de la
anemia, deficiencia de hierro y sus potenciales efectos deletéreos en
el desarrollo, asi como la poblacién infantil general. La prevencion
y el tratamiento de la DRFe y la anemia por deficiencia de hierro
debe ser una medida urgente, que puede controlarse con una o mas
de estas medidas: 1) suplementacién con hierro, 2) fortificacién de
alimentos y 3) diversificacion de la dieta, promoviendo el consumo
de alimentos ricos en hierro heme (higado, carnes rojas, pescado y
pollo), mejorando ademas la biodisponibilidad del mineral.

Por su parte la DVA, ocasionada principalmente por una dieta
crénicamente baja en alimentos ricos en vitamina A preformada, o
en sus precursores carotenoides (especialmente el B-caroteno), es
un problema moderado de salud pudblica en nifios con SD, que
afecta a la vision, la resistencia a infecciones, el crecimiento y la
sobrevivencia de esta poblacion, situacién que puede comprometer
en mayor proporcion los procesos de neurogénesis en el adulto.
Por lo que, la asociacion DVA y DRFe puede implican un mayor
compromiso en el desarrollo cerebral en nifios con SD. Por lo
tanto, la administraciéon de mudltiples vitaminas y minerales parece
estar indicada en la prevencién de la anemia nutricional, asi como
el mejoramiento general de la nutricién y la salud en la poblacién
infantil CN y con SD. Son necesarios otros estudios que permitan
evaluar los fenémenos bioquimicos, hematolégicos e inmunolégicos
que permitan explicar el riesgo de anemia en nifios con DS quienes
presentan afectacion del estado nutricional de la vitamina A;
ademas de comprobar el efecto de la suplementacién con vitamina
A sobre el estado del hierro en nifios con SD, lo cual podria mejorar
la calidad y esperanza de vida de esta poblacion.
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Pathology of nerve cell membranes in complicated
and severe human brain traumatic injuries. An
electron microscopic study using cortical biopsies.
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ABSTRACT

Cortical biopsies of ten patients with severe and complicated brain traumatic
injuries were examined with transmission electron microscope to
study the ultrastructural damage of nerve cell membranes. The non-
pyramidal neurons, astrocytes and oligodendrocytes showed plasma
membrane fragmentation and areas of focal necrosis, enlargement
and degranulation of rough and smooth endoplasmic reticulum
cisterns, Colgi complex membrane fragmentation, and irregular
dilation and disasembly of nuclear envelope. The degenerated
myelinated axons showed invaginations and fragmentation of
axolemmal membrane, and myelin sheath vacuolization. Synaptic
disassembly and disruption and disassembly of interastrocytary
gap junctions were also found. Disruption of neuronal Ca?*
homeostasis, activation of phospholipases and calpain, peroxidative
stress, hemoglobin cytotoxicity, glutamate cytotoxicity, and ischemia
of brain parenchyma are discussed in relation with the nerve cell
membrane damage.
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Introduction

Tissue surrounding hematomas, traumatic lesions, infective
zones, and certain tumors undergo autocatalytic peroxidation
(Cohadon, 1984), a lipidic disorder which greatly altered membrane
functions. An interaction between lipid peroxidation and calcium
was earlier formulated by Brauglher et al. (1985) in the pathogenesis
of neuronal injury. Membrane damage during situations of acute or
subacute cerebral aggression has been studied using experimental
models (Cohadon, 1984; Saatman et al., 1996; Homayoun et al.,
1997; Paschen and Doutheil, 1999; Hu et al., 2000; Mengesdorf et
al., 2002). Castejon (1995) describes the synaptic degeneration in
traumatic human brain edema. Povlishock (1986, 1992 a, b) found
axolemmal damage in traumatically induced axonal damage. Cilial
membrane damage of glial axonal junction after diffuse axonal injury
was reported by Maxwell et al. (1988). Traumatic brain injuries
produce damage to nodal axolemma (Genarelli et al., 1993), and
a widespread derangement to the neuronal cytoskeleton (Castejon,
1985; Hayes et al., 1995, Castejon and Acurero, 2004), delayed
phospholipids degradation (Homayoun et al., 1997), and calpain-
mediated spectrin breakdown (Saatman et al., 1996, 2003), leading
to ischemic neuronal death. Glutamate excitoxicity-induced damage
of plasma membrane occurs in transient global cerebral ischemia
and in traumatic brain injuries (Paschen, 1996).

The most obvious structural membrane damage, which is
identified post-mortem by neuropathologists, may not be the most
reliable alteration with regard to clinico-pathological alteration
(Pat and Brodhun, 1999). Therefore, we have used human cortical
biopsies taken during the neurosurgical treatment and immediately
processed for transmission electron microscopy in the surgical room
for obtaining well preserved brain material, and a detailed knowledge
of ultrastructural damage of nerve cell membranes.
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Torp et al. (2000) described association of fibrillar beta amyloid
with neuronal membrane surface in aged dog brains. Similar findings
were also reported by Yamaguchi et al. (2000) in hereditary cerebral
hemorrhage with amyloidosis-Dutch type, Alzheimer disease, and
non-demented aged subjects. Haik et al. (2000) demonstrated
that the putative transmembrane domains of prion protein induce
neurotoxicity, and destabilize nerve cell membranes. Castejon and
Castejon (2000) described the oligodendroglial cell changes in
traumatic human brain edema.

Glutamate excitoxicity-induced damage of plasma membrane
occurs in transient global cerebral ischemia (Paschen, 1996), and
in traumatic brain injuries. Peroxidative damage to cell membranes
has been found following cerebral ischemia (Ginsberg et al., 1988;
Traystman et al., 1991; Choi, 1993; Evans, 1993, Boldyrev et al.,
2000, Pashen etal., 2001). Transient global cerebral ischemia triggers
suppression of protein synthesis, a process controlled by endoplasmic
reticulum function (Paschen and Doutheil, 1999; Paschen and
Frandsen, 2001; Mengesdorf et al., 2002, Paschen, 2003).

Traumatic brain injuries involve direct mechanical damage, which
may be aggravated by secondary insults such as ischemia (Engel et
al., 2005). Membrane damage has been postulated as critical factor
in mediating axonal degeneration and nerve cell death (Shi, 2004,
Castejon and Acurero, 2004)

Protein aggregation analyzed by electron microscopy and
laser-scanning confocal microscopy has been reported after focal
brain ischemia (Hu et al., 2000). It has been suggested that nitric
oxide may contribute to ischemia-induced cell injury acting upon
endoplasmic reticulum, calcium homeostasis, protein synthesis, and
energy metabolism (Doutheil et al., 2000).

Damaged of nerve cell plasma membranes, cytoskeleton, rough
and smooth endoplasmic reticulum membranes, lysosomal limiting
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membrane, and outer and inner mitochondrial membranes have been
reported by Castejon and Castejon (2004), Castejon (2004), Castejon
and Arismendi, and Castejon and Acurero (2004) in moderate and
severe edema associated to congenital hydrocephalus, brain trauma
and brain tumors. Recent studies have suggested that cholesterol,
an important component of membranes that controls their physical
properties and functions, plays a critical role in neurodegenerative
diseases. Enrichment of neuronal plasma membrane with cholesterol
protects cortical neurons from apoptosis induced by soluble oligomers
of the Abeta (1-40) peptide. Conversely, cholesterol depletion
renders cells more vulnerable to to the cytotoxic effects of the Abeta
soluble oligomers (Sponne et al., 2004). The binding of Abeta to
membrane lipids facilitates Abeta fibrillation, which in turn disturbs
the structure and function of membranes, such as membrane fluidity
or the formation of ion channels (Verdier et al., 2004).

Recent reports also indicate that dysfunction of endoplasmic
reticulum, which not only mediates proteins processing, but also
regulates intracellular calcium homeostasis and cell death signal
activation, occurs at an early stage after ischemia, and might be the
initial step of apoptotic cascades in neurons (Hayashi and Abe, 2004).
Singleton et al. (2002) and Singleton and Povlishock (2004) reported
plasma membrane disruption in diffuse brain injury. Luo and Shi
(2004) have found that acrolein, a byproduct of oxidative stress
and lipid peroxidation, inflicts severe axolemmal disruption. The
membrane damage is likely mediated by reactive oxygen species and
lipid peroxidation, which are elevated after acrolein exposure. Shi
(2004) has also reported axolemmal disruption in guinea pig spinal
cord following compression. Kurnellas et al. (2005) have described
plasma membrane calcium ATPase deficiency in multiple sclerosisand
spinal cord injury, as a potential mechanism of neurodegeneration.
Farkas et al. (2006) demonstrated mecanoporation or disruption
of neuronal plasma membrane induced by diffuse traumatic brain
injury. Thompson et al. (2006) described opening of neuronal gap
junction hemichannels following ischemia after stroke. Yi et al. (2006)
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have found after traumatic brain injury an increase in complexing |
and complexing Il, considered respectively markers of inhibitory and
excitatory synapses. Sokka et al. (2007) reported kainic acid- induced
disintegration of endoplasmic reticulum in hippocampal neurons.
Tang et al. (2010) showed significant increase of AQP4 expression
in astrocytic membranes following Intracerebral hemorrhage in
AQP4(+/+) mice. AQP4 deletion aggravated neurological deficits
and brain edema contents of whole hemorrhagic ipsilateral
hemisphere.

Sharma et al. (2011) reported at the ultrastructural level,
perivascular edema together with neuronal, glial and endothelia cell
damages is frequent in the brain areas showing albumin leakage.
Damage to both pre- and post-synaptic membrane and myelinated
axons is also common. Cullen et al. (2011) observed increased
membrane permeability in a sub-population of cells in culture
immediately upon deformation. Alterations in cell membrane
permeability, however, were transient and biphasic over the ensuing
hour post-insult, suggesting initial membrane damage and rapid
repair, followed by a phase of secondary membrane degradation.

More recently, Harris et al. (2012) found altered cellular metabolic
status after traumatic brain injury (TBI), with specific compounds
proposed to reflect edema, excitotoxicity, neuronal and glial
integrity, mitochondrial status and bioenergetics, oxidative stress,
inflammation, and cell membrane disruption.

In the present paper we analyze the ultrastructural alteration of
nerve cell plasma membrane, cytomembranes, synaptic membranes,
and interastrocytary gap junctions in cortical biopsies of patients with
complicated brain traumatic injuries. The brain parenchyma of these
patients exhibits moderate and severe edema and sustained anoxic-
ischemic conditions (Castejon et al., 2001).
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1. Material and Methods

Samples of cerebral cortex of ten patients with traumatic
complicated head injury were used in the present study. Cortical
biopsy was performed during surgery according to the basic principles
of the Helsinki Declaration. Clinical data, diagnosis, biopsy region
and degree of brain edema appear listed in Table No. 1.Two to five
mm thick cortical biopsies were immediately fixed at the surgical
room in 4% glutaraldehyde-0.1TM phosphate or cacodylate buffer,
pH 7.4 at 4°C. Later, they were divided into Tmm fragments and
immersed in a fresh, similar solution for periods varying from 2-72h,
followed by secondary fixation in 1% osmium tetroxide-0.1M
phosphate buffer, pH 7.4 for Th. They were then rinsed 5 to 10 min
in a buffer similar to that used in the fixative solution, dehydrated
in increasing concentrations of ethanol and embedded in Araldite
or Epon. For light microscopy thick sections of approximately 0.1
to 1u were stained with toluidine blue and examined with a Zeiss
photomicroscope. Ultrathin sections obtained with a Porter-Blum
and LKB ultramicrotomes, were stained with uranyl acetate and
lead citrate and examined in a JEOL 100B electron microscope.
Observations were made using intermediate magnifications ranging
from 30-90.000 X.

Table 1. Neurosurgical Study

Cortical Evolution
Case No. Age and Clinical Data Diagnosis Edema BIOPSY T[m.e of
Sex and Site Brain
of Injury Injury
Contusion and cave- Contusion Left
. . frontal
1.JP 14y M in-fracture of frontal and cave-in sovere cortex 1 da
(CCG29) ¥ region, transitory loss fracture of Focal . Y
of consciousness frontal region. .
Region.
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Severe.frontal . Left
contusion cave-in frontal
2.HRF 18y F fracture in road Severe frontal Severe cortex 8 davs
(CCH17) Y accident, loss of contusion Focal ’ 4
consciousness. .
- - Region.
Convulsive crisis.
Falling from his
own height, chronic
alcoholic patient Brain Left
presented headache, | trauma. Left parietal
3.JRCR diminution of muscle | frontoparietal cortex.
(CCH31) 69y, M strength of lower occipital Severe Focal and 16 days
extremities and right subdural Perifocal
arm, temporary loss hematoma Regions.
of consciousness,
dysarthria, anisocoria.
Road accident. Patient
showing contusion . Left
and hematoma Brain arieto
of left temporo- trauma Left P
4JM N . . . temporal
58y, M | parietal region. parietooccipi- | Severe 19 days
(CCH2T1) . cortex.
Clouded sensorium, tal subudral Focal
temporospatial hygroma Region
disorientation. Left glon-
mydriasis.
Head injury in traffic 25 days
accident, fracture
of both legs, state of Right
5 OP coma, abolition of Brain trauma. parietal
y 60y, F | reflexes. Left mydriasis. | Subdural Severe cortex.
(CCH30)
After recovery showed | hygroma Focal
disorders of behavior. Region.
(Post-traumatic
confusional syndrome)
Loss of consciousness . Right
after falling from Brain trauma. temporo
0. ANG a running truck Right parieto arietal
(CCH18) |39y, M 5 ’ temporal Severe P 8 months
headache. Left cortex.
. . subdural
hemiparesis, Focal
. hematoma .
papilledema. Region.
Brain trauma. :fifrtietal
7.LCS Left frontal
(CCH64) 20y, F | Frontal headache Subdural Severe Egij 6 days
hematoma .
Region.
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Patient hit with a

stick on a fighting Right

street. Brain trauma. I parietal
8. UA 27y, F | Biparietal fracture. Biparietal Severe cortex. 8 months
CCH61 . trauma.

Reintervened by Focal

biparietal craneoplastic Region.

surgery.

. . Brain trauma. .
Falling from his own . . Right
. Right parieto

height. Skull trauma temporal temporo
9. ASCR 26y, M in r!ght temporo- Subdural Severe parietal 7 months
(CCH22) parietal region, tonic cortex.

- ! hematoma.
clonic convulsion, and Brain Focal
disorders of behavior . Region.
contusion.
Right
10. Falling from a light Brain trauma temporal
PDM. 21y, M | post, coma, bilateral Right epidural | Severe Cortex. 1 day
(CCH27) papilledema. hematoma. Focal
Region.
2 .Results

In severe edema of traumatic brain injuries complicated with
subdural hematoma, the non-pyramidal neurons, astrocytes and
oligodendrocytes showed plasma membrane fragmentation and
areas of focal necrosis, enlargement and degranulation of rough and
smooth endoplasmic reticulum cisterns, Colgi complex membrane
fragmentation, and irregular dilation and disassembly of nuclear
envelope. The degenerated myelinated axons show invaginations
of the axolemmal membrane and formation of endocytic vesicles.
The myelin membranes appear separated forming large intraperiod
vacuoles. (Figs.1 to 5).
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Ficura 1. Brain trauma. Left frontal hematoma. Non-pyramidal neuron
in an area of moderate perifocal edema bearing a continuous plasma
membrane (arrows), a non dilated endoplasmic reticulum cistern (ER) and
nuclear envelope (arrowhead), and a swollen mitochondrion (M). Note
the well preserved nucleolar substructures (NL). X 30.000.
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FiGura 2. Brain trauma. Subdural hematoma. Left parietal cortex. Severe
edema. Non-pyramidal neuron (NP) displaying disrupted plasma membrane
(long arrows), irregularly dilated nuclear envelope (short arrows), and
swollen mitochondria (M). In the neighboring neuropil, the asterisks label
the enlarged extracellular space containing proteinaceous edema fluid,
which separates degenerated synaptic endings (SE), and swollen astrocytic
processes (A). Note the swollen nucleoplasm (N). X. 30.000.
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Ficura 3. Brain trauma. Subdural hematoma. Right parietal cortex.
Non-pyramidal neuron showing focal necrosis of nuclear envelope (long
arrow) and of smooth Colgi complex (GC) membranes (short arrows).
The lysosomes (L) show a discontinuous globular limiting membrane
(arrowheads). X 75.000.

FIGUra 4. Severe frontal contusion. Left frontal cortex. Non-pyramidal
neuron showing a high electron dense and fragmented plasma membrane
(arrows) in contact with the proteinaceous edema fluid (PF) occupying the
enlarged extracellular space. X 60.000.

Ficura 5. Brain trauma. Right parieto-tempotal hematoma. Right parietal
cortex. Severely edematous neuropil showing a degenerated myelinated
axon (AX). The myelin sheath lamellar arrangement appears disrupted
and forming intramyelinic vacuoles (long arrows). Note the formation of
axolemmal endocytic vesicles (arrowheads), and the apparently normal
and compact arrangement of a segment of myelin sheath at the opposite
side (short arrows). X 60.000.
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The swollen and clear astrocytes display marked degenerative
changes induced by brain edema in comparison with those exhibited
by neurons. Areas of focal necrosis and fragmented limiting plasma
membrane, over-distended rough endoplasmic reticulum cisterns
with extended degranulated areas, and vacuoles of smooth
endoplasmic reticulum with necrotic limiting membrane are found

(Fig. 6).

By

Ficura 6. Brain trauma. Swollen and clear astrocyte cell (A) depicting
fragmented plasma membrane (long arrows) and areas of focal necrosis
(short arrow), degranulated and dilated rough endoplasmic reticulum
cisterns (ER), glycogen granules (arrowheads), and a vacuole (V) limited by
necrotic membrane. Note the degenerated and dense mitochondrion (M).
X. 60.000.

Oligodendroglial cells also show marked edematous changes featured
by lacunar enlargement of rough endoplasmic reticulum and nuclear
envelope, detachment of membrane bound ribosomes, and discontinuous
plasma membrane (Fig. 7).
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Ficura 7. Brain trauma. Hydropic oligodendrocyte (OL) showing over-
distended perinuclear (PN) and endoplasmic reticulum (ER) cisterns,
disassembly of nuclear envelope (NE), and nuclear pores (long arrow).
Note the swollen mitochondria (M). The neighboring neuropil exhibits
degenerated axodendritic synapse (short arrow) and myelinated axon (AX).
X 60.000.

In severe edematous regions of complicated traumatic brain injuries,
synaptic disassembly occurs featured by wide separation of pre- and post
synaptic membranes and lost of perisynaptic astrocytic glial ensheathment
(Fig. 8).
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Ficura 8. Brain trauma. Subdural hematoma. Left parietal cortex. Severely
edematous neuropil showing synaptic disassembly and disappearance of
pre-and postsynaptic densities (longarrow) of an axospinodendritic contact.
The short arrow labels another spine synapse exhibiting partial vestiges of
the postsynaptic density, and irregular profile of presynaptic membrane
(arrowhead). Note the expansion of extracellular space (asterisks), and the
detachment of perisynaptic astrocytic cytoplasm (A). X. 60.000.

2. The damage of interastrocytary gap junctions

In severe traumatic brain injuries, astrocytic gap junction disruption
and disassembly are observed. Gap junction disassembly is
characterized by wide separation of astrocytic end- feet confronted
membranes (Fig. 9).
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Ficura. 9. Brain trauma. Subdural parieto-temporal hematoma. Left parietal
cortex. Severe edematous region showing disassembly of interastrocytary
gap junctions featured by wide separation of confronted astrocytic (A).
end-feet membranes (arrows) Note the swollen and vacuolated basement
membrane (BM), and the increased vesicular transport in the pericytal
cytoplasm (P). X 90.000.

3.The changes of endothelial cell luminal membrane
of cerebral capillaries

In severe and complicated traumatic brain injuries, the endothelial
cell luminal membrane of brain capillaries undergo profound
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activity changes that characterize the increased cerebrovascular
permeability. Such changes are increased formation of micro-
and macropinocytotic vesicles and clathrin-coated vesicles, deep
invaginationsand formation of incomplete transendothelia channels|,
and emission of pseudopods to form endothelial vacuoles (Fig.10).

Ficura 10. Brain trauma. Right epidural hematoma. Right temporal cortex.
Capillary (C) showing the increased activity of endothelial cell luminal
membrane, which exhibits the formation of pinocytotic vesicle (short
arrow), deep invagination (long arrow), and formation of endothelial
vacuoles (V). Note the swollen basement membrane (BM), and the
degenerated myelinated axons (AX) in the neighboring neuropil. The arrow
indicates the disrupted axolemmal membrane, and the circle the granular
degeneration of neurofilaments. X 36.000.
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4 .Discussion

The present paper reports the fragmentation of nerve cell plasma
membrane, enlargement and degranulation of rough endoplasmic
reticulum, fragmentation of Golgi complex membranes, disassembly
of nuclear envelope, damage of myelin sheath membranes, and
synaptic disassembly.

Traumatic damage of axolemmal membrane was earlier reported by
Castejon (1985), Genarelli et al. (1993), Erb and Povlishock (1998),
and Maxswell et al. (1999). Singleton and Povlishock (2004). More
recently Farkas et al. (2006) and Castej6n (2008) also demonstrated
disruption of neuronal somatic plasmalemma in diffuse traumatic
brain injury, and in severe and complicated traumatic brain injuries.

4.1. Endoplasmic reticulum dysfunction

The endoplasmic reticulum is a subcellular compartment
playing a fundamental role in the folding and processing of newly
synthesized membranes and secretory processes, reactions which
are strictly calcium/dependent (Lodish and Kong, 1990). Severe
disruption of neuronal Ca2+ homeostasis leading to a lethal Ca2+
overload as occurs in brain ischemia, can initiate a cascade of
destructive processes which lead to the death of neurons during
cerebral ischemia (Morley et al., 1999; Pashen, 2000). Endoplasmic
reticulum function is disturbed in many acute and chronic diseases
of the brain, such as Parkinson’s and Alzheimer’s diseases (Paschen
and Frandsen, 2001). Therefore endoplasmic reticulum dysfunction
is basically important to elucidate the pathogenetic mechanisms of
neurodegeneration.

4.2. Biochemical and molecular basis of nerve cell plasma membrane
damage

Peroxidative stress has been implicated in mechanism leading to
neuronal cell injury (Evans, 1993; Choi, 1993; Paschen et al., 2001;
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Boldyrev et al., 2000). One source of free radicals in ischemic cells
is arachidonic acid released by membrane phospholipids under the
action of Ca**-activated phospholipase A, (Keuhl and Egan, 1980).
Several oxygen radical species besides superoxide radicals are
produced following hypoxia. Superoxide radicals have been shown
to change phospholipid and protein structure. Hydroxyl radicals are
the most reactive and are known to initiate lipid peroxidation and
protein oxidation (Ginsbergetal., 1988; Siesjo etal., 1989; Traystman
et al., 1991; Spuler et al., 1996; Wilberger, 1996). Peroxidation of
polyunsaturated fatty acids damages cell membranes and disrupts
transmembrane ionic gradients. The products of lipid peroxidation
are aldehydes, hydrocarbon gases, and other metabolites that
cause cytotoxic and vasogenic oedema, as observed in our electron
micrographs. Iron derived from hemoglobin of intraparenchymatous
hemorrhages can serve as a catalyst for free radical mediated
oxidation leading to enhanced secondary tissue damage (Wilberger,
1996).

Marked alterations of phospholipids structures of different
cell membranes have been observed in experimental models
during acute or subacute cerebral aggression. Tissue surrounding
haematomas, traumatic lesions, infective zones and certain tumors
undergo autocatalytic peroxidation, which attacks fatty acid chains
that include double bonds (Cohadon, 1984).

Alterations of astrocytic gap junctions have been widely reported
in a variety of of experimental conditions. According to Hossain et
al. (1994), rat astrocytes respond to ischemic insult by reorganizing
their gap junction, and increasing the junctional protein connexin
43. Ochalski et al. (1995) reported extensive gap junctions,
disruption and gap junction disassembly in kainic lesion sites of rat
brain. Theriault et al. (1997) described gap junction remodeling in
rat spinal cord after acute compression injury. Li et al. (1998) found
astrocytic gap junction internalization in rat brain after cerebral focal
ischemia. Soroceanu et al. (2001) reported that high-grade brain
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tumors show reduced intercellular communication, and a decrease
in connexin-43 protein levels. Aronica et al. (2001) found high
expression of connexin proteins in low grade tumors, and in the
peritumoral reactive astrocytes. Nakase et al. (2003 a,b) reported a
protective role of astrocytic gap junctions in ischemic stroke reducing
apoptosis and inflammation following ischemic insult. According to
Perez- Velazquez et al. (2006), the actions of gap junctional coupling
during injuries may be causally related to oxidative stress.

In the mammalian CNS, excessive release of glutamate and
overactivation of glutamate receptors are responsible for the
secondary (delayed) neuronal death following neuronal injury,
including ischemia, traumatic brain injury (TBI), and epilepsy. The
coupling of neurons by gap junctions (electrical synapses) increases
during neuronal injury. These Authors reported that the ischemic
increase in neuronal gap junction coupling is regulated by glutamate
via group Il metabotropic glutamate receptors (mCluRs). (Cullen et
al., 2012).

Concluding Remarks

In moderate brain edema a continuous plasma membrane is
observed in some neurons, but the cytoplasmic membranes, such
as smooth and rough endoplasmic reticulum membranes appear
damaged. In severe edema, fragmentation of plasma membrane,
enlargement and focal necrosis of rough endoplasmic cisterns and
nuclear envelope, detachment of membrane-bound ribosomes, and
reduction of polysomes are found. Shallow and deep invaginations
of plasma membrane, and the formation of endocytic and clathrin-
coated vesicles are seen. In astrocyte cells, areas of focal necrosis
and fragmented limiting plasma membrane, overdistended
rough endoplasmic reticulum cisterns with extense degranulated
membrane domains, and vacuoles of smooth endoplasmic reticulum
with necrotic limiting membrane are observed. Oligodendroglial
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cells show also notably edematous changes featured by lacunar
enlargement of rough endoplasmic reticulum and nuclear envelope,
detachment of membrane bound ribosomes, and discontinuous
plasma membrane. Plastic changes and damage of synaptic
membranes are found. Synaptic vesicle exocytosis at the synaptic
active zone, and endocytosis at the non specialized regions of
presynaptic ending limiting membrane are frequently observed at
activated synapses. In severe brain edema, synaptic disassembly
occurs featured by wide separation of pre- and post synaptic
membranes, and lost of perisynaptic astrocytic glial ensheathment.
Disruption, fusion and disassembly of interastrocytary gap junctions
have also been observed. The endothelial cell luminal membrane of
brain capillaries shows profound activity changes that characterize
increased cerebrovascular permeability, such as increased formation
of micro- and macropinocytotic vesicles, deep imvaginations, clathrin
coated vesicles, and emission of pseudopods to form endothelial
vacuoles.

The alterations of nerve cell plasma membranes and
cytomembranes are related with the anoxic-ischemic conditions of
brain parenchyma. The role of free radical and lipid peroxidation,
disturbed energy metabolism, altered metabolic cascades, glutamate
excitotoxicity, hemoglobin toxicity, protein aggregation, and
presence of extracellular edema fluid are discussed in relation with
the derangement of nerve cells membranes.
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escolares. Se realiz6 una evaluacién clinica y se aplicé el
indice periodontal de la comunidad (OMS, 1997) y una
encuesta socioeconémica al responsable del hogar. El disefio
fue no experimental, transversal, prospectivo. Los resultados
evidenciaron que el 65,5% de la muestra presentaban una
condicién periodontal sana. El mayor sangramiento gingival
lo reflejaron las del genero femenino (22.6%). Se concluye
que la mayoria la poblacién estudiada, presentan condiciones
periodontales favorables y la necesidad de tratamiento esta
relacionado con el mejoramiento de su higiene bucal.

PALABRAS cLAVE: salud periodontal, tratamiento, nifios, adolescentes

Periodontal health status and treatment needs of a
student population

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the periodontal health
status and treatment needs of children and adolescents in the
municipality Baralt. The sample was of 1,010 school children.
We conducted a clinical evaluation where the community
periodontal index (WHO, 1997) was applied and a socio-
economic survey to the head of household. The design was
not experimental, transversal, and prospective. The results
showed that 65.5% of the sample had a healthy periodontal
condition. The more reflected of the gingival bleeding were
female (22.6%). We conclude that most study population,
presented favorable periodontal conditions and the need for
treatment is related to the improvement of their oral hygiene.

Kevworps: health periodontal, treatment, children, adolescents
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Introduccion

La investigacion odontolégica vista desde la perspectiva colectiva,
busca conocer las condiciones de salud bucal de la poblacién bajo
un pensamiento critico, histérico, integral, holistico, multdisciplina-
rio, multisocietario, plurietnico y multisectorial, respetando la diver-
sidad cultural, el quehacer y las costumbres de los pueblos, para
ofrecer respuestas y alternativas confiables con valor académico —
cientifico, que generen cambios y transformaciones, que permitan
fortalecer la practica odontolégica en sus componentes produccion
de conocimiento, talento humano vy servicio, con el fin ultimo de
incrementar los niveles de salud y contribuir en el mejoramiento del
modo y la calidad de vida de la mayoria de las personas.

Partiendo de esta premisa, se puede entender que las condicio-
nes periodontales de los grupos humanos se encuentran determina-
das por una serie de elementos culturales, econémicos, geograficos,
educativos, étnicos, laborales, sociales, demogréaficos, practicas, ha-
bitos y particularidades socio — histéricas entre otros, que intervie-
nen de forma favorable o desfavorable y que tienen relacién con la
presencia de la salud y/o la enfermedad periodontal.

En este orden de ideas es necesario mencionar, que una vez ini-
ciada la alteracion de las tejidos periodontales sin la atencién opor-
tuna, pudiera llegar a estadios mas avanzados trayendo como conse-
cuencia la destruccion 6sea y la pérdida dentaria. Algunos estudios
han afirmado que la periodontitis puede aparecer en edades tem-
pranas, pudiendo alcanzar dafos considerables en corto tiempo. Asi
pues, ante la apariciéon de una alteracién periodontal en nifos y
adolecentes, es fundamental la prevencion, el diagnéstico y el trata-
miento oportuno para coadyuvar la cronicidad de la morbilidad en
los adultos, tal como lo refiere (Oh et al, 2002), este planteamien-
to fue reafirmado por la Organizacién Mundial de la Salud (2004),
pudiendo conllevar a la pérdida de los dientes en forma prematura
(Esquivel et al, 2007).
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Mas aln, investigaciones realizadas en poblacién escolar por la
Sociedad de Periodontologia publicados en la Research Science
and Therapy Comité of the American of Periodontology, reporté que
la prevalencia de gingivitis en nifios en edad escolar en E.E.U.U esta
en un rango de 40% a 60%. Asi mismo, (Colina et al, 2007), reflejo
en su estudio realizado en una poblacién de 12 afos en Cienfuegos
(Cuba) que la enfermedad periodontal, fue mas frecuente en los
nifos que en las nifas con un 54,9% y 30,8% respectivamente y que
el 80,9% de los segmentos se encuentran sanos y en los afectados, el
célculo predominé en un 11,7%.

En Venezuela el tercer estudio nacional realizado por (Morén et
al, 2008), report6 que el 69.3% de los nifos y adolescentes en
edades comprendidas de 5 a 14 afnos presentaban una condicién
periodontal sana.

Sintetizando, la morbilidad periodontal en edades escolares pre-
dispone la presencia de la misma en adultos, lo cual amerita rea-
lizar estudios para contar con datos susceptibles de proyectar a la
poblacién y asi poder realizar acciones preventivas. Es por ello que
el objetivo del presente estudio fue conocer la condicién de salud
periodontal y la necesidad de tratamiento de los nifios y adolescen-
tes del municipio Baralt — estado Zulia.

1. Materiales y Métodos

Se realizé un estudio epidemiolégico, con un disefio no experi-
mental de tipo transversal sobre una muestra aleatoria simple, re-
presentativa del total de la poblacién estudiada. La muestra estuvo
conformada por 1.010 nifios y adolescentes escolarizados de las pa-
rroquias San Timoteo, Rafael Urdaneta y Libertador del municipio
Baralt — estado Zulia, en edades comprendidas de 5 a 15 afos y de
ambos géneros. Se utilizaron métodos directos de observacién. Para
la recoleccion de la informacion se aplicé una encuesta socioecon6-
mica y se realiz6 la evaluacién clinica a todos los nifios y adolescen-
tes seleccionados.
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Se realiz6 entrenamiento y calibracién de los examinadores clini-
cos y encuestadores sociales durante una semana, tiempo en el cual
se determind los niveles de aceptacion de los indices y el coeficiente
de concordancia intra e inter examinador, siendo 98 y 96 % respec-
tivamente.

La encuesta socioeconémica se realizé al responsable del hogar
de los nifos y adolescentes participantes en el estudio y contemplé
aspectos relacionados con la ubicacién geografica y caracteristicas
socioeconémicas. Para la aplicacién de la encuesta y la evaluacion
bucal se solicit6 el consentimiento informado a los participantes des-
pués de explicarles el propésito del estudio el cual se elaboré de
acuerdo a los principios éticos establecidos en el tratado de Hel-
sinski, 2000.

Para la evaluacién bucal se cumplieron los criterios establecidos
por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 1997) y se utiliz6
para el examen clinico la sonda periodontal de la OMS y un espejo
bucal plano N° 5. El indice que se utiliz6 para medir las condicio-
nes periodontales fue el periodontal de la comunidad (IPC), que se
registra a través de los siguientes codigos y criterios: 0= tejido perio-
dontal sano, 1= presencia de sangrado al sondaje 2= presencia de
célculo dental supragingival /subgingival.

Para la evaluacion clinica se realiz6 el registro por sextantes a sa-
ber: 17-14, 13-23, 24 — 27, 37-34, 33-43 y 44-47, que determin6
los hallazgos de dientes indices especificos: 16, 11, 26. 46, 31, 36,
recomendados para diagnosticar las condiciones periodontales de la
poblacién de 15 anos y menos edad, con el fin de evitar el registro
de alteraciones asociadas al proceso de exfoliacién y erupcién den-
taria. Es necesario sefalar que solo fueron considerados las catego-
rias sano, sangramiento y calculos.

Para el procesamiento y andlisis de la informacién se utilizé el
programa estadistico SPSS donde se aplicé la estadistica descriptiva.
Asi mismo se realizaron las pruebas de significancia correspondien-
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tes para conocer el nivel de confianza de los datos y/o resultados de
la investigacion.

Tasta 1. Caracterizacion de la muestra segin edad y género

Caracteristicas 1.\11.11?1(21‘0 de %
individuos

Edad

5-6 112 11.1

7-8 299 29.6

9-10 280 27.7

11-12 227 22.5

13-14 89 8.8

15 3 0.3

Género

Masculino 468 46.3

Femenino 542 53.7

En cuanto a las caracteristicas socioeconémicas se puede observar
en la tabla 2 que el 43.6% de los responsables del hogar presentan
educacion basica y el 22.3% educacién media. S6lo un 8.4% tiene
educacién universitaria. El ingreso mensual del 73.7% es de uno o
menos de un salario minimo. El 45.3% no trabaja en este momento
y el 84.6% manifesté que la vivienda donde habitan es tipo casa.
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TasLa 2. Caracteristicas socioeconémicas del grupo familiar de nifos

y adolescentes del municipio Baralt

Caracteristicas Nimero de %
individuos
Nivel de instruccion del responsable
principal del sostén del hogar
Universitaria 85 8.4
Diversificada y profesional 46 4.6
Media 225 22.3
Bésica 440 43.6
Alfabeta 141 14.0
No respondié 73 7.2
Ingreso mensual segin salario
minino
Menos de uno 401 39.7
Uno 343 34.0
Dos 53 5.2
Menos de dos 4 0.4
Tres 18 1.8
Menos de tres 6 0.6
Cuatro a mas 2 0.2
No respondio 183 18.1
Situacién laboral del responsable
principal del sostén del hogar
Trabajando 503 49.8
Sin Trabajar 458 45.3
No respondié 49 4.9
Tipo de vivienda
Quinta 4 0.4
Casa 854 84.6
Rancho 102 10.1
Otro tipo 21 2.1
No respondi6 29 2.9

FI: Instrumento epidemiolégico (P < 0.05)
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El gréfico 1T muestra que el 65.5% de la poblacién estudiada
present6 condicién periodontal sana. Observandose que un 14.7%
present6 calculo dental y un 19.8% presencia de sangrado al sondaje.
70 65,5
60
50
40
30
20

10

Sano Sangrante Célculo

GRAFICO 1

La tabla N° 3 refleja que entre las edades de 7 a 12 afos presentan
célculo dental incrementando a medida que avanza en edad. Que
los nifos y adolescentes del género masculino en mayor proporcién
tienen sus tejidos periodontales sanos (72.7%) que el femenino
(64.9%). Igualmente se observa que las nifias tienen mayor presencia
de célculo que los varones con un 13.7% y 5:9% respectivamente.
También se evidencia que el sextante 2 y 5, es decir los sextantes
anteriores superior e inferior son los que presentan la mejor condicién
periodontal (77.9 'y 74.6%).
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TasLa 3. Estado periodontal de nifios y adolescentes del municipio Baralt

Caracteristica Sano Sangrante  Célculo  Total
Edad :

5 - 66.7 33.3 0.0 3

6 1 88.9 3,7 7.4 27
7 . 76.1 21.7 2.2 46
8 - 59.3 29.6 11.1 54
9 54.0 24.0 22.0 50
10 48.7 28.2 23.1 39
11 72.1 11.6 16.3 43
12 71.4 17.9 10.7 28
13 75.0 0.0 25.0 12
14 100 0.0 0.0 2
15 0.0 0.0 100 3
Prevalencia . 65.5 19.8 14.7 307
Género

Masculino - 69.1 16.5 14.4 139
Femenino 62.5 22.6 14.9 168
Dientes indices/

sextantes

16 (1) - 68.4 20.2 9.8 307
11(2) 1 77.9 16.9 1.6 307
26 (3) - 70.0 17.3 11.1 307
36 (4) 71.0 19.5 7.2 307
41 (5) 74.6 18.6 4.2 307
46 (6) 73.0 17.9 7.2 307

FI: Instrumento epidemiolégico OMS. Chi cuadrado de Pearson: (P < 0.05)

El grafico 2 muestra que entre el 68.4 al 77.9% de los nifios y
adolescentes estudiados no necesitan tratamiento periodontal en
ninguno de los 6 sextantes y la proporcién afectada requieren como
tratamiento la mejora de la higiene bucal.
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B Ninguno

1 Mejora de higiene bucal
B Mejora de higiene bucal, raspado y alisado

B Mejora de higiene bucal, raspado, alisado y tratamiento quirtrgico complejo

GrAFico 2. Necesidad de tratamiento periodontal de nifos y adolescentes
del municipio Baralt

3.Discusion de los resultados

La Enfermedad Periodontal es la segunda morbilidad bucal
mas frecuente después de la caries dental, convirtiéndose en un
problema de salud colectiva. Se encuentra asociada a la edad,
género, condicién socioeconémica, etnia, habito de fumar y algunos
problemas sistémicos como la diabetes entre otros. Aunque es mas
prevalente en adultos, se han reportado casos de nifos y adolescentes
aunque en menor proporcion.

Bajo esta premisa podemos mencionar que los hallazgos de este
estudio develan que el 65.5% de la muestra estudiada presenta el
tejido periodontal sano. Al contrastar los resultados encontramos
diferencias con lo reportado por la Sociedad Americana de
Periodontologia (2005) y (Vasquez, 2009) donde refiere que en un
rango de 40 al 60% los nifios en edad escolar tenian gingivitis y el
59.3% de los escolares mostraban una condiciéon sangrante. Pero
coinciden con lo reportado por (Morén et al, 2008) que manifiesta
que el grupo poblacional entre las edades de 5 a 14 aflos mostraron el
tejido periodontal sano en un 72.23%. Pudiendo presumir entonces
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que la situaciéon de salud periodontal de los nifios y adolescentes
del municipio Baralt es debido al programa de fluoraciéon y de
higiene bucal dirigido a este grupo etario. Asimismo, la prevalencia
de célculo dentario en nuestra investigacion fue de 14.7% para las
edades de 5 a 15 anos encontrando diferencias con los resultados de
(Vasquez. 2009), donde presenta valores de 20.6%.

En relacién al estado periodontal segtin el género en este estudio
se reflejo una mayor proporcién de personas con tejido periodontal
sano masculino que femenino. Igualmente arroja que en cuanto a la
condicién sangrante existe un mayor numero del femenino afectado
en relacién al masculino. No existiendo diferencias significativas
con la condicién célculo para ambos géneros. Coincidiendo con
los resultados por Vasquez (2009) donde manifiesta en su estudio
que los escolares del sexo femenino mostraron mayor frecuencia de
coédigo 1 sangrante. Al analizar los resultados con el estudio nacional
“Perfil Epidemiolégico Bucal de las Etnias Venezolanas” realizado por
(Mord6n et al, 2008) existen diferencias al reportar para la condicién
sangrante y cdlculo valores similares para ambos género.

En cuanto a la necesidad de tratamiento periodontal este estudio
refiri6 que una proporcién mayoritaria de la muestra no necesita
tratamiento periodontal en ninguno de los seis sextantes y para el
porcentaje afectado el tratamiento necesario es mejorar la higiene
bucal, el cual coincide con el planteamiento de (Colina, 2007) que
manifiesta que el 80.9% de los sextantes se encuentran sanos y que
el calculo predominé en un 11.7%.

En este orden de ideas, estos resultados nos permiten referir
que la morbilidad periodontal es un problema de orden mundial
y colectivo. Afectando en mayor proporcién a las comunidades
con mayor inequidad social y que los nifios y adolescentes son
afectados sin distincion de genero, edad, condicién socioeconémica
y etnia, probablemente producto de un sistema de atencién en
Salud que invierte en enfermedad y no ha desviado su mirada a



RevisTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 3% época. Aho 3 N° 6, 2012
Ciencias Exactas, Naturales y de la Salud

209

fortalecer el fomento y promocién de la salud y la prevencién de
las enfermedades, con el fin de incrementar la calidad de vida del
venezolano. Asi pues para el caso de los nifios y adolescentes que
habitan en el municipio Baralt estan afectados en menor proporcién
en su condicién periodontal, pero es conocido que los problemas
bucales incrementan a medida que se avanza en edad, aunado a
unas condiciones socioeconémicas y educativas desfavorables de su
grupo familiar, que pueden convertirse en un determinante de la
salud bucal colectiva.

Conclusiones

Con la evidencia cientifica reportada se puede sintetizar, que se
hace necesario dirigir medidas preventivas y programas de salud
bucal especificos, con el fin de mantener, fomentar e incrementar los

niveles de salud de los nifos y adolescentes y, por ende, su calidad
de vida.
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La REVISTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA es un 6rgano cien-
tifico de difusion de trabajos parciales o definitivos de investigadores
y/o equipos de investigacion nacionales y extranjeros. Su naturaleza
es multidisciplinaria e interdisciplinaria, por ello su temética se di-
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agro, ingenieria y tecnologia;c. ciencias exactas, naturales y de la
salud. Su publicacién es cuatrimestral. Cada niimero, de los tres del
ano, se corresponde con uno de los tres ejes tematicos. La Revista
de la Universidad del Zulia, por su cardcter histérico y patrimonial,
esta adscrita a la CATEDRA LIBRE HISTORIA DE LA UNIVERSIDAD
DEL ZULIA.

2. Métodos de Envio y de Evaluacién de los Trabajos

Los autores interesados en publicar su trabajo en la Revista de la
Universidad del Zuliadeberan remitir tres copias del mismo sin iden-
tificacion en sobre cerrado a la siguiente direccion: Avenida Guajira,
Fundadesarrollo, planta baja de la Sede Rectoral de La Universidad
del Zulia. Este sobre debe estar acompanado de otro, el cual conten-
dra el original del trabajo con la identificacién del autor o autores,
indicando: nombre, apellido, instituciéon que representa (universi-
dad, instituto, centro de investigacion, fundacién), correo electréni-
co. Asi mismo en este sobre se presentara una comunicacion escrita
firmada por todos los autores y dirigida al Director de la Revista. En
esta comunicacion se manifestara el interés de los autores de pro-
poner su trabajo para la publicacién en la Revista de la Universidad
del Zulia, previa evaluaciéon del Comité de Arbitraje. Se agregard
también a este sobre una sintesis curricular de cada autor con una
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extension no mayor de diez (10) lineas. También se podra presentar
el trabajo dirigiéndolo a los siguientes correos electrénicos: revis-
tadeluz@gmail.com; revistauniversidaddelzulia@gmail.com. El cu-
rriculo de los autores se enviara en archivo adjunto, distinto al que
contendrd el trabajo. Los articulos propuestos para esta revista de-
ben ser inéditos y no deben haber sido propuestos simultaneamente
a otras publicaciones. Todos los trabajos seran evaluados por parte
de un Comité de Arbitros-Especialistas de reconocido prestigio, se-
leccionado por el Comité Editorial de la Revista. La evaluacion de
los Arbitros se realizard mediante el procedimiento conocido como
par de ciegos: los arbitros y los autores no conoceran sus identidades
respectivas. Los criterios de Evaluacién son los siguientes:

a.  Criterios formales o de presentacién: 1) originalidad, pertinen-
cia y adecuada extension del titulo; 2) claridad y coherencia
del discurso; 3) adecuada elaboracién del resumen; 4) organi-
zacion interna del texto; 5) todos los demas criterios estableci-
dos en la presente normativa.

b.  Criterios de contenido: 1) dominio de conocimiento eviden-
ciado; 2) rigurosidad cientifica; 3) fundamentacion tedrica y
metodoldgica; 4) actualidad y relevancia de las fuentes consul-
tadas; 5) aportes al conocimiento existente.

Al recibirse la respuesta del Comité de Arbitros designado se in-
formard a los autores por correo electrénico la decisiéon correspon-
diente; en caso de ser aceptado el trabajo debera remitirse por co-
rreo electrénico la version digital del mismo.

3. Presentacion de los trabajos

Los trabajos deben presentar un resumen de 150 palabras como
maximo y hasta cinco palabras claves; tanto el resumen como las
palabras claves estaran en espanol e inglés. Igualmente el titulo y el
subtitulo del trabajo seran presentados también en espanol e inglés.
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La extensién méxima del trabajo serd de veinte (20) paginas, y diez
(10) como extension minima. Todos los trabajos serdn presentados
en hoja tipo carta, impresos por una sola cara, con numeracién con-
tinua y con mdrgenes de tres (3) centimetros a cada lado. El texto se
presentard a espacio y medio, en fuente TimesNew Roman, tamafo
12.

4. Cuerpo del articulo

Se dividira en Introduccién, Desarrollo y Conclusiones (o Con-
sideraciones Finales, seglin sea el caso). La introduccién incluira el
propésito u objetivo general perseguido. El Desarrollo se organizara
en secciones y subsecciones debidamente identicadas con subtitulos
numerados completamente en ardbigos de acuerdo al sistema de-
cimal, respondiendo a una sucesién continua y utilizando un punto
para separar los niveles de divisién.La Introducciéon y Conclusion
estan exceptuadas de esta numeracién.Las fechas y horas se expre-
saran numéricamente. En caso de existir ilustraciones (gracos, ma-
pas, fotos) debe hacerse referencia a los mismos en el texto. Estas
ilustraciones seran contadas dentro de la extension maxima del arti-
culo. Las notas explicativas o aclaratorias deben reducirse al minimo
necesario y colocarse al pie de paginas debidamente sefalizadas.
Los materiales complementarios se recogeran en anexos, los cuales
se identicaran con una letra y un titulo y se colocaran después de la
bibliografia.Los anexos seran contados también dentro de la exten-
sion maximadel articulo.

5. Citado

El citado se realizara en el texto utilizando la modalidad autor-
fecha, establecido en elReglamento para la presentaciéon de trabajos
en la Universidad del Zulia, indicando, en caso de ser cita textual,
apellido (s) del autor, seguido de coma, ano de publicacién de la
obra, seguido de dos puntos y el (los) nimero(s) de la(s) paginal(s),
por ejemplo: de acuerdo a Rincén (1998: 45) o (Rincon, 1998:45);
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si no es cita textual sino una paréfrasis no se indicard el niimero de
pagina, ejemplo: de acuerdo a Rincén (1998) o (Rincén, 1998). Si
hay varias obras del mismo autor publicadas en el mismo afo, se
ordenaran literalmente en orden alfabético; por ejemplo, (Rincén,
2008a: 12), (Rincon, 2008b: 24). Si son dos autores, se colocaran
solamente el primer apellido de cada uno, por ejemplo: Segtin Mo-
rales y Fleires (2008: 90) o (Morales y Fleires, 2008: 90), siguiendo el
mismo criterio explicado anteriormente para las citas textuales y las
paréfrasis. En caso de ser tres autores o mas se colocard el apellido
del autor principal seguido de “et al”, ejemplo: (Rincén et al, 2008:
45). Deben evitarse, en lo posible, citas de trabajos no publicados o
en imprenta, también referencias a comunicaciones y documentos
privados de difusion limitada, a no ser que sea estrictamente nece-
sario. En caso de fuentes documentales, electrénicas u otras que por
su naturaleza resulten inviables o complejas para la adopcién del
citado autor — fecha, sugerido en estas normas, puede recurrirse u
optarse por el citado al pie de pagina.

6. Referencias bibliogréficas

Las referencias (bibliogréficas, hemerograficas, orales y/o docu-
mentales) se presentaran al final del texto, segtin lo establecido en el
Reglamento para la presentacion de trabajos en la Universidad del
Zulia. El orden de las referencias es alfabético por apellido. Las di-
ferentes obras de un mismo autor se organizaran cronolégicamente,
en orden ascendente, y si son dos obras o mas de un mismo autor y
ano, se mantendrd el estricto orden alfabético por titulo.
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FE DE ERRATA

Por error involuntario, se cometieron algunas omisiones en las paginas
61y 157 de la edicion anterior de la Revista de la Universidad del

Zulia (NGmero 5, Enero-Abril 2012).

1. En la pagina 61, se omitieron algunos datos importantes en
relaciéon con la identificaciéon de los autores del articulo:
BIODEGRADACION DE FENOL EN UN SISTEMA DE
TRATAMIENTO COMBINADO UASB+RBC.

2. En la pégina 157, se omitieron dos graficos en el articulo:
Ordenanza de zonificacién 2005. Municipio Maracaibo.
Consideraciones. También, en esta misma pégina, hubo un
error de transcripcion.

A continuacién reproducimos dichas paginas con sus respectivas
correcciones.
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Biodegradacion de fenol en un sistema
de tratamiento combinado UASB+RBC*

Elisabeth Behling, Julio César Marirt*
Gladys Weffer, Nancy Rincén, Gilberto Colina

RESUMEN

Se evalu6 el desempefio de un sistema de tratamiento combinado UASB+RBC du-

rante el abordaje de un efluente sintético, utilizando como fuente de carbono
fenol y glucosa, bajo condiciones mesofilicas y a escala de laboratorio. En los
ensayos experimentales se establecieron 3 etapas, durante las cuales se aplica-
ron concentraciones de fenol desde 20 hasta 40 mg/L, con 4000 mg/L de glu-
cosa. Se monitorearon los siguientes pardmetros fisicoquimicos: pH, alcalini-
dad total, demanda quimica de oxigeno (DQO), nitrégeno total Kjeldahl (NTK),
ortofosfato (PO,*), s6lidos suspendidos totales (SST) y voldtiles (SSV), y conteni-
do de fenol. Los resultados demostraron una alta eficiencia del sistema combi-
nado para la degradacion del fenol hasta valores de 99,62%, cumpliendo con
lo exigido por la normativa venezolana en materia de vertido a cuerpos de
agua. Este sistema puede ser considerado para el disefio de procesos de trata-
miento a escala piloto, para la remocién de carbono, nitrégeno y fenol, ya que
mostré resultados prometedores durante los ensayos de laboratorio.

PALABRAS CLAVE: biodegradacion, fenol, tratamiento biol6gico, tratamiento
combinado, co-metabolismo, UASB+RBC.

Este estudio fue financiado parcialmente por el Consejo de Desarrollo Cientifico y Hu-
manistico (CONDES) de la Universidad del Zulia.
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La primera variable a tomar en cuenta por el Plan, es el &rea minima
de parcela, entiéndase drea bruta, y su respectiva tolerancia (10%) que por
cierto no aparecen en el articulado de las poligonales residenciales. La otra
variable para determinar la zonificacion es el frente minimo de parcela,
que también admite un 10% de tolerancia, Si la parcela dispone de varios
frentes, se escoge el de menor dimensién'®, a los efectos de comparacion
con el frente minimo exigido por la Ordenanza.

En este método, es condicién indispensable para establecer la zonifi-
cacion que las dos dimensiones reales de la parcela (superficie r frente)
sean iguales o mayores a las dimensiones minimas exigidas por la Orde-
nanza de Zonificacion, después de aplicarle si es necesario la tolerancia.
En caso de que alguna de las dos variables no cumpla, se descarta la zonifi-
cacion de mayor rango. En consecuencia, se repite el andlisis con la zonifi-
cacion inmediatamente inferior, hasta que las dos variables cumplan con
los requisitos de ser iguales o mayores a lo establecido por la Ordenanza.
Este procedimiento se realiza cuando la parcela esta afectada por una poli-
gonal (grafico 2). Pero, pueden presentarse situaciones en que la parcela
esté afectada por varias poligonales (grafico 3). En este caso se inicia el
analisis con la poligonal de mas rango, si fuere el caso de que no cumpliere
alguna de las variables, se repetira el proceso con la poligonal inmediata-
mente inferior indicada en eF lano, hasta demostrar mediante el célculo,
que se equipara o es mayor, al minimo establecido por la Ordenanza para
la superficie de parcela y su dimensién de frente.

Parcela

Poligonal

GRAFICO 2

El método utilizado actualmente por la OMPU, no toma en cuenta
para el andlisis y validacion de la zonificacién, el area minima de parcela
que debe ser establecida para cada poligonal (PR2, PR3, PR4 y PR5). Esta
omisién del instrumento juridico vigente no esta justificada al momento
de ignorar esta importante variable, tomando en cuenta que existe una ju-
risprudencia municipal en Venezuela, que se remonta a més de cincuenta

18  Se escoge la menor dimensién, porque es la manera de anticiparse y/o prever situacio-
nes de distorsién en un proyecto, tanto en lo urbano como en lo arquitecténico.
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