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Resumen

La deteccion de numerosas patologias mediante el uso de técnicas inmunohistoquimicas ha alcanzado un gran desarrollo
durante los dltimos afios. EI método de cromatografia de intercambio idnico se basa en que las moléculas cargadas se ab-
sorben mediante enlaces electrostaticos a una resina de intercambio i6nico que posee carga opuesta. Este enlace es rever-
sible y las moléculas cargadas pueden eluir cuando se cambia la fuerza i6nica o el pH del medio. En este trabajo para pu-
rificar 1gG e IgM a partir del suero de conejo primero se precipitaron con una solucion saturada al 45% de (NH,4),SO, las
y-globulinas, que en solucidn forman enlaces de hidrogeno con las moléculas de agua a traves de sus grupos polares ex-
puestos y cuando se adicionan las concentraciones de iones, provocan que estos grupos cargados compitan con las protei-
nas para enlazarse al agua dejando las regiones hidrofébicasproteicas libres e interactuando entre si, lo que decrece su
solubilidad y provoca su precipitacion. La purificacién se realiz6 por cromatografia de intercambio i6nico utilizando la
resina DEAE-celulosa, debido a que las inmunoglobulinas poseen un punto isoeléctrico mas basico que la mayoria de las
proteinas del suero. Cuando el pH del amortiguador se aproxima al punto isoeléctrico que correspondié a pH=8 para IgG
y pH=6,5 para IgM, la carga neta de cada inmunoglobulina se hace cero y entonces la proteina no se enlaza a la resina,
sino que permanece en solucion, lo que permitié su elucion de la resina.
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1 Introduccién

El fraccionamiento de proteinas a través de la pre-
cipitacion con sulfato de amonio (NH,),SO, y la purifi-
cacion de estas utilizando la cromatografia de intercam-
bio i6nico con una matriz de DEAE-celulosa
comprenden dos métodos ampliamente utilizados en la
investigacidn para la obtencién de péptidos de interés
quimico, biol6gico y clinico. Desde la década del 70, se
ha utilizado el fraccionamiento con sulfato de amonio
antes a la cromatografia de intercambio ionico, ya que es
necesario remover el exceso de sal antes de someter a la
proteina a la cromatografia, con la finalidad de la que
fuerza idnica de la solucion sea lo suficientemente baja
para la absorcién de al menos una de las proteinas de
interés (Mayhewy col., 1971) dejando la solucién libre
de particulas y adecuada para la cromatografia.

2 Marco Teodrico

Muchas son las propiedades que poseen las protei-
nas en base a las cuales se pueden separar de los otros
elementos de una solucion, el tamafio es una de esas
propiedades en la cual las moléculas con peso mayor a
10° se excluyen de los intercambiadores i6nicos basados
en celulosa debido a que las moléculas grandes solo se
pueden unir a la superficie del intercambiador y enton-
ces la capacidad disminuye, ya que esta capacidad total
se relaciona al volumen interno de las particulas de la
resina que son accesibles a las proteinas (Scopes 1987);
por otro lado, la solubilidad de las proteinas es un para-
metro que puede ser considerado al momento de frac-
cionar una mezcla heterogénea de estas biomoléculas.

La solubilidad varia segun la concentracion de sales
en el medio y en base a esto pueden separarse las protei-
nas indeseables de una disolucion cuando la concentra-
cién de sales est4 por debajo del punto de precipitacién
de la proteina que se quiere precipitar. Cuando las pro-
teinas indeseadas han sido eliminadas por filtracion o
centrifugacién, se debe aumentar la concentracion de
sales en la disolucion remanente y asi precipita la pro-
teina deseada. Dentro de los reactivos mas utilizados pa-
ra este procedimiento resalta el (NH4),SO, debido a su
elevada solubilidad en agua con lo que se consiguen
fuerzas i6nicas elevadas (Voety col., 2006), adicional-
mente, el NH," y el SO, son reconocidos por estabilizar
la estructura de las proteinas (Burgess, 2009). Con fre-
cuencia, las proteinas que poseen grupos cargados posi-
tiva y negativamente forman un agregado en condicio-
nes de salinidad bajas, sin embargo, cuando la sal esta
presente, los aniones y cationes neutralizan las cargas de
la superficie de la proteina, lo que evita la agregacion. A
medida que la concentracion de sal aumenta, la superfi-
cie de la proteina se carga una vez méas y las proteinas
vuelven a agregargse, este proceso se conoce como pre-
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cipitacion salina o “salting-out” (DuongLyy col., 2014)
y esto ocurre debido a que cuando la concentracion de
sales es mayor, la tension superficial del agua incremen-
ta, resultando en el aumento de las interacciones hidro-
fobas entre las proteinas y el agua; en respuesta a esto,
las proteinas disminuyen el area superficial en un intento
de minimizar el contacto con el solvente adoptando una
estructura mas compacta que conlleva a la precipitacién
(Wingfield 2001)

Este paso constituye el primero para purificar pro-
teinas, siendo el segundo paso, la dialisis. El extracto
parcialmente purificado que resulta de la precipitacion
con sulfato de amonio debe ser incluido en una bolsa de
dialisis que consiste en celofan o un material similar
semipermeable; las sales y las sustancias con bajo peso
molecular pueden atravesar la membrana mientras que
el material con pesos moleculares altos, como las pro-
teinas, permanecen dentro de la bolsa de dialisis que se
coloca dentro de un agitador que contiene una solucién
tampon que debe ser cambiada varias veces (Janson
2011).

Seguidamente la cromatografia de intercambio i6-
nico es Util para el fraccionamiento de proteinas aprove-
chando las diferencias en el signo y la magnitud de las
cargas eléctricas netas de estas a un pH determinado. Es
comuin usar como resinas 0 matriz, distintos polimeros
con grupos cargados por los cuales las proteinas tienen
afinidad, la cual esta influenciada por el pH, que deter-
mina el estado de ionizacion de la molécula y la concen-
tracién de los iones salinos libres competidores presen-
tes en la disolucién que las rodea (Nelson y col., 2009).
De las resinas conocidas por su aplicabilidad en la puri-
ficacion de biomoléculas debido a su escasa o nula ten-
dencia a desnaturalizar proteinas destaca la celulosa que
es un biopolimero natural renovable y biodegradable
sintetizado por plantas, algas verdes y algunas bacterias
que contienen fibras de celulosa en sus paredes celulares
(Tany col., 2013).

Quimicamente, la celulosa es un homopolimero
compuesto por unidades repetidas de B-D glucopiranosa
que interact@ian entre si a través de enlaces B (1-4) glico-
sidicos que le confieren rigidez y forma de varilla (Ga-
rrett y col., 2005) las cuales, al establecer enlaces de hi-
drogeno intramoleculares 'y con las moléculas
adyacentes se forma una estructura fibrilar que general-
mente se conoce como microbifibrillas (Weiher y col.,
2006) Las fibras de celulosa estan cargadas negativa-
mente debido a la presencia de grupos carboxilos e hi-
droxilos permitiendo su reactividad con el agua pero es
dificil de disolver en solventes de otro tipo ya que forma
una gran cantidad de enlaces de hidrégeno intra e inter-
catenarios y también por las fuerzas de Van der Waals
que enlazan los grupos no polares (Poeckh y col., 2007).
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La amplia aplicacion de la celulosa como matriz de in-
tercambio idnico viene dada por sus propiedades espe-
ciales que incluyen el tamafio nano dimensional de sus
particulasque oscila desde los 60um hasta los 130um
(Padashi y col., 2016), extensa superficie de interaccion
especifica, es inerte frente a muchas sustancias organi-
cas e inorganicas, absorbe el agua y es amigable con el
ambiente (Li y col., 2001).

La celulosa unida a dietilaminoetil (DEAE) com-
prende uno de los materiales de intercambio i6nico mas
usados, siendo el DEAE un intercambiador iénico posi-
tivo débil, lo que hace referencia al grado de variacién
en la ionizacion con el pH y no la fuerza de union; esto
quiere decir, que el grado de disociacion y por lo tanto la
capacidad de intercambio varia en base al pH. Esta resi-
na de intercambio idnico ofrece la ventaja de que este
tipo de interaccién idnica es mejor que las interacciones
de tipo hidrofobas ya que esto disminuye la probabilidad
de que ocurra un fraccionamiento inespecifico como
consecuencia de la retencidn débil de moléculas en con-
diciones de pH entre 5y 8 (Smith y col., 1994) califi-
cando a esta técnica como apropiada para fraccionar in-
munoglobulinas de los isotiposigG e IgM, por lo que
este articulo describe el protocolo de fraccionamiento de
inmunoglobulinas de los isotiposlgG e IgM en suero de
conejos inmunizados a través de la precipitacion con
(NH,4)2SO, Yy la purificacion de los isotipos mediante la
cromatografia de intercambio i6nico con una matriz de
DEAE-celulosa encontrando que la combinacion de am-
bas técnicas es efectiva para la separacién de estas pro-
teinas con un alto porcentaje de pureza.

3 Procedimiento Experimental

3.1 Suero bioldgico para purificar: en este estudio
se analizaron distintas muestras de suero de conejos in-
munizados con la fraccion membranal de promastigotes
del paréasitoLeishmania (Leishmania) mexicana obteni-
dos de sangre periférica. Después de la formacion del
coagulo,este fue separado de las paredes del vial para
obtener el suero que fue decantado y centrifugado a
1000g por un periodo de tiempo de 15 minutos a 4°C. El
suero libre de células volvié a decantarse, se almaceno
en viales de 0,2 ml y se mantuvo refrigerado a -20 °C,
hasta su analisis.

3.2 Precipitacion del suero bioldgico con sulfato de
amonio:esta técnica fue realizada con el objetivo de
fraccionar el suero en sus componentes: fraccion de y-
globulinas, fraccion de 1gG y fraccion de IgM. Para esto,
se prepard la solucion de sulfato de amonio con un gra-
do de saturacion del 50% diluyendo 500g del reactivo en
agua destilada para un volumen final de 500ml ajustan-
do el pH a 7,8. La muestra de suero biologico fue dilui-
da en solucién tampdn fosfato salino y se mezclo con la
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solucidn saturada de sulfato de amonio por un tiempo de
30 minutos a 4°C. Se realizaron centrifugaciones sucesi-
vas luego de las cuales se descarto el sobrenadante que
contiene proteinas séricas como la albumina. El precipi-
tado resultante estd compuesto por y-globulinas y se
mezclé con la solucion de sulfato de amonio, pero esta
vez al 40% de saturacion, este paso se repitio dos veces
y la fraccion de y-globulinas resultante fue resuspendida
en solucién tampén fosfato salino. Este extracto par-
cialmente purificado fue dializado contra solucion salina
al 0,85% para eliminar el sulfato de amonio de la solu-
cion resultando la fraccion de y-globulinas concentrada.

3.3 Equilibrio de la resina DEAE-celulosa a un
pH=8 para la cromatografia de intercambio ionico: este
procedimiento se realizé con el fin de crear las condi-
ciones iniciales de pH y fuerza idnica, es decir, la co-
lumna se cargd con los contraiones, los mas usados son
Na+ como intercambiador catiénico y Cl- como inter-
cambiador anionico. En primer lugar, la resina se incubo
con una solucidn de acido clorhidrico (HCI) con concen-
tracion 0,5 N, en segundo lugar, la resina se incubd con
una solucion de hidréxido de sodio (NaOH) al 0,5 N y
finalmente se lavé con solucién tampén fosfato a p=8
para asegurar un equilibrio bajo en sales antes de aplicar
la muestra de suero bioldgico.

3.4 Purificacion de las inmunoglobulinas de los
isotiposlgG e IgM a través de la cromatografia de inter-
cambio ionico: Por cada 1 ml de suero o preparacién de
globulinas precipitadas con sulfato de amonio y dializa-
das se pesaron 5g de resina hiumeda y equilibrada. Esta
proporcién permite obtener una preparacién de inmuno-
globulinas 1gG 96% pura. El volumen final de cada sue-
ro que se analizo fue: suero N° 1 = 3ml, suero N° 2 =
1,90 ml, suero N° 3 = 1,75 ml y suero N° 4 = 1,29 ml;
para los cuales se calculd, basado en la relacion reflejada
al inicio de este segemento, la cantidad de resina especi-
fica para purificar cada volumen de suero. Asi, la resina
himeda se mezcl6é con el suero biologico y se incubo
por una hora a una temperatura de 4°C. Seguidamente,
la mezcla se lavd tres veces con solucién tampén fosfato
a pH=8 a través de un procedimiento de filtrado al va-
cio. Este procedimiento es necesario porque las inmuno-
globulinas al ser moléculas de mayor tamafio que los
iones, toman mas tiempo en difundir entre los poros de
la resina asegurando asi la mayor concentracion de pro-
teinas en la muestra. El liquido resultando de cada lava-
do contiene la inmunoglobulina de isotipolgG. La resina
se mezcld en seguida con solucion tampon salino
pH=6,5 y se incubo por una hora a temperatura del am-
biente, entre 24°C y 26°C, se lavé tres veces con la
misma solucion, posteriormente fue filtrado y se recogi6
el liquido eluido que contiene la inmunoglobulina de
isotipolgM.

3.5 Determinacion de la concentracion de inmuno-
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globulinas de los isotiposlgG e IgMs: la concentracion
de cada fraccion del suero, incluyendo una fraccion de
suero total, es decir, sin fraccionar, se determind me-
diante el método deLowry que permitio la cuantificacion
colorimétrica de proteinas en solucién usando el reacti-
vo de Fenol Folin-Ciocalteu que reacciona con residuos
aminoacidicos de las proteinas para producir una solu-
cién de color azul que es leida en un espectrofotdmetro a
una longitud de onda de 530nm, para esto fue necesario
realizar una curva de calibracién, haciendo reaccionar
muestras de concentracion conocida de una proteina,
albumina de suero bovino, con el reactivo de Fenol Fo-
lin-Ciocalteu en paralelo con el suero sin fraccionar o
suero total, la fraccion de y-globulinas, la fraccion de
IgG y la fraccién de IgM. Las soluciones con concentra-
cién conocida de albumina de suero bovino fueron pre-
paradas con agua destilada y las fracciones del suerofue-
ron diluidas en solucién tampdén fosfato salino. En una
microplaca de poliestireno de 96 pozos se agregaron las
soluciones de albumina de suero bovino, las muestras
diluidas junto con las soluciones reactivas y se dejo re-
posar a temperatura del ambiente, entre 24°C y 26°C,
por 10 minutos. Finalmente se cuantifico la absorbancia
a 530 nm en un espectrofotometro de microplacas y fi-
nalmente se determind la concentracion de proteinas en
po/ul de la muestra problema utilizando la curva de ca-
libracién a partir de la ecuacidn de la recta. Cada uno de
los pasos que constituyen el fraccionamiento y la purifi-
cacion de inmunoglobulinas fueronaplicados a cuatro
muestras distintas de suero biol6gico para garantizar la
reproducibilidad de los resultados.

4 Discusién y Resultados

Las inmunoglobulinas o anticuerpos son proteinas
solubles que neutralizan invasores externos y de estas
proteinas se conocen cinco clases principales siendo la
IgG, la clase més abundante en el suero constituyendo
alrededor del 80% del total de inmunoglobulinas sericas,
mientras que la IgM representa 5 a 10% del total (Kindt
y col., 2007). Al ser estas proteinas objeto de estudio
desde décadas atras, su punto isoeléctrico puede ser en-
contrado en la literatura y por ello son elementos que
pueden ser purificados mediante la cromatografia de in-
tercambio i6nico. Si el punto isoeléctrico se desconoce,
este puede ser calculado a partir del conocimiento de la
secuencia de aminodacidos de la proteina. Multiples pa-
quetes de programas calculan dicho valor y estan dispo-
nibles en internet en donde el punto isoeléctrico y otras
propiedades son calculadas en base a la secuencia de
aminodcidos o la secuencia de ADN que codifica para la
proteina de interés; dentro de los programas recomenda-
dos destacan Swissprot y ExPASyBioinformaticsRe-
source Portal (Cutler 2004).

Se midi6 la densidad 6ptica de cuatro sueros de co-
nejos inmunizados sin fraccionar, la fraccion de y-
globulinas totales, la fraccion purificada de IgG vy la
fraccion purificada de IgM en diferentes diluciones, en-
contrando que la concentracion de las proteinas dismi-
nuye a medida que la muestra problema es diluida en
solucién tampén fosfato salino. En la tabla 1 se observa
la concentracion de proteinas en pg/ul en una dilucion
adecuada para medirlas que resulto ser 1:10 (un volu-
men de muestra problema diluida en 10 volimenes de
solucién tampdn fosfato salino). Las estimaciones de la
concentracion de las proteinas en solucién fueron obte-
nidas utilizando la curva de calibracion realizada con
concentraciones conocidas de albumina de suero bovino
a partir de la ecuacion de la recta, ver Figura 1.
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Figura 1. Curva de calibracion de la albimina de suero bovino.

En la tabla 1 se resume la concentracion final de las
proteinas de interés, encontrando que una dilucion 1:10
permitié la cuantificacion de estas obteniendo que en la
muestra de suero total, es decir, la muestra obtenida pre-
via al fraccionamiento con sulfato de amonio se obtuvo
al concentracion mayor de proteinas (44,48 pug/ul),
mientras que en la fraccion de y-globulinas se obtuvo
una concentracién menor (43,67 pg/ul), l6gicamente ya
que esta muestra si fue sometida a un proceso de frac-
cionamiento con sulfato de amonio; por otro lado, la
concentracion de 1gG e IgM son aun menores porque en
la naturaleza estas proteinas se encuentran en un propor-
cién menor con respecto a las demas proteinas séricas,
siendo los valores encontrados de 13,32 pg/ul para la
1gG y 6,55 pg/ul para la IgM.

Tabla 1. Concentracion de proteinas de suerosdiluidos 1:10 de conejos
inmunizados con fraccién membranal de Leishmania (Leishmania)

mexicana.
Suero N° Suero N° Suero N° Suero N°
1 (ug/wl) | 2 (pg/pl) | 3 (ug/ul) | 4 (pg/ul)
Suero total 44,48 68 34,32 18,4
Fraccién y- 43,67 56,28 9,87 11,68
globulinas
Fraccion 1gG 13,32 7,93 3,35 1,50
Fraccién IgM 6,55 5,77 0,77 0,753
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Estos valores representan el mayor rendimiento de
la técnica de purificacion a través de la cromatografia de
intercambio ionico con DEAE-celulosa, pero esto no
quiere decir que los demas valores sean despreciables,
de hecho, son igualmente Gtiles porque indican cémo la
técnica es efectiva para purificar proteinasindependen-
dientemente del volumen de suero que es analizado ya
que es légico decir que a menor volumen menor canti-
dad de inmunoglobulinas en suero. Sumado a esto, la
concentracion de los isotiposigG e IgM en suero de co-
nejos en condiciones fisiol6gicas normales se encuentra
entre 12 y 14,5 pg/ul para la IgG y entre 0,3 y 0,6 pg/ul
para la IgM segln lo referenciado en la bibliografia.
Como puede observarse en la tabla 1, los resultados di-
fieren de aquellos considerados normales, pues debemos
resaltar que los sueros analizados fueron obtenidos de
conejos inmunizados con la fraccion membranal de
Leishmania (Leishmania) mexicana por lo que las in-
munoglobulinas obtenidas son producto de la respuesta
inmunitaria del animal contra el antigeno inoculado lo
que altera la proporcién de cada isotipo en el suero.

En relacién al valor del pH en el cual precipitaron
las proteinas deseadas se encontr6 que a pH=8 eluye la
IgG mientras que a un pH=6,5 eluye la IgM, lo que ga-
rantiza que el liquido eluidono se contamine con ningu-
na otra proteina serica. En valores de pH por encima o
por debajo de los valores determinados no se detectaron
inmunoglobulinas de los isotipos deseados.

La asociacién de las inmunoglobulinas a la resina
de DEAE-celulosa equilibrada con soluciones de pH es-
pecificos ocurre debido a una propiedad de estas protei-
nas conocida como el punto isoeléctrico, el cual deter-
mina si una proteina es idoénea para ser purificada a
través de cromatografia de intercambio i6nico y estable-
ce las condiciones iniciales para optimizar el proceso de
purificacion (Cutler 2004). El punto isoeléctrico se defi-
ne entonces como un punto en el que las cargas positivas
de la molécula se contrarrestan exactamente con las car-
gas negativas a un pH especifico, en ese momento, la
proteina no es portadora de carga neta y no puede inter-
actuar con un medio cargado (Voety col., 2006), en este
caso, la resina DEAE-celulosa, por lo que la inmunoglo-
bulina permanece en solucion y es posible obtenerla en
el liquido eluido. Asi, conociendo el punto isoeléctrico
de la 1gG (pH=8) y de la IgM (pH=6,5), la resina
DEAE-celulosa se equilibra con estos pH para obtener
cada isotipo puro ya que valores de pH por encima o por
debajo del punto isoeléctrico modifican la carga neta de
la proteina haciendo que se enlacen a la resina y no pre-
cipiten.

Claramente, la carga neta que posee la inmunoglo-
bulina o cualquier proteina en un punto determinado se

debe a la interaccion con los protones del medio depen-
diendo del pH. Cuando el pH es bajo (4cido) la carga
neta sera positiva, mientras que a pH alto (basico) la
carga neta sera negativa, por lo que a un pH intermedio
la carga neta debido a la interaccion de los protones con
los grupos funcionales de los aminoacidos de la proteina
sera igual a cero (Bryan 1978). El pH del buffer es el
que determina la carga de las inmunoglobulinas durante
el experimento porque estas son moléculas que tienen
grupos cargados positivamente y grupos cargados nega-
tivamente y reciben el nombre de anféteras (Ullah
2012), por lo tanto, para separar este tipo de moléculas
se puede usar un intercambiador anionico o cationico en
conjunto con una solucién tampén de pH ubicado en un
rango en el cual la inmunoglobulina sea estable ya que
estas moléculas biolégicas podrian desnaturalizarse o
perder su actividad fuera del rango; y no solo esto, sino
que a valores de pH por encima o por debajo del pl de
cada inmunoglobulina tendran una carga neta particular
que le permite interactuar con la resina y entonces no se
van a encontrar en el liquido eluido.

Ademas de esto, otros factores como el gradiente
salino acttan modificando la interaccidn de las proteinas
con la resina; el cloruro de sodio o de potasio, NaCl y
KCI respectivamente, es utilizado para generar dicho
gradiente. Las sales pueden directamente desplazar a la
proteina y los iones (cloruro en el caso del adsorbente
DEAE) que ocupan los sitios cargados positivamente
evitan que la proteina vuelva a interactuar con la resina
(Scopes 1987) asi, de este principio surge el nombre de
la técnica: intercambio idnico.

Antes de iniciar la cromatografia de intercambio
i6nico, la resina fue sometida a un proceso de purifica-
cién para incrementar algunas de sus propiedades qui-
micas como uniformidad, afinidad por el agua, grado de
blancura, adsorcién de colorante asi como también pro-
piedades mecanicas que incluyen estabilidad y suavidad
y por ultimo remover impurezas, que en el caso de la
celulosa, pueden ser removidas eficientemente cuando
se lava en un ambiente alcalino (Persin y col., 2001) asf,
la resina equilibrada a p=8 no permite que la IgG se una
a ella, sino que permanece en solucion debido a su carga
neta que es igual a cero. En el caso de la IgM, sus gru-
pos cargados se enlazan a contraiones como sodio o clo-
ro unidos a la resina y esto evita que la IgMeluya con la
IgG. Cuando las condiciones del medio cambian para
eluir la IgM al agregar soluciontampon salino pH=6,5 la
fuerza idnica se incrementa y los iones de sodio y cloro
compiten con los sitios de unién de la resina y las molé-
culas de IgM que estaban enlazadas comienzan a eluir.

Entonces, la afinidad con la que una proteina se une
a un intercambiador iénico depende de dos aspectos: de
las concentraciones de los demas iones presentes en la
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disolucion, ya que compiten entre ellos por los sitios de
union a la resina y también depende en gran medida del
pH del medio porque los grupos acido-base de cada pro-
teina le confieren una carga distinta.

4 Conclusiones

Hasta la fecha se ha demostrado que las inmuno-
globulinas son muy Utiles cuando son usadas como reac-
tivos in vitro en pruebas de inmunodiagndstico de distin-
tas enfermedades y sus aplicaciones también incluyen
estudios de investigacion en el rea de la inmunologia,
histologia, patologia, biologia celular, biologia molecu-
lar y pruebas de laboratorio como inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia, por estos motivos, se ha planteado
a la cromatografia de intercambio i6nico como un méto-
do efectivo para la purificacion de inmunoglobulinas.

La cromatografia de intercambio i6nico con
DEAE-celulosa se basa en la diferencia de la carga neta
de las moléculas que permite que interactien de manera
distinta con superficies de carga opuesta. En el caso de
las proteinas como las inmunoglobulinas, cada una difie-
re en su contenido de aminoéacidos y esta propiedad es
atil para purificar el isotipo de interés en una mezcla he-
terogénea como el suero que contiene otras proteinas.
Teniendo esto en cuenta es posible controlar las condi-
ciones de fuerza iénica y de pH de las soluciones utili-
zadas para obtener isotipos especificos de inmunoglobu-
linas del suero, asi, se ha determinado que a pH=8 la
inmunoglobulina que se obtiene es la 1IgG y a pH=6,5 se
obtiene IgM. Para un grado de pureza mayor es necesa-
ria la combinacion de varios métodos ya que muchas de
las muestras problema que requieren ser purificadas son
una mezcla heterogénea de elementos y teniendo en
cuenta sus caracteristicas bioquimicas, la especificidad y
la afinidad de las técnicas aumentan, de esta manera, la
purificacion con sulfato de amonio como paso inicial en
el fraccionamiento de inmunoglobulinas en suero incre-
mentara el rendimiento de la cromatografia de intercam-
bio i6nico y estas particularidades hacen a estas técnicas
muy Utiles en laboratorios de investigacion.
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Capitulo 22

Desarrollo de un sistema de toma y calificacion de examenes de
admision basada en software libre y tecnologias hibridas
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Resumen

El presente proyecto tiene como proposito el desarrollo de un sistema de toma y calificacién de exdmenes de admision
basado en software libre y tecnologias hibridas. La toma, calificaciéon y administracion de examenes de admision en
diversas plataformas y tecnologias es de gran interés para todo centro o institucion de formacién académica por sus
diversas utilidades y aplicaciones como la toma o practica de un examen de admisiéon o fin de carrera desde un
computadoratravés de la aplicacion web o mediante una aplicacién mévil por medio de la compilacién de la aplicacién
web desarrollada generando de esta manera aplicaciones mdviles nativas hibridas. La toma, calificacion y administracion
de los examenes a través de diversas plataformas o tecnologias como web o mévil puede contribuir a mejorar el acceso a
los exdmenes y la calificacion de los mismos. El desarrollo de soluciones mediante el uso de software libre y tecnologias
hibridas ha demostrado su utilidad al generar aplicaciones multiplataforma y con la capacidad de ser compiladas en
aplicaciones mdviles nativas hibridas. En el sistema desarrollado se utiliza como lenguaje de programacion tanto del lado
del cliente como del servidor a JavaScript el cual pude ser compilado en una aplicacion mévil mediante apache-cordova.
El sistema desarrollado fue implantado en la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador sede lbarra (PUCE-SI),
generando una aplicacion mévil para la preparacion de los postulantes al examen de admision, como una aplicacién web
manejada en la intranet para rendir el examen de admision por los postulantes, permitiendo de esta manera administrar y
generar reportes tanto de las practicas realizadas como de los examenes rendidos, generando resultados satisfactorios
hasta la presente fecha en 6 convocatorias para la PUCE-SI.
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1 Introduccion

Existen diferentes trabajos realizados referentes a la
toma y calificacion de exdmenes como es Moodle el
cual permite crear exdmenes por tema, definir los
usuarios que pueden accederal examen, asi como
también establecer un tiempo para su resolucion,
viéndose restringido el uso del examen generado a la
utilizacion de un navegador para poder acceder,
obligando a los estudiante a contar con acceso a internet
durante toda la ejecucion del examen (Moodle, 2016),
este problema se ve solventando con el proyecto
denominado QuickTapSurvey el cual permite crear
examenes de forma online y ser utilizado en dispositivos
méviles de manera offline, limitandose para los sistemas
operativos moviles 10S y Android, provocando se limite
su uso en dispositivo mdviles, se duplique esfuerzos al
generar un examen para ser resuelto desde la web y otro
desde la aplicacion moévil, este problema se ve resuelto
con el proyecto desarrollado ya que el mismo posee las
siguientes caracteristicas:

e Autenticacion de usuarios basado en roles.

e Administrador del sistema crea, actualiza,
elimina, autoriza, configurar y da seguimiento a
los exdmenes.

e Estudiantes visualizan exdmenes asignados y
activados.

e Caducidad de sesiones.

o Disponibilidad 24/7.

e Portable al permitir alojarse en diferentes
plataformas.

2 Marco Teoérico

La implantacion del sistema se fundamenta en la
clasificacion de etapas para el desarrollo.

La pagina web: Es adaptable a cualquier dispositivo
desde donde se acceda ya que es un sito adaptativo o
responsive, esta programada en 4 capas:

e Capa de negocios

e Capa de datos

e Capa de negocios de la presentacién
e Presentacién

e Capa de negocios (servidor): Mediante la
programacion de esta capa se recibe las
peticiones del usuario y tras un proceso se
envian respuestas, aqui se programa todas las
reglas que el sistema tendrd que cumplir
(CODEJOBS 2016), estd realizado con el
lenguaje de cddigo abierto NodeJS.

e Capa de presentacion: Es la capa que observa el
usuario, se ejecuta el desarrollo de los estilos
utilizados para la aplicacion, basados es

lenguajes html, javascript, y css.

e Capa de negocios para la presentacion:
InteractGa con la base de datos al momento de
realizar peticiones y no es necesario recargar la
pagina para mostrar una respuesta, esta
programada con JavaScript.

e Capa de datos: Esta capa se encarga de hacer
posible las transacciones con la base de datos
para descargar o insertar informacion al sistema
(CODEJOBS 2016), esta administrado con
MySQL.

APP mdvil: Esta desarrollado con tecnologias web
multiplataforma compiladas con el framework para el
desarrollo de aplicaciones méviles Apache-Cordova, las
tecnologias utilizadas son JavaScript, html5 y Css3.

Para la comunicacion entre la pagina web y la App
mavil es posible mediante comunicaciones de servicio
web tipo REST, la ventaja es la simplicidad del envié de
la informacion, la velocidad y el tamafio de informacion
que se genera, se envia objetos mediante comunicacion
con JSONP.

El funcionamiento offline de la App mdvil es
posible gracias a una base de datos interna en la
aplicacion tipo No SQL almacenando en bits la
informacién de forma no relacional, esto permite
almacenar gran tamafio de informacion en poco espacio,
por la capacidad de almacenamiento de los dispositivos
en fin de reducir espacios el estdndar INDEXCEDDB es
utilizado por su forma de almacenar datos.

3Procedimiento Experimental

3.1 Administrador del sistema

Permite gestionar todo lo referente a:

Postulantes

Convocatorias

Crear, activar o desactivar examenes

Tipos y subtipos de preguntas

Preguntas

Namero de preguntas por tipo para un examen

Duracién de cada examen

Reportes con pardmetros de filtrado

Ingreso de cuestionario. - permite insertar,

seleccionar, y actualizar el banco de preguntas,

clasificando a las preguntas por grupo, tema y

subtemas.

e Ingreso de usuarios. — administra los usuarios
registrados asignando a un grupo.

e  Activar prueba. - permite asignar los temas que
contendra el examen, especificando el nimero
de preguntas por tema y sub tema, asignando
preguntas de forma aleatoria a cada usuario
registrado en el grupo asignado al examen.
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Fig. 2. Administracion de grupos, temas, subtemas y preguntas.

3.2 Examen aplicacion web

permite gestionar todo lo referente a:

e Visualizar los examenes activados, dentro de
cada uno de ellos las preguntas agrupadas por
sub-tipo asignadas.

e  Gestionar las respuestas teniendo la opcion de
contestar y recordar, contestar y no recordar, no
contestar y recordar, no contestar y no recordar,
solamente contestar o recordar.

e Finalizar examen.

7 Adminisrador - Gooale Chrome
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DIAZ ORTEGA JUAN FERNANDG
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Fig. 3. Examen con temas asignado a un usuario.

3.3 Examen aplicacion movil

permite cargar en la base de datos mavil:

e Los examenes activados, dentro de cada uno de
ellos las preguntas agrupadas por sub-tipo
asignadas.

e Gestionar las respuestas teniendo la opcion de
contestar y recordar, contestar y no recordar, no
contestar y recordar, no contestar y no recordar,
solamente contestar o recordar.

e Finalizar examen y envia
administrador web.

FREGUNTA SELESCCIONADA PARA CONTESTAR

respuestas al

El Recordar

Fregumia

Respueata &

Respuesta B

Aaspuesta
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Guardar Aespuesta

Fig. 4. Examen en app movil
4Resultados y Discusion

El sistema inicia con la configuracién de un
examen en el cual se crea un grupo al cual es asignado
lo usuario, se crean preguntas a las cuales se les asigna
un tipo y un subtipo, se especifica el nidmero total de
preguntas que tendra el examen por tema y subtema, se
genera el examen asignado de forma aleatoria preguntas
al usuario registrados en el grupo seleccionado.

Si el examen generado es de repaso, el usuario
puede resolverlo desde su aplicacion mdvil o desde un
navegador web, caso contrario solo podra ser resuelto
desde un navegador web en la intranet de la institucién.

El administrador podra generar los reportes tanto de
los exédmenes rendidos, teniendo la opcion de ser
filtrados por grupo, usuario, nota, tema, subtema, fecha
y pregunta.

.

=

Administrador
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fa ha rendido e
Examen
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Fig 5. Caso de uso administrador usuario
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5Conclusiones

Con el desarrollo de la aplicacién web y movil para
la toma y calificacion de examenes, se busca generar
alternativas académicas para incentivar al estudiante a
practicar y buscar el crecimiento académico, sin la
necesidad de duplicar los esfuerzos del cuerpo docente.

El manejo de JavaScript, HTML5 y CSS3 como
conjunto de herramientas de desarrollo de software de
lado del administrador y cliente, permite obtener un
entorno amigable para el usuario y utilizando sus
widgets para el disefio de las vistas, permitiendo obtener
un aspecto responsive en computadores, tabletas, y
dispositivos mdviles inteligentes, asi como también su
facil generacién de aplicaciones moviles nativas hibridas
como para 10S, Android y WiondowsPhone.

Todas las herramientas utilizadas en el proyecto,
fueron tomas en cuenta por tener una concepcion libre,
que permite desarrollar sistemas profesionales vy
eficientes, como a su vez cuentan con una amplia
comunidad de soporte y documentacién, brindado
obtener una investigacion amplia en el proyecto.
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Capitulo 23

Efecto de la geometria en la resistencia aparente de probetas de
concreto sometidas a compresion uniaxial
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Resumen

La resistencia de materiales establece un cierto nimero de hipdtesis sencillas que permiten resolver con gran aproxima-
cién la mayoria de los problemas que son frecuentes en el campo de la ingenieria. La resistencia del concreto es una fun-
cién de la composicion mineralégica, de la granulometria, dosificacion, etc., ejerciendo ademas gran influencia el tamafio
y la forma del espécimen. Se realiza usualmente el ensayo de compresion simple para materiales fragiles o quebradizos ta-
les como el concreto y las rocas. Las muestras empleadas en estos ensayos suelen estar preparadas en forma cubica, cilin-
drica o prismatica, segun los requerimientos normativos del pais donde se estén realizando los ensayos. Se estudia en este
trabajo el efecto de la geometria en la resistencia aparente de las probetas de concreto, solicitadas a compresion uniaxial.
Toda la informacion obtenida sobre la resistencia del concreto se logré con base en 248 ensayos destructivos de probetas,
variando la relacion ancho, altura y tamafio, con mediciones directas de los resultados. Se introducen conceptos estadisti-
cos para determinar el grado de confiabilidad de las ecuaciones propuestas.

ISBN: 978-980-11-

9178

98011118589



Torres y col.

1 Introduccion

Debido al rozamiento generado por las superficies en con-
tacto entre la probeta y los cabezales de la maquina de uni-
versal, se impide la expansion lateral cuando la probeta se
somete a compresion uniaxial, el material en la zona de con-
tacto se encuentra en una condicion mas favorable (confi-
nada).

En realidad, cuando la probeta tiene suficiente altura, la zo-
na central esta libre del efecto de friccién y confinamiento
de los extremos, gobernando en esta zona exclusivamente el
esfuerzo de compresién (es valida la hipotesis de Saint Ve-
nant, segin la cual existe una zona central sometida a es-
fuerzo uniforme), a medida que se disminuye la altura de la
probeta, la zona central también disminuye, por lo que el
efecto de los extremos se hace notable llegando a provocar
un confinamiento radial, haciendo mas resistente la probeta
a la fuerza axial aplicada. Por esta razon la resistencia de las
probetas cortas es mayor que la resistencia de las probetas
con mayor longitud. También se observa que la resistencia
no es la misma para elementos de forma similar, pero de
tamafios diferentes.

Al ensayar probetas con la misma relacion ancho/altura pe-
ro de diferentes tamarios, se observa que en los tamafios
mas grandes la resistencia es menor, esto se explica debido
a que la rotura se origina como resultado de una extensién
progresiva de micro-grietas internas del material, es decir al
aumentar el tamafio (volumen), se incrementa por ende la
probabilidad de que existan mas fracturas de tamafio y
orientacion critica, las cuales ayudan a que se desarrolle el
agrietamiento con mayor facilidad.

2 Marco Teoérico

Se realiza usualmente el ensayo a la compresién simple para
materiales fragiles o quebradizos tales como rocas, el con-
creto y el hierro colado. Las muestras empleadas en estos
ensayos suelen estar preparados en forma cubica, cilindrica
0 prismaética, segun los requerimientos normativos del pais
donde se estén realizando los ensayos.

Las condiciones de resistencia dependen no solamente del
material y de las solicitaciones, sino ademas de la forma de
la estructura. La forma mas exacta de estudiar la resistencia
del concreto consiste en someter a la rotura una pieza idén-
tica o semejante, lo cual sélo es posible en algunos casos
cuando se trata de estructuras pequefias, 0 que se vayan a
construir en gran ndmero. En la mayoria de los casos es
preciso prescindir de la forma y se recurre a ensayar estruc-
turas simples de material. Estas estructuras son las probetas
que se utilizan para analizar los modos de resistir solicita-
ciones primarias, los resultados obtenidos de las muestras
nos dan indices del comportamiento del material e incluso
pueden llegar a definirlo, pero hay que interpretarlos en ca-
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da caso de aplicacién, pues pueden no corresponder con las
mismas condiciones de resistencia.

Como resultado de muchas investigaciones se ha determi-
nado que el tamafio mas pequefio de probeta que sea repre-
sentativo de la resistencia del concreto es la que cumple con
la relacion altura/ancho igual 2, (2:1), relacion adoptada por
el Instituto Americano del Concreto (American Concrete
Institute, ACI Committee 318, 2005)considera probetas ci-
lindricas con 15 cm (6 pulgadas) de didmetro y 30 cm (12
pulgadas) de altura como probeta estandar. La Norma Ve-
nezolana (1753:2006) también considera éste cilindro como
probeta normal de ensayo.

Como resultado de estudios, se ha encontrado que la resis-
tencia de una columna de concreto cargada axialmente es
aproximadamente 0,85-f'c(Richart y col., 1928, Hognestad
1951), siendo f'c la resistencia a compresion promedio de
pares de cilindros estandar del5 cm de didmetro y 30 cm de
altura. La resistencia es ligeramente méas baja que la corres-
pondiente a un cilindro debido a la diferencia en la forma y
el tamafo del espécimen.

Es de hacer notar que el coeficiente de disminucion de la
resistencia es usado en general para todo tipo de elemento y
es un valor constante, cosa que no es del todo cierta, aunque
se observa una tendencia asintética en los graficos de los
ensayos de probetas con diferentes relaciones altura/ancho,
es decir para relaciones altura/ancho (H,/W,) mayores de 4
la relacion entre la resistencia de la probeta o,y la resisten-
cia patron f'c tiende aproximadamente a o, /f'¢=0,85.

El estudio de la resistencia del concreto se ha limitado, has-
ta ahora, a los valores obtenidos ensayando cilindros de 15
cm de diametro por 30 cm de altura con cargas de corta du-
racion. Para utilizar estos valores en el calculo de las estruc-
turas de concreto armado, es necesario verificar si dichas
determinaciones son aplicables, para ello se recurre a coefi-
cientes o factores de correccion que sirven para correlacio-
nar los valores medidos en probetas estdndar o patrén con
los correspondientes anchos y alturas reales, cosa que se
puede hacer mediante el uso de tablas que proporcionen la
influencia del tamafio y forma de la pieza o mediante el uso
de ecuaciones que permiten estimar la resistencia del ele-
mento estructural.

En este sentido los diferentes codigos proponen tablas en las
que se proporcionan coeficientes de correccién por influen-
cia de la forma y del tamafio de la pieza, estos factores dan
una idea de las equivalencias entre diversos especimenes a
falta de ensayos especificos para el caso particular de que se
trate.

Si bien la probeta normalizada es cilindrica con dimensio-
nes 15x30 cm, en otros paises se emplean probetas cubicas
0 prismaticas, resultando ventajoso disponer de factores de
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conversion. Sifuera necesario ensayar el concreto en probe-
tas no cilindricas, lo mejor opcién consistiria en acudir a
estudios de correlacion directos. Sin embargo, si esto no
pudiera ser realizado, entonces se puede emplear la siguien-
te ecuacion (Porrero y col., 2008):
Ry=KR (1)
Esta ecuacion relaciona el valor de la resistencia en probeta
cilindrica normalizada (Ry), con el valor obtenido en otro
tipo de probeta (R), a través de un coeficiente de correccion
(K), cuyos valores se observan en la tabla 1; esta fue publi-
cada en las Normas del Ministerio de Obras Publicas de
Venezuela, en 1967 (Porrero y col., 2008).

En caso de utilizar probetas cilindricas con diametro 15cm,
pero alturas inferiores a 30cm, se deberian multiplicar los
resultados obtenidos por los factores de esbeltez que sefiala
la columna (3) de la tabla 2.

Tabla 1. Factores de correccidn por tipo de probetas
(Porrero y col., 2008)

Tipo de probeta Dimensiones (cm) Valor de K
Cilindrica 15x30 1,00
Cubica 10x10x 10 0,80
Cubica 15x15x 15 0,80
Cubica 20 x 20 x 20 0,83
Cubica 30x30x30 0,90
Prismatica 15x15x 45 1,05
Prismatica 20x 20 x 60 1,05

Estos factores figuran en la Norma Venezolana Concreto
Endurecido Método para la Extraccién y Ensayo de Nucleos
y Viguetas, Proyecto FONDONORMA 345(R), los cuales
son usados para corregir los resultados de los ndcleos ex-
traidos. En la misma tabla 2 se incluyen como importante
ayuda adicional, las columnas (2) y (4) en donde se dan los
factores correctivos por esbeltez, para probetas cilindricas
de diametro 10 cm y 25 cm, respectivamente (Porrero y
col., 2008).

Tabla2. Factores de correccion por esbeltez(FONDONORMA 345R)

(1) (2) | (3) | (4)

Relacion de Valores de K*

longitud al

didmetro del d=10cm d=15cm d=25cm

cilindro

2,00 0,97 1,00 1,05
1,75 0,96 0,99 1,04
1,50 0,94 0,97 1,02
1,25 0,91 0,94 0,99
1,00 0,88 0,91 0,96

Auncuando se acaten cuidadosamente las especificaciones y
el proceso sea realizado por operadores experimentados, los
resultados que se obtengan no seran uniformes. Siempre
existe dispersion entre los datos, como en cualquier proceso

198

de medicion. Estas dispersiones pueden ser inherentes al
tipo de ensayo, errores accidentales o0 a la no uniformidad
del material ensayado.

(Neville 1966) como resultado de sus investigaciones pro-
pone la siguiente relacion entre la resistencia de una probeta
cualquiera y una probeta estandar:

Ocp Wo
0,560,697 |[———| ()
H

f'c

6Hp

Donde: V, Wp y H, son el volumen, ancho y altura de la
probeta, f'c es la resistencia de la probeta estandar y o, es
la resistencia a estimar de la pieza.

Se observa la tendencia a proponer ecuaciones que tomen
en cuenta el volumen y la geometria de los especimenes.

3Procedimiento Experimental
3.1 Preparacion de las probetas

El agregado grueso se selecciond con un tamafio maximo de
3/8”’, debido a que se fabricaron probetas de 5 cm., de an-
cho. El agregado fino corresponde al pasante del tamiz No.
4, ambos agregados son provenientes de la poblacion de
San Rafael de Tabay, en el Estado Mérida.

Se estimo para estos agregados la siguiente relacion en pe-
S0:

Cemento: Agua: Arena: Piedra = 1: 0,64: 1,60: 3

La mezcla que se describe fue preparada con un alto grado
de control en las proporciones entre los componentes.

Para la elaboracion de las probetas se siguieron las reco-
mendaciones del comité conjunto del concreto armado de la
Norma Venezolana (1753:2006).

Como probeta de referencia se tomo el prisma con relacion
altura/ancho 2:1, (ancho a=15cm, y altura H=30cm). Se fa-
bricaron un total de 30 para determinar la resistencia pro-
medio o, del concreto.

Igualmente, es importante destacar que la velocidad de apli-
cacion de la carga juega un papel importante en relacién
con la resistencia final del material, por esta razén no se
modificd, manteniéndose constante durante la realizacion de
todos los ensayos.

Otro factor influyente en la resistencia es el centrado de la
probeta en la maquina de ensayo, toda excentricidad, sea
mecénica o0 geométrica, indicar una caracteristica resistente
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del material menor de la verdadera, en este sentido se pro-

curd que existiera paralelismo entre las caras de las probetas Compresnon Uniaxial

en contacto con la maquina universal, ademas se colocaron H/B Vs de / ’cp
a las probetas, capas delgadas de capping (mezcla de azufre
y arena), que garantizan el paralelismo entre dichas caras. dop 18 - o
28 1
Los resultados de los 248 ensayos de probetas de concreto j j
realizados en el laboratorio se muestran en las tablas 3 a 7. W8 - 1
y I . |
4Discusion y Resultados " 1
1.4 5 |
La resistencia media o', de treinta prismas de 15cm de an- 3 .‘,L _ j I
R | HF o 3

- o
cho por 30cm de altura, ensayados en el laboratorio a com- [ i 1’- . § ‘
presion uniaxial, resulto ser: | LA | G- ;
4 5 %
- . + *

-

6';,=265,77 kg/em?

06 | S— A L A L | I § 1 i ' Jd
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 6 65 6
La desviacion estandar:D.E.=11,76 kg/cm? H/B
El coeficiente de variacién: v=4,425%
El coeficiente de variacion bajo nos indica que existe poca PROBETAS PRISMATICAS
dispersion por lo que la calidad del concreto en los diferen- © 10410 v 20420 % 7.8.7.5 0 Be§

tes volUmenes preparados, es similar.
d'cp « 285,77 Kg/cm2 ( probeta 15 + 30 )

Al observar los resultados de los ensayos de las probetas
con diferente geometria se aprecia que existe la clara ten-
dencia de aumentar la resistencia cuando la relacion altu-
ra/ancho disminuye y ademas se pudo observar que a medi-

Figura 1. Resultado del ensayo de compresion de probetas
prismaticas con altura variable.

da que Se d|Sm|nUyO el anChO de Ia prObeta' Ia reSIStenCIa TABLA 3. RESULTADO DEL ENSAYO DE COMPRESION UNIAXIAL EN PROBETAS PRISMATICAS DE
aumento. 15 cm DE ANCHO x 30 CM DE ALTURA
CARGA ESFUERZO DESVIACION
: : : : PROBETA a PESO DE RO- DE ROTURA RESPECTO A
Con el objeto de uniformizar los resultados, poder analizar- TURA Oer LAMEDIAD
los y establecer puntos de comparacion entre el universo de No. (em) @ ke) (Ke/em?) %
probetas ensayadas, se dividieron los valores de la resisten- 28 15,2 16995 | 62600 270,95 195
. o - 29 15,3 17186 61000 260,58 -1,95
cia maxima de cada probeta (ccp) por el promedio de la re- % 52 6205 T 61800 267,49 065
sistencia de las probetas prismaticas con relacion altu- 5 15,0 16900 | 60000 266,67 034
. . e 56 14,9 16350 57200 257,65 -3,06
ra/ancho 2:1 y de dimensiones estandar 15 cm x 30 cm, = 148 16200 | 55900 255.20 398
(G'Cp)' 83 15,1 17000 61500 269,73 1,49
84 15,2 17100 62300 269,65 1,46
85 15,1 16950 59800 262,27 -1,32
H 222 15,2 17200 61000 264,02 -0,66
Enla F_|gura 1, se muestra el total de Ia}s probetas ensayadas, = o Tea00 050 Seoon 570
en el eje de las abscisas se observan diferentes valores de la 335 15,1 16810 | 56750 248,89 6,35
relacién altura/ancho (H/W) y en eleje de las ordenadas es- 336 15,0 16603 | 56950 258,11 4,76
, . . . . L. 337 15,0 16709 62900 279,56 5,19
tan los valores de resistencia relativa a la probeta prismatica 338 15,0 16800 | 59500 264,24 20,50
estandar (o4,/0'; ). o 105 seom0 | swow | pemn o
341 14,8 16500 55000 251,10 -5,52
El siguiente paso consisti6 en ajustar mediante una ecuacion = TR T BT v o8
los valores representados en la Figura 1, buscando un mode- 344 15,0 16815 | 57000 253,33 4,68
Agt 345 15,0 12551 56750 252,22 -5,10
lo matematico que se adecuara razonablemente a los datos T 149 e T o300 Y6l 230
experime ntales. 347 15,2 17200 65800 284,80 7,16
348 15,0 16600 61900 275,11 3,51
349 14,8 16310 55250 252,24 -5,09
350 14,9 16200 56600 254,94 -4,07
351 15,1 16750 63450 278,28 4,71
352 15,0 16787 59950 266,46 0,26
353 15,1 16928 61750 270,82 1,90
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20 cm DE ANCHO Y ALTURA VARIABLE

TABLA 4. RESULTADO DEL ENSAYO DE COMPRESION UNIAXIAL EN PROBETAS PRISMATICAS DE

225

10,0 x 10,0 59,80

14324

23100

231,00

297

9,90x10,3 60,0

14250

24600

241,25

TABLA 6. RESULTADO DEL ENSAYO DE COMPRESION UNIAXIAL EN PROBETAS PRISMATICAS

PROBETA SECCION ALTURA PESO CARGADE | ESFUERZODE DE 7,5 cm DE ANCHO Y ALTURA VARIABLE
o ROTURA ROTURA Ocp
ESFUERZO DE

No. {em x em) (cm) (&r) (Kg) (Kg/cm?) PROBETA SECCION ALTURA PESO C:gTGSR'ZE ROTURA Gicp
182 20,0x 19,9 11,16 10885 196000 492,46 axa

89 20,1x 19,80 13,50 12750 154200 387,46 No. em x cm) (em) (er) kel (Ke/em?)
309 20,0x 20,0 15,80 14675 156000 390,00 16 75x75 3.30 156 25900 260,44
219 19,8x 20,0 16,00 14987 121600 307,07 75 75x7.7 6,60 301 22950 432,03

48 20,0x 20,0 18,00 16894 120900 302,25 9 76x7.7 7.40 929 21800 374,24
116 20,0x 19,0 18,00 16016 122400 322,11 o5 75x76 7.40 908 21750 38158

81 20,1x19,9 19,80 18775 131400 328,51 % 74x76 750 919 22100 392.96
183 20,2x 20,0 20,00 18812 148000 366,34 228 7ax76 7,60 985 21500 282,29
184 20,1x20,0 20,00 18950 139000 345,77 7 73x7.7 10,60 1363 18600 330,90
310 20,1x 20,0 20,00 18685 137000 340,00 n 75x7.6 14,90 2025 17100 300,00
185 20,0x 19,8 19,90 18627 145000 366,16 1 75x7.7 12,80 2038 16200 283,98
186 19,9x19,9 19,90 18654 138000 348,48 757 75x7.7 15.00 2022 16800 290,91
330 20,0x 20,0 20,00 18700 121700 304,25 258 76x7.6 15,00 2047 17500 302,98

82 20,0x19,9 20,00 19098 128600 323,12 1 74x76 15.00 2037 17000 302.28
221 20,0x 20,0 20,80 18692 116600 291,50 16 75x75 15,00 2090 16500 293,33
135 20,0x 20,0 38,00 36200 108600 271,50 227 75x75 15,00 1015 16300 289,78
217 20,0 20,1 39,70 37300 93800 233,33 259 77x76 16,00 2196 17050 29135

80 20,2x19,8 39,80 37800 104600 261,52 129 75x75 21,50 2865 14600 259,56
331 20,0x 20,0 39,90 37650 103400 258,50 130 75x75 21.50 2825 14200 256,00

32 19,6 x 20,2 39,80 37400 97000 245,00 178 74x75 21.50 2779 13600 245,06
218 19,80 x 20,2 40,00 37850 107500 268,78 1428 75x75 22,50 3023 14750 262,22

31 19,50x 19,6 39,50 38100 104000 272,11 260 75x75 22.50 3080 14750 26222
220 20,0x 20,0 59,90 57300 86600 217,00 176 74x75 22,50 3071 15600 281,08
134 20,0x 20,0 60,00 57000 109600 274,00 200 75x75 2270 3093 15500 275.56
333 20,0x 20,0 60,00 57500 93150 232,88 315 76x7.6 28,00 3822 14000 202,38
239 20,2x19,9 60,40 57300 95000 236,33 78 76x7.6 30,00 2090 13950 201,52
332 20,0x 20,0 80,00 75580 85000 212,50 188 75x75 29,80 2066 13600 24178
269 20,0x19,8 80,00 77400 87200 220,20 79 73x7.6 30,20 2000 14800 266,76

47 19,50 x 20,2 80,00 75400 84400 214,27 312 77x7.7 25,00 6065 14000 236,13
117 20,0x 19,0 80,00 73800 90000 236,84 57 75x7.6 24,20 6025 13100 229,82

229 7,6x7,7 45,10 5961 12600 215,31
TABLA 5. RESULTADO DEL ENSAYO DE COMPRESION UNIAXIAL EN PROBETAS PRISMATICAS DE ;;: ;: : ;'2 ::’gg :;:: i::zg ;i:':;
10 cm DE ANCHO Y ALTURA VARIABLE X7 ’ d
CARGA DE ESFUERZO DE
PROBETA SEE‘;'SN ALTURA PESO ROTURA ROTURA Ocp TABLA 7. RESULTADO DEL ENSAYO DE COMPRESION UNIAXIAL EN PROBETAS PRISMATICAS DE

No. (cmx om) (cm) (&) (Ke) (Ke/em?) 5 cm DE ANCHO Y ALTURA VARIABLE
127 9,8x 10,1 3,50 792 40500 409,17 cARGADE | ESFUERZODE
226 9,8x 10,0 4,00 904 41200 420,41 PROBETA SECCION ALTURA PESO ROTURA ROTURA G
216 10,0x10,0 4,10 1000 43500 435,00 axa »
5100100 1000 | gm0 ses00 | aes00 N | mxem | em | @ | e L wger)

91 10,0 x 9,90 10,10 2300 33500 338,38 3288 x5l 220 128 13750 52864

92 10,0x 9,80 10,10 2325 34900 356,12 274 31x5.2 250 170 14250 237,33
182 10,0x10,1 10,00 2428 34600 342,57 273 50%52 2,50 160 13750 52885
183 10,0x 10,0 9,90 2408 35640 356,40 322781 ;i z ii ;V:g 122 leggg 2?7’(8)'23
214 10,0x10,0 9,80 2332 33300 333,00 o : :
S YT N T3 N5 7 B 777 5 N W Y- 7 T Y

88 10,0x10,0 12,90 2900 30900 309,00 o : .

75 10,0x9,80 16,00 3730 30600 312,25 290 22X5.0 200 303 10200 39231
287 9,90x9,90 16,00 3833 30000 306,09 ; i’gz i'g 2'83 gg ;ggg zié'gg
263 10,4 x 9,80 20,10 4692 29800 292,39 e : :
313 10,0x10,0 20,00 4715 28400 284,00 23 i’gz i'g 2'83 gég Zzgg zgg'gg
41 10,1 x 9,60 19,90 4537 29100 300,12 == : :

i os0uio1 | a0 | aeo |0 | aees o1 soco [ s T e | s [ asaco
T

,2X9, , ,
223 9,90x 10,0 20,00 4627 28200 284,85 182 i’gz i'g 2'83 ggi Z;gg zzg'gg
261 9,90x 9,90 20,00 4630 26850 273,95 == : :
262 10,0x9,80 20,00 4625 27000 275,51 110 20x5.0 2,00 308 9050 362,00
144 5,0 5,0 5,00 317 9100 364,00
B

93 10,0 : 100 29,90 6985 26400 264,00 149 50x5,0 500 32 8600 344,00
264 9,90x 10,1 30,00 6941 25550 255,53 130 20x5.0 3,00 318 8950 336,00
311 10,0x 9,90 30,00 7253 26900 271,72 151 20x5.0 3,00 318 9200 368,00

165 5,0 5,0 5,00 287 8400 336,00

124 9,80x 9,90 30,10 6882 24300 250,46 e SOx50 5,00 o5 700 348,00
125 9,80x 9,90 30,30 6388 23900 246,34 o Sore0 200 o 2550 31200
126 9,90x 10,0 30,00 7060 24300 245,45 16 SOx50 =00 2% 2100 3200
133 10,0x10,1 30,00 7206 27250 269,80 : : :

76 10,0 9,80 40,00 9245 26500 270,41 169 20x5.0 3,00 290 810 326,00

77 10,0x10,0 39,80 9458 26900 269,00 gg i’g: :'g g'gg 222 Zzgg g:é'gg
i
132 10,2 x 9,90 60,00 14215 24850 246,09 234 20x5.0 2,00 308 7950 318,00
185 9,80x 10,2 59,80 14324 24700 247,10 235 30x50 2,00 302 9500 380,00

200
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236 5,0x5,0 5,00 306 9200 368,00 241 5,0x5,0 30,50 1831 7350 294,00
237 5,0x5,0 5,00 302 8800 352,00 242 5,0x5,0 30,50 1844 7000 280,00
238 5,0x5,0 5,00 303 9000 360,00 196 5,0x 5,0 30,50 1869 7000 280,00
201 5,0x5,0 5,00 290 8100 324,00
202 5,0x5,0 5,00 287 8000 320,00
203 5,0x 5,0 5,00 311 8500 340,00 TABLA 8. VALORES DE LA RESISTENCIA PROMEDIO(U'CP)VDE LAS PROBETAS CON
204 5,0x5,0 5,00 312 8100 324,00 RELACION Hp:Wp=2:1
205 50x5,0 5,00 310 8250 330,00 PARA LOS DIFERENTES ANCHOS
206 5,0x5,0 5,00 308 7900 316,00
i:g 21 X zi ?18 282 19‘;55%0 ‘3‘3:';9) RELACION RESISTENCIA MAXIMA PROMEDIO
,1 x5, , , ' 2
140 5,0x 5,0 6,10 385 7640 305,60 Hp / Wp (cm/cm) ( N cp)v(kg/cm )
200 5,0x5,1 9,90 599 7500 294,12
18 5,0x5,0 9,90 625 7700 308,00 10/5 302,81
17 5,0 5,0 10,00 612 7500 300,00 15/75 294,33
19 5,0x5,0 10,00 612 7750 310,00 20/10 284,00
20 5,0x5,0 10,00 597 7850 314,00 30/15 265,77
119 5,0x5,0 10,00 596 7800 312,00 40/ 20 258,71
120 5,0x5,0 10,00 586 7600 304,00
121 5,0x5,0 10,00 589 7200 288,00
122 5,0x5,0 10,00 585 7150 286,00 4.1 Ajuste lineal con correccidn exponencial por cambio de
123 5,0x5,0 10,00 588 7250 290,00 tamario del espécimen
179 5,0x5,0 10,00 622 7750 310,00 p
180 5,0 5,0 10,00 639 7650 306,00
181 5,0x5,0 10,00 630 7250 290,00 e .
254 5,0 5,0 10,00 620 7750 310,00 Se Supone, especmcamente, que:
255 5,0 5,0 10,00 605 7350 294,00
256 5,0x5,0 10,00 605 7750 310,00 o W
250 5,0 5,0 10,00 567 7650 306,00 s U A+B- P (3)
118 5,1x5,0 14,10 840 6800 266,66 Gl H
299A 5,1x5,0 14,90 936 7500 294,12 cp p
300A 5,1x5,0 14,90 939 7250 284,31
136 5,0x5,0 14,90 920 6050 242,00 H H
= Tixis 149 0 o 25010 Donde, W,yH, son el ancho promedio y altura respectiva-
64 50x5,1 15,10 915 6700 262,74 mente de la probeta prismatica en cm.
139 5,0x5,1 15,10 913 6700 262,74
2998 5,1x5,0 15,10 930 7550 296,08 3 . i
3008 51%5,0 15,10 955 7050 276,47 Ay B, son parametros a determinar por el método de los
65 5,0 5,0 15,00 903 6500 260,00 .
138 5,0x5,0 15,00 917 7200 288,00 minimos Cuad rados'
253 5,0 5,0 15,00 925 6400 256,00
178 5,0x4,9 14,90 929 7650 312,25 -z .
o 2 oxas 1500 o o e Pa}ra' el total de 248 ensayos a compresion simple, se deter-
137 5,0%5,0 15,30 930 6750 270,00 mino: A =0,80y B =0,40.
317A 50x5,1 19,60 1195 6350 249,02
280A 5,0x5,0 19,50 1201 6500 260,00 ., . .
239 5,1x5,1 19,90 1223 7000 269,13 Quedando la ecuacién (3) de la siguiente manera:
318B 5,0x5,0 19,60 1175 6150 246,00
279A 5,0x5,0 19,70 1215 7000 280,00
240 51x5,1 20,10 1221 6500 249,90 , Wp
320 50x5,0 18,80 1201 6200 248,00 Oep =O'cp’ 0,8+0,4- H— 3)
198 5,0x5,0 19,90 1199 6500 260,00 P
9 5,0x5,0 20,00 1233 7200 288,00
67 5,0x5,0 20,00 1215 6200 248,00 R
68 50x50 20,00 1222 6150 226,00 En la tabla 8, se presentan los valores promedio (¢',) de la
69 5,0x5,0 20,00 1205 7650 306,00 H H Hr4 _ .
5 S0X50 20,00 00 200 25600 re3|stenc!a de las prob_etas con relacion Hp / Wp=2:1,co-
321 5,0x5,0 20,00 1194 6600 264,00 rrespondiente a los diferentes anchos (volimenes) ensaya-
322 5,0x5,0 20,00 1182 6450 258,00 dOS'
70 5,0x5,0 22,00 1230 7200 288,00 "
282 51x5,1 30,40 1890 7250 278,74
319 51x5,1 30,40 1865 6500 249,90 . . .
194 5,0x5,0 29,90 1857 6850 274,00 Wp(5, 7’5’ 10’ 15 y 20 Cm)
195 5,0x5,0 30,00 1865 6100 244,00
316 51x5,0 30,50 1825 6850 268,63 Para los diferentes anchos se realizé el ajuste mediante la
4 5,0x5,0 30,40 1901 7350 294,00 . . ., .
112 50x5,0 30,40 1856 6300 252,00 S|gU|ente expresion exponenCIaI .
113 5,0x5,0 30,40 1830 5750 230,00
115 5,0x5,0 30,40 1848 6000 240,00
159 50x5,1 30,40 1902 7500 294,12 15 B
193 5,0x5,0 30,40 1859 6150 246,00 (G'Cp) :( (;'Cp)- — (kg/cmz) (4)
281 5,0x5,0 30,40 1880 7100 284,00 v Wp
301 5,0x5,0 30,40 1890 6450 258,00
302 5,0x 5,0 30,40 1877 6700 268,00
5 50x5,0 30,50 1878 7250 290,00 con: W, en (cm)y (G'Cp) en (kg/cmz)
33 5,0x5,0 30,50 1823 6100 244,00 A\
114 5,0x5,0 30,50 1866 6150 246,00
142A 50x5,2 30,50 1948 7500 288,46 ., . P Y
158 50x5.0 30,50 1879 6300 252,00 Se realizd un ajuste por minimos cuadrados y se determind
161 5,0x5,0 30,50 1899 7250 290,00 el eXpOnente (B)’ reSultal’ldO:
230 5,0x5,0 30,50 1834 5950 238,00
231 5,0x5,0 30,50 1826 5800 232,00
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B=0,125

por lo que la ecuacion (4) quedo de la siguiente forma:

(kg/cm?) 4)

0,125
15"
(o), =265,77 (W)

P

Sustituyendo la ecuacion (4) en la expresion (3), nos resulta
una ecuacion para calcular la resistencia de un espécimen de
concreto en funcion de la relacion ancho/altura y del tama-

fo:
ofw) foos)
Ocp =O'cp | = ,8+0,4 | —
cp cp Wp Hp

Con:W,, H, en (cm) y o', en (kg/cm?)

(kg/em?) (5

Por otro lado, se investig6 el grado de confianza que puede
tenerse de esta estimacion, utilizando la prueba t de student,
(t se determina para una probabilidad de excedencia del
10% y mas de 120 ensayos), tal que el valor real de la resis-
tencia o, se encuentra dentro del intervalo:

6ep- t(DE) < 6, < 6, + t:(DE) (6)

donde, DE es la desviacion estandar de los valores observa-
dos. Los limites de confianza son:

Ogptt: (DE)chp_t' (DE)(7)

Se procesaron todos los ensayos y se realizo el calculo de
todos los parametros, resultando:

DE=25,23 kg/cm?, t=1,645

Los limites de confianza de la expresion (5) quedaron en;
Ocp= [chi4 1,5 0] (kg/cm?)
4.2 Ajuste exponencial

Se propone la siguiente expresion para realizar el ajuste en
funcidn de la geometria de las probetas:

G, (Wp)
cp Wi
¢ (HP)B
i

donde: W, y H, son el ancho promedio y la altura respecti-
vamente de la probeta prismatica en cm.

®)

W, y H; son respectivamente el ancho y la altura de la pro-
beta de referencia de (15 x 30) cm.

a y B son parametros a determinar por el método de los mi-
nimos cuadrados. Con la base de datos de los 248 ensayos,
se obtuvo:

0=0,089 y =0,231

guedando la ecuacion (8) de la siguiente forma:

W, 0,089
( )
15

cp~ Ocp’ 1) 0231
)

®)

La expresion (8) permite estimar la resistencia en funcion
de la relacién ancho/altura conjuntamente con el tamafio del
espécimen, los datos (W, H,) se deben introducir en cm, y
el resultado de la expresion esta dado en kg/cm?.

Se investigé el grado de confianza que puede obtenerse a
través de esta estimacion, utilizando la prueba t de student,
resulto:

DE=29,23 kg/cm?, t=1,645
Los limites de confianza resultaron ser:

[0,,%48,08] (kg/cm?)

4.3 Capacidades de carga para diferentes secciones trans-
versales

Las expresiones propuestas anteriormente se refieren a ele-
mentos de seccién transversal cuadrada; se observa que se
ajusta mejor la ecuacion lineal con correccién exponencial
por cambio de tamafio del espécimen (5), ya que posee una
menor desviacion estandar y por supuesto los limites de
confianza de la expresion son menos amplios.

SN AEA Sl AL
cp cp Wp Hp

La relacion ancho/altura (Wy/H,) es adimensional y no re-
fleja el efecto de la forma de la seccion transversal, por esta
razon se propone corregir este pardmetro por un factor de
forma o, que tome en cuenta el perimetro de la seccion
transversal, tal como lo indica (Dreyer 1972).

(kg/cmz) 5)

En una probeta de seccion cuadrada de lado W, el area A
de la seccion transversal es:

A=W, W, ; W,=VA(9)

el perimetro de la seccidn transversal p correspondiente:
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p=4W, (10)
Se defini6 el pardmetro adimensional o, como el factor de
forma de la seccion transversal:

(11

Para la seccion transversal cuadrada, a = 1, valor que no
modifica la expresion (5), ajustandose perfectamente a este
tipo de seccion. La ecuacion modificada por el parametro o
gueda de la siguiente forma:

.
Gep =O'cp (

En la tabla 9, se muestran los diferentes valores de a, calcu-
lados con la ecuacion (11) correspondientes a diferentes
secciones transversales.

1 p

> " 0.8+0.4 W
p 9 b H

W p>~(x] (kg/em?) (12)

Con base en los ensayos realizados y a la ecuacion (12), se
propone la tabla 10, la cual contiene los coeficientes de
conversion (Q), los cuales son Utiles para determinar la re-
sistencia cuando se ensayan probetas diferentes de la pris-
matica de 15 cm x 30 cm, los resultados deben ser multipli-
cados por este factor.

Los limites se determinaron para un 90% de confianza, lo
que equivale a decir que existe la probabilidad de error del
10%.

El coeficiente de conversion () es un parametro muy im-
portante para la aplicabilidad de la expresion (12).

Se observa en la tabla 10 que para las probetas cilindricas
de 15 cm de diametro, el valor de Q = 0,975, es decir:

6'p =0,975 f'c (kg/cm?) (13)
Adicionalmente la ecuacion (12), se puede escribir en fun-
cién de la resistencia promedio de la probeta cilindrica es-
tandar f'co de cualquier probeta considerada estandar por el
usuario, de la siguiente manera:

- _P

CAN 0,8+0,4 hd
\ 7\ H

G =0,975-F ¢ (
p 14

) ~a] (kg/cm?) (14)
de una forma més general:

_P

5\ 0.8+0.4 [
b b H

WP P

Gcp =20y’ (— ) ~a] (kg/cm?) (15)
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Dondeo, es la resistencia media a la compresion uniaxial de
la probeta considerada estandar por el usuario de la ecua-
cion en (kg/cm?) y W, H, en (cm).

TABLA 9. VALORES DE (a) PARA VARIAS SECCIONES TRANSVERSALES SEGUN
DREYER [1]

FACTOR DE FORMA

FORMA DE LA SECCION TRANSVERSAL (@)

Cuadrada 1,000
Circular 1,128
Rectangular (a x 2a) 0,943
Rectangular (a x 4a) 0,800
Rectangular (a x 8a) 0,629
Rectangular (a x 10a) 0,575

TABLA 10. COEFICIENTES DE CONVERSION RESPECTO A LA PROBETA PRISMATI-
CADE15cmx30cm

TIPO DE DIMENSION COEFICIENTE DE CONVERSION
PROBETA (cm) VALORES LIMITES Q
Cilindro 15x 30 0,846 a 1,150 0,975
Cilindro 10x 20 0,810 a 1,084 0,927
Cilindro 5x10 0,750 a 0,980 0,850
Cubo 10 0,705 a 0,904 0,792
Cubo 20 0,761 a 0,999 0,864
Prisma 15x15x 30 - 1,000
Prisma 20x 20 x 60 0,947 a 1,344 1,111

5 Conclusiones

Esta investigacion aporta y discute nuevos criterios de ana-
lisis para la determinacidn de la resistencia a la compresion
uniaxial en el concreto.

Esta resistencia es una funcién de la composicion mineral6-
gica, de la granulometria, dosificacién, etc., ejerciendo
ademas gran influencia el tamafio y la forma del espécimen.
Esto implica que es posible estimar con un buen grado de
aproximacion la resistencia a la compresion del concreto en
funcion de la forma, tamafio y del tipo de probeta utilizada
en el ensayo de compresion uniaxial, empleando para ello
los coeficientes planteados en las tablas 9 y 10, conjunta-
mente con la siguiente expresién recomendada para fines

practicos:
15 >0,125

_— _P
Wp

i)

p

(kg/cm?)

Ocp =204’ < 0,8+0,4- (
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Resumen

Las redes sociales de aprendizajepermiten la integracion de las nuevas tecnologias en el aula de clases. En este caso de
estudio se seleccionod la red social de aprendizaje Edmodo, con el objetivo de evaluar su impacto en el estudiante universi-
tario y los posibles beneficios que generaria, en el proceso ensefianza-aprendizaje. A lo largo de un semestre académico
(18 semanas) se utiliz6 la red Edmodopara la comunicaciénpublica y privada entre el profesor y los estudiantes,y entre es-
tudiantes;envio de material educacional de apoyo; foros de discusion;asignaciones; manejo de las evaluaciones de los es-
tudiantes;encuestasypara el reconocimiento del trabajo de los estudiantes, entre otras actividades. Al terminar el periodo
académico, se evaluaron las ventajas y desventajas del uso de Edmodo. Esta evaluacion involucré un total de 71 estudian-
tes pertenecientes a dos asignaturas de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de Los Andes. Los datos recogidos son
producto de observaciones, entrevistas y encuestas. Se encontrd que un gran porcentaje de los estudiantes reconocen el be-
neficio que tiene el uso de esta red socialen su rendimiento académico e igualmente opinan que Edmodo es de facil acceso,
de uso amigable, incluyendo la carga y descarga de archivos. Un importante nimero de los estudiantes usarian Edmodoen
cursos futuros y valoran la estrategiahibrida de Edmodo combinado con métodostradicionales. Sin embargo,un porcentaje
significativo considera que la velocidad de la conexién a internet en Venezuela perjudica el uso de la red social de aprendi-
zajey se muestran vacilantes sobre usarlo paraexamenes en linea.
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1 Introduccion

Nunca antes una tecnologia habia tenido una in-
fluencia tan marcada en la sociedadcomo las Tecnolo-
gias de la Informacion y la Comunicacion (TIC). El
desarrollo del internet en las Gltimas décadas ha cambia-
do la manera en la que nos comunicamos, trabajamos,
compramos y estudiamos, influenciando ademas, mu-
chas de las actividades de los que tenemos acceso a ella.

Es una realidad que los estudiantes del siglo XXI
representan un desafio para la educacion actual, pues
han nacido o crecido bajo la influencia del uso de apli-
cacionesdesarrolladas para computadores y dispositivos
moviles, entre las que predominan en este momento, las
redes sociales.

La gran interrogante para la educacion y para el
aprendizaje es,;Como incorporar éstas las tecnologias al
aula de clase? Porque la educacion tradicional, sus mé-
todos y materiales didacticos no han sido actualizados
para atender a esta nueva generacion de aprendices.

Los beneficios de la incorporacién de las TIC en la
educacion ha sido un tema largamente estudiado por di-
versos autores. (Holmberg 1995), sefiala que la intro-
duccion de tecnologias de la informacién y comunica-
cién a la educacion proporciona mayor velocidad y
eficiencia al proceso de comunicacién y permite el acce-
S0 a un nimero mas extenso de fuentes de informacién
del que se proporciona a través de los medios tradiciona-
les.

Algunas preguntas imprescindibles que segun
(Marcet 2016), toda universidad del futuro se tiene que
hacer para lograr adaptarse a un mundo que dobla el ac-
ceso al conocimiento cada afio son: ;Qué contenidos de-
ben estudiarse? ;Por qué los organismos de acreditacion
de cada pais se empefian en defender programas nacidos
enun mundo enciclopédico que dejé de existir? En un
mundo dénde la capacidad de analizar datos crece expo-
nencialmente, ;como podemos continuar haciendo do-
cencia e investigacién al margen de esas herramientas?
No hablamos ya del imperativo de facilitar elaprendizaje
a los alumnos, hablamos de cémo los grupos de investi-
gacién usan estas herramientas y mejoran sus capacida-
des investigadoras.Los nuevos egresados competiran
con los robots.Buenanoticia,habrd que formarlos para
algo mas que rutinas manuales e intelectuales ;Como lo
vamos a hacer? ;Como facilitamos que cada uno cons-
truya competencias que tiendan a ser Gnicas?

Ante esas interrogantes las universidades y los do-
centes universitarios estan llamados a realizar grandes
cambios estructuralesque incrementen la motivacion en
los aprendices, que permitan “Garantizar una educacion
inclusiva, equitativa y de calidad y promover oportuni-
dades de aprendizaje durante toda la vida para todos”,
tal y como lo establecieron 193 Lideres mundiales al re-
dactar el Objetivo 4 (Educacién de Calidad), como parte
de los 17 Objetivos para el Desarrollo Sostenible
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(ODS)de laAgenda 2030 para el Desarrollo Sostenible,
aprobada en la Cumbre de las Naciones Unidas en el afio
2015.

En este sentido, (Lobo y col., 2011), afirman: “la
integracion de las TIC al proceso educativo, en sus dis-
tintos nivelesen los paises latinoamericanos y en particu-
lar en Venezuela, pasa no s6lo por resolver la enorme
brecha tecnoldgica que hoy los separa de los paises in-
dustrializados, sino, y quizds mas importante todavia,
por la elaboracién de un modelo adaptado a sus necesi-
dades y posibilidades, que permita un aprovechamiento
armanico y sustentable de los recursos didacticos inmer-
sos en la red y en las nuevas formas de educacion vir-
tual”.

Hasta ahora, el correo electronico y el uso de algu-
nas aplicaciones a través de las cuales se transfieren ar-
chivos, han sido las herramientas mas usadas con el fin
de incorporar las tecnologias de la informacién y comu-
nicacion en la educacion universitaria. Sin embargo es-
tas herramientas son de uso limitado y no incorporanel-
caractersocialde las herramientas con las que estan
familiarizadoslos estudiantes de este siglo.

El uso de plataformas virtuales genera un nuevo en-
tornoen el que eldocente cede su rol principal tradicio-
nal, elalumno pasa atener mayor protagonismoy su ac-
tuaciénpor lo tanto es mas activa que en la clase
presencial.

(Morduchowicz y col., 2010), sefialan que las redes
sociales son comunidades virtuales, es decir, platafor-
mas de Internet que agrupan a personas que se relacio-
nanentre si y comparten informacion e intereses comu-
nes.

Aprovechando las actitudes sociales de los estu-
diantes, se decidio utilizar una estrategia hibrida de en-
sefianza, combinando a lo largo de un semestre, y en dos
asignaturas de la Facultad de Ingenieria de la Universi-
dad de Los Andes, una red de aprendizaje con los méto-
dos educativos tradicionales.

Para seleccionar qué red social de aprendizajeutili-
zar, se analizaron diversas opciones, entreellas:
Schoology, My Big Campus y Edmodo. Se seleccion6
Edmodo. Especificar los criterios de seleccion de esta
plataforma no es el objeto de este trabajo, y no es lainte-
ncién del autor compararlacon otras redes sociales de
aprendizaje, sin embargo es oportuno mencionar que la
seleccion se basd enlo siguiente:

-La red de aprendizaje Edmodo es gratuita y su
uso es muy similar al de las redes sociales con
las que interactlan los estudiantes diariamente.
En laFig. 1 se muestra el aspecto de la pagina
de inicio.

- No es necesario realizar ninguna instalacion ni
configuracién en el computadorparaaccedera
ella.

- El ingreso a esta red de aprendizajerequiere de
menos de 2 minutos, en los que el usuario se
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identificard como Profesor o Estudiante y debe-
ra completar los datos basicos que el sistema
requiere.

- El profesor puede crear tantos grupos como
asignaturas estén a su cargo con un ndmero ili-
mitado de estudiantes.

- Los estudiantes pueden inscribirse en un nu-
mero ilimitado de clasesde manera simultanea.

[a)

Ultimos mensajes

0

Fig. 1. Ejemplo de una pagina de inicio de un Profesor en Edmodo.

Edmodo es una red social disefiada especialmente
para comunidades de aprendizaje.Fue fundada en 2008
en Chicago, Illinois,“cuando dos empleados del distrito
escolar se dispusieron a cerrar la brecha entre como los
estudiantes viven sus vidas y como aprenden en la es-
cuela”. Segin (Borg 2016), Edmodo fue creado para lle-
var la educacion al ambiente del siglo XXI.

Edmodo brinda un ambiente participativo de
aprendizaje donde estudiantes y docentes comparten re-
cursos de manera segura y colaborativa, y cuenta hoy en
dia con més de 66 millones de usuariosen el mundo, di-
ferenciados entre profesores, estudiantes y padres.

Laestrategiaconsistio en usar Edmodocombinado
con la clase presencial. El “BlendedLearning”, como se
conoce en inglés, es descrito por Niel Coaten (Bartolo-
mé 2004),como aquel modo de aprender que combina la
ensefianza presencial con la tecnologia no presencial.
Esta modalidad se ensefianzaesconocidatambién como
“Hibrida”. En todo caso el aprendizaje combinado pro-
pone un cambio gradual que incorpora mas sutilmente
las tecnologias al aula de clase, sobre todo ante institu-
ciones oeducadores resistentes al cambio.

Tener ciertas reservas o cuestionamientos sobre la
efectividad de estas estrategias novedosas y sobre las
consecuencias que tendran en el proceso educativoes
completamente valido. El uso de redes de aprendizaje
supone un importante compromiso del docente, quien no
solo deberd tener conocimientos y habilidades relacio-
nadas con las TIC, sino que sera responsable del disefio
de las actividades que se realizaran en la red ydebera

207

tener la capacidad de aprovechar la cantidad de informa-
cién disponible en internet y seleccionarla adecuada-
mente para compartirla con los estudiantes para el refor-
zamiento del proceso ensefianza- aprendizaje.

2 Metodologia

En este estudio se consideré una muestra de 71 es-
tudiantes de la Facultad de Ingenieria de la Universidad
de los Andes en el Estado Mérida, cursantes de las asig-
naturas Mecanica 10(tercer semestre de Ingenieria) y
Topografia | (cuarto semestre de Ingenieria Civil).

Durante un periodo académico de 18 semanas
(2015-2016), estas asignaturas se dictaron con el uso
combinado de la clase presencial y la red social de
aprendizaje Edmodo, que permitid:

- La comunicacion publica y privada entre el
profesor y los estudiantes; y entre los estudian-
tesa través de mensajes.

- El envio de material educacional de apoyo
(archivos, enlaces y videos).

- La gestion de asignaciones (tareas), con fecha
y hora limite de entrega.

- El manejo de las calificaciones del grupo de
estudiantes. Las calificaciones pueden mante-
nerse en la red o descargarse.

- La organizacion de una Biblioteca en la que
los estudiantes tuvieron acceso a material de
apoyo e informacion bésica de la materia.

- La construccion de foros de discusion.

- La planificacion de la asignatura con un ca-
lendario de actividades.

-La realizacion de encuestas.

- El reconocimiento del trabajo de los estudian-
tes a través de la entrega de insignias virtuales.
-La comunicacion con profesores y estudiantes
de todo el mundo.

- Descargar la aplicacion en dispositivos movi-
les.

Al ser ésta la primera experiencia con Edmodo en
estas asignaturas, no se tiene como fin demostrar un he-
cho o predecirlo. Se planteé como objetivo, al culminar
el periodo académico, evaluar el uso de esta red so-
cial,discutir las ventajas y desventajas,medirsu impacto
en el estudiante, y evaluar los beneficios generados en el
proceso ensefianza-aprendizaje.Paraellose aplicd una de
las técnicas masutilizadas para recabar datos en la in-
vestigacion cientifica: las encuestas.

Para el disefio de la encuesta se seleccion6 una es-
cala para medir actitudes y opiniones: la Escala de Li-
kert. (Likert 1932) desarroll6 una escala en la cual puede
medirse actitudes solicitandoles a las personas que res-
pondan a una serie de afirmaciones relacionadas con un
tema especifico.
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Estasafirmaciones o items se disefiaronsiguiendo
las recomendacionesde (Elejabarrietay col., 2010), quie-
nes sefialan que los items deben ser redactados de mane-
ra clara, sencilla, directa y simétrica, es decir,tanto de
manera positiva como negativay nunca en forma inte-
rrogativa. A cada uno de estos items se les solicitd una
respuesta, usando una escala de tipo aditiva, de la cual
se espera obtener el grado de conformidad del encuesta-
do.

La encuesta estd conformada por 13 items ya depu-
rados (luego de realizar una validacion de caso Unico)
que evallan la actitud respecto a dos aspectos: Uso de la
red social de aprendizaje Edmodo,con una escala con-
formada por 7 items con los que se pretende conocer la
experiencia del estudiante con el manejo de la platafor-
ma deaprendizaje y Edmodo en el aprendizaje, con una
escala conformada por 6 items que evaltan los benefi-
cios de la aplicacion de esta metodologia combinada
(Edmodo y clase presencial) en el proceso de aprendiza-
je del estudiante. Para ello se utiliza una escala tipo Li-
kert de cinco (5) opciones de respuesta: 1= Totalmente
de acuerdo, 2= De Acuerdo, 3 = Ni de acuerdo ni en
desacuerdo, 4= En desacuerdo y 5= Totalmente en
desacuerdo.

Al término del periodo académico, la encuesta di-
sefiada fue enviada a través de Edmodo a los estudian-
tes, usando un enlace que da acceso a un formulario que
ofrece de manera gratuitaGoogle (Fig. 2). La encuesta
se aplico de manera an6nima, con la finalidad de obtener
respuestas auténticas que reflejaran la actitud del estu-
diante ante el fenémeno estudiado.

Obtenidas las respuestas, se procedié a su procesa-
miento. Como la encuesta esta formada por items redac-
tados de manera positiva y negativa, fue necesario igua-
lar "totalmente de acuerdo" con un item favorable a
"totalmente en desacuerdo” con un item desfavorable.
Es decir, a los items desfavorables hay que asignarles
unas puntuaciones inversas (Elejabarrietay col., 2010).

Seguidamente se evalud la fiabilidad de la encuesta
mediante el coeficiente Alpha de Cronbach (indice de
consistencia interna), que presenta valores entre 0 y 1;
los valores cercanos a la unidad son aceptables ya que
indican que se trata de un instrumento fiable, es decir
que sus mediciones son estables y consistentes. Los da-
tos fueron procesados medianteuna hoja de calculo, ob-
teniendo un valor de 0,744, el cual es un coeficiente de
Cronbach“Aceptable” segliin las recomendaciones de
(George y col, 2003), (GliemR., y col., 2003).

3 Resultados

Como la escala de Likert es una escala aditiva, la
actitud favorable o desfavorable de los encuestados pue-
de interpretarse sumando las puntuaciones obtenidas por
cada uno de ellos en cada item. Otra forma de analizar
los datos de la escala de Likert es mostrando la distribu-

cién de las observaciones en un grafico de tipo circular.
Los resultados se presentan por separado para cada uno
de los aspectos evaluados: Uso de la red social de
aprendizaje Edmodo y Edmodo en el aprendizaje.

Uso de la red social de aprendizaje
Edmodo en las Asignaturas de
Educacion Universitaria: Mecanica 10
y Topografia l.
La siguiente encuesta tiene como finalidad conocer su experiencia utilizando al red de aprendizaje
Social Edmodo en el semestre B2015.
Los cinco niveles de respuestas serian

1. Totalmente en desacuerdo

2 En desacuerdo

3. Nide acuerdo ni en desacuerdo

4. De acuerdo
5. Totalmente de acuerdo

*Required

Es complicado unirse a |a red de aprendizaje social Edmodo *
1 2 3 4 5

o O O O O

Totalmente de
acuerdo

Totalmente en
desacuerdo

Fig. 2. Encabezado del formulariode Google Drive

Uso de la red social de aprendizaje Edmodo

Los 7 items usados para la evaluacion fueron los
siguientes:

1. Escomplicado unirse a Edmodo.

2. Es imprescindible poseer un celular inteligente
para el uso de la red de aprendizaje social Edmo-
do.

3. Es suficiente un computador con conexion a in-
ternet para tener una buena experiencia con Ed-
modo.

4. El uso de la red social de aprendizaje Edmodo es
complicado y poco amigable.

5. Subir asignaciones en Edmodo es un procedi-
miento sencillo.

6. La descarga de archivos en Edmodo es compli-
cada.

7. Lavelocidad de Internet en Venezuela perjudica
el uso de la red social de aprendizaje Edmodo.

La medicion de la actitud permiti6 identificar, que
el 86,11% de los encuestados estan Totalmente en
desacuerdooEndesacuerdocon la afirmacion “Es com-
plicado unirse a Edmodo”(item 1).Esta afirmacion fue
propuesta con el fin de conocer la experiencia de los es-
tudiantes en el proceso de ingreso o inscripcién en Ed-
modo. El resumen de los resultados puede verse en el
graficamente en la Fig. 3.
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Es complicado unirse a Edmodo

Totalmente de
acuerdo y de
acierdo
11,11%

Wide acuerdo/

i en
desacuerdo
2,78%

Totalments en
desacuerdo y en
desacuerdo
86,11%

Fig. 3. Resultados obtenidos para el item 1. (Uso de la red social
de aprendizaje Edmodo)

Para el segundo item consultado: “Es imprescindi-
ble poseer un celular inteligente para el uso de la red de
aprendizaje social Edmodo”, se obtuvo que el 38,89%
de los encuestados estdn Totalmente en desacuerdo o En
desacuerdo, mientras que el 22,22% estd De acuerdo o
Totalmente de acuerdo con esa afirmacion.

En cuanto al item 3: “Es suficiente un computador
con conexion a internet para tener una buena experiencia
con Edmodo”, el 69,44% de los encuestados expresaron
estar estd Totalmente de acuerdo o De acuerdo, mien-
tras que el 22,22% no lo esta. Este item y el anterior, es-
tan relacionados con el hecho de que Edmodo puede ser
descargado como aplicacion en celulares inteligentes.

La mayoria de los estudiantes (83,33%) estuvieron
En desacuerdo o Totalmente en desacuerdo con el item4
“El uso de la red social de aprendizaje Edmodo es com-
plicado y poco amigable”, mientras que el75% estd De
acuerdo o Totalmente de acuerdo con la afirmacion si-
guiente (item 5): “Subir asignaciones en Edmodo es un
procedimiento sencillo”.

El 86,11% de los estudiantes encuestados estan To-
talmente en desacuerdo o En desacuerdocon el item 6:
“La descarga de archivos en Edmodo es complicada”,
solo el 8,33% consideran la descarga de archivos com-
plicada.

Siguiendo con los resultados relacionados al uso de
Edmodo, se observd que la respuesta obtenida al item 7:
“La velocidad de Internet en Venezuela perjudica el uso
de la red social de aprendizaje Edmodo” fue que el
47,22% de los encuestados esta De acuerdo o Totalmen-
te de acuerdo con esa afirmacién, sin embargo un
13,89% no esta ni De acuerdo ni En desacuerdo.Un re-
sumen de todos los resultados obtenidos por item para
este apartado, se presenta en la Tabla 1.

Finalmente, para evaluar la actitud que en general
tienen los encuestados respecto al manejo de la red so-
cial Edmodo, al sumar la escala de Likert de 7 items con
sus puntuaciones respectivas, se obtuvo un total de 982
puntos, siendo 1260 y 252 puntos los valores maximo y

minimo para una actitud favorable y desfavorable ideal
respectivamente.

Edmodo en el aprendizaje
Se usaron los siguientes 6 items en esta evaluacion:

1. El uso de la red social de aprendizaje Edmo-
do ayuda a la mejor comprension de los con-
tenidos de la asignatura.

2. Considero que las actividades realizadas en
Edmodo me ayudaron en el rendimiento
académico en la materia.

3. Considero innovadora la manera la manera
en que el profesor combina la clase presen-
cial con el uso de Edmodo.

4. Estoy dispuesto a utilizar Edmodo en futuras
asignaturas.

5. Edmodo me permite comunicarme con el
Profesor y otros estudiantes de manera efec-
tiva.

6. Estaria dispuesto a realizar examenes en la
red social de aprendizaje Edmodo

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos por
item (Uso de la red social de aprendizaje Edmodo).
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1 .32 13,89 2,78 5.56 5.56
2 22722 16.67 38.89 5,56 16,67
3 5.56 2,78 2,22 13.89 55,56
4 66.67 16,67 5,56 0 11,11
5 2,78 8.33 13,89 27.78 4722
6 5833 2778 5.56 0,00 8.33
7 222 16,67 13,89 2222 25,00

En relacion al aprendizaje con Edmodo se present6
a los encuestados la siguiente afirmacion (item 1): “El
usode la red social de aprendizaje Edmodo ayuda a la
mejor comprension de los contenidos de la asignatura”,
para el cual el 58,33% contestd estar Totalmente de
acuerdo y De acuerdo.

Seguidamente para el item 2: “Considero que las
actividades realizadas en Edmodo me ayudaron en el
rendimiento académico en la materia”, el 66,67% de los
encuestados estan Totalmente de acuerdo y De acuerdo.

El 89,89% de los estudiantes encuestados conside-
ran innovadora la manera la manera en que el profesor
combina la clase presencial con el uso de Edmodo (item
3). Mientras que el 91,67% estaria dispuesto a utilizar
Edmodo en futuras asignaturas (item 4).
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Para el item 5: “Edmodo me permite comunicarme
con el Profesor y otros estudiantes de manera efectiva”,
el 83,33% de los encuestados respondieron estar De
acuerdo o Totalmente de acuerdo.

A la afirmacion “Estaria dispuesto a realizar exa-
menes en la red social de aprendizaje Edmodo” (item 6),
el 66,67% de los encuestados respondieron estar Total-
mente de acuerdo o De acuerdo mientras un 25% no es-
tarian dispuestos y un 8,3% no estan Ni de acuerdo niEn
desacuerdo (Ver Fig. 4). En la Tabla2 se resume los re-
sultados obtenidos por item.

Estaria dispuesto a realizar examenes en laved sodal de
aprendizaje Edmodo

Totalmente en
desacuerdo v en
desacuerdo

25%

Totalmente de
acuerdo v de
acuerdo
07%

\_Ni de acuerdo

ni en
desacuerdo
8%

Fig. 4. Resultados obtenidos parael item 6 (Edmodo en el apren-
dizaje).

Con el fin de medir la actitud de los estudiantes en
relacion al aprendizaje con la red social Edmodo, al su-
mar la escala de Likert de 6 items con sus puntuaciones
respectivas, se obtuvo un total de 889 puntos, siendo
1080 y 216 puntos los valores maximo y minimo para
una actitud favorable y desfavorable ideal respectiva-
mente.

4 Discusién

Este trabajo se desarrollé para conocer quéactitud
tiene el estudianteen relacién al uso de redes de apredi-
zajeen conjunto con la clase presencial tradicional;y
como estrategia para incorporar las TIC en el salén de
clases.

Para interpretar los resultados, la regla de medicion
para la escala de Likert es la siguiente: A mayor puntaje
mas positiva y favorable esla actitud, y a menor puntaje,
mas negativa y desfavorable resultard la misma. Los
puntajes intermedios expresan una actitud medianamen-
te positiva, neutra 0 medianamente negativa (Blancoy-
col., 2005).

Por las altas puntuaciones obtenidas se puede con-
cluir que la actitud de los estudiantes encuestados es po-
sitiva y favorable tanto para el manejo de la red social
como parasu aprendizaje con Edmodo, lo que permite

deducir que el impacto de esta experiencia en el alumno
fuealtamente positivo.

Ventajas del uso de Edmodo

Los estudiantes consideran innovadora la manera
como se combind la clase presencial con Edmodo, y se
mostraron abiertamente dispuestos a repetir la experien-
cia en futuras asignaturas, lo que supone que valoran las
grandes posibilidades que ofrece la estrategia hibridaen
su proceso de formacién.

Luego de analizar los resultados obtenidos enlasen-
cuestas, claramente destacan las siguientes ventajas del
uso de Edmodo desde el punto de vista de los estudian-
tes:

- El ingreso o inscripcion a Edmodo se realiza
de manera répida y sencilla.

-Es suficiente tener un computador con cone-
Xion a internet para desarrollar una asignatura
con Edmodo. Por otra parte, disponer de un ce-
lular inteligente, permite descargar la aplica-
cién y obtener notificaciones en tiempo real, lo
que parece ser una ventaja importante.

- Las actividades que se realizan a través de
Edmodo ayudan a la comprension de los conte-
nidos de la materia, lo que deberia reflejarse en
un mejor rendimiento académico.

- Edmodo se presenta como una plataforma de
uso sencillo y amigable.

- La carga y descarga de archivos es sencilla,
siempre y cuando la conexion a internet sea lo
suficientemente rapida.

- Edmodo permite una comunicacion efectiva
del estudiante con el Profesor y de los estudian-
tes entre si.

Sobre la labor del docente en Edmodo

Edmodo es un entorno con herramientas disefiadas
especialmente para el desarrollo de actividades acadé-
micas querequieren de un constante monitoreo, evalua-
cién y estimulo por parte del docente, quien ademas de-
be disefiar material instruccional y actividades que
permitan que el estudiante desarrolle la capacidad de
analizar y de comentar, y que fortalezcan el trabajo en
equipo, competencias que son dificiles de desarrollar por
las limitaciones de tiempo y recursos de la clase presen-
cial tradicional.

El estimulo al estudiante es una de las claves del
éxito para el aprendizaje en general. Igual sucede con la
estrategia Hibrida, en la que el profesor debe ser activo
y altamente participativo, ya que el estudiante debe sen-
tirse acompafiado en la experiencia, si se siente solitario
y sin guia dejara de interesarse.
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Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos
por item (Edmodo en el aprendizaje).
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Las insignias que Edmodo ofrece, y que el docente
puede otorgar a un alumno por un trabajo bien logrado,
como haber obtenido la mejor calificacién en una eva-
luacion, es una forma de estimulo que permite reconocer
su esfuerzo, lo que se traduce en satisfaccion personal
del estudiante y motivacion para él y para sus comparie-
ros de curso.

Las actividades que se realicen en Edmodo deben
tener cierta regularidad, no ser exageradamente frecuen-
tes pero tampoco ocasionales.

Beneficios de incorporar las TIC en el aprendizaje

En los casos en que las TIC se integran a procesos
formativos en los que se mantienenlas actividades pre-
senciales, estas tecnologias deberian contribuir a una
mejora de la calidad de la docencia (Chickeringy col.,
1996). Combinar la clase presencial con Edmodo permi-
te mayor flexibilidad:consélotener disponible un compu-
tador con conexion a internet, el estudiante puedetener
acceso a los contenidos de las clases cuando los necesi-
te, y si dispone de un teléfono inteligente, disponer de
ellos en cualquier momento.

Uno de los beneficios de este tipo de estrategias a
largo plazo,es la reduccion del namero de horas del cro-
nograma presencial, lo que permitiria al profesor tener
horas disponibles para realizar trabajos de investigacion
y extensién.En algunos paises se ha demostrado que el
aprendizaje combinado disminuye los costos de educa-
cién.Como sefialan (Benavides y col., 2007), la incorpo-
racion de las tecnologiaspuede suponer una nueva forma
de ensefianza a distancia, que posibilite llegar a zonas-
geograficamentealejadas,y reducir la falta de personal
cualificado, y al mismo tiempo, mejorar laformacion del
profesorado existente.
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Desafios de la Incorporacién de las TIC en el aprendi-
zaje

La incorporacion de las TIC a las aulas demanda la
formacion de los docentes, quienes mas alla del manejo
de un entorno virtual, deben tener conocimientos sobre
las metodologias que se deben aplicar y deben promover
los inevitables cambios curriculares consecuentes. Defi-
nitivamente la motivacion es el primer paso, el docente
debe tener la experiencia directa y percibir por si mismo
las potencialidades de la estrategia para asi realizar los
cambios necesarios.

Seesperaque este trabajo constituya un estimulo pa-
ra que otros docentes impulsen sus asignaturas aplican-
do nuevas estrategias de aprendizaje basadas en entor-
nos virtuales que permitan incorporar las tecnologias al
salén de clases, pues de momento, no existe un plan or-
ganizado por departamentos 0 por areas que tenga como
objetivo la inclusion de las TIC en las asignaturas.

5 Recomendaciones

En esta experiencia se evidencié que la velocidad
de internet en Venezuela puede afectar la carga y des-
carga de archivos, sobre todo cuando se trata de videos o
documentos extensos, y en definitiva podria afectar al-
gunas actividades en Edmodo, por lo que se recomienda
una buena organizacion de los lapsos de entrega de las
asignaciones, y la comunicacion constante entre el do-
cente y sus alumnos.

A pesar de que durante el periodo académico no se
realizaron examenes en Edmodo, la mayoria de los en-
cuestados expresaron estar dispuestos a realizar exame-
nes en linea. Sin embargo,un porcentaje no despreciable
(25%) opind en contra de esta posibilidad. En este senti-
do se podrian realizar algunas pruebas a modo de auto-
evaluacion, en las cuales se pueden analizar las condi-
ciones en las que deben realizarse los examenes en linea.

Al ser este estudio el primer acercamiento con una
red de aprendizaje, no fue posible analizar el efecto en el
rendimiento académico de manera comparativa, por lo
que se recomienda, luego de varios cursos continuos,
analizar el rendimiento de los estudiantes con y sin redes
de aprendizaje. lgualmente se exhorta a otros profesores
a dirigir estudios similares utilizando cualquier otro en-
torno virtual disponible.
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Resumen

Desde hace afios el hombre ha utilizado una variedad de materiales que derivan de procesos industriales, muchos de los
cuales son utilizados en nuestra vida cotidiana, sin embargo cuando la materia prima es modificada en exceso existe el pe-
ligro de que eso intervenga en el desequilibrio del medio ambiente. Uno de esos materiales son los polimeros, especifica-
mente el polipropileno, que es frecuentemente utilizado por las personas en sus distintas actividades diarias y no es aprove-
chado como material reciclable en parte del mundo, trayendo como corolario més contaminacion al medio ambiente. El
estudio se basé en la modificacion de dos mezclas asfalticas en caliente, con cemento asfaltico venezolano 60- 70 y grada-
cién segln norma COVENIN 200/87 tipo IV y M-19. La incorporacion de polipropileno reciclado se hizo por via seca en
distintos porcentajes, como parte del material pétreo, para lo que se estudiaron todas las propiedades indices y el compor-
tamiento mecénico de las mezclas patrén y modificadas, lo que permitié analizar comparativamente el comportamiento de
las mezclas modificadas con la patrén y definir la conveniencia del porcentaje de polipropileno reciclado a incorporar. La
adicion de polipropileno reciclado en estas dos mezclas demostrd que la Estabilidad aumenta considerablemente hasta al-
canzar valores que superan el 200%, las deformaciones disminuyen en un 16% hasta valores que no compromete el com-
portamiento deseado de una mezcla asfaltica para pavimentacién y los vacios se mantienen en los rangos aceptables esta-
blecidos por las normas para mezclas asfalticas.
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Sanchez y col.

1 Introduccion

Desde hace afios el hombre ha utilizado una varie-
dad de materiales que derivan de procesos industriales,
muchos de los cuales son utilizados en nuestra vida co-
tidiana haciéndola mucho mas cémoda, sin embargo
cuando la materia prima es modificada en exceso existe
el peligro que eso intervenga en el desequilibrio del me-
dio ambiente. Uno de esos materiales es el plastico, el
cual es frecuentemente utilizado por las personas en sus
distintas actividades diarias.

Con el crecimiento demogréafico a nivel mundial,
simultdneamente ha ocurrido el crecimiento de la indus-
tria que presenta sus productos en envases termoplasti-
cos, como por ejemplo, el polipropileno. Una gran parte
de estos termoplasticos son aptos para contacto con ali-
mentos y una minoria puede ser usada en aplicaciones
médicas o farmacéuticas, todos estos envases no son re-
tornables. De forma general podria decirse que el poli-
propileno no es aprovechado como material reciclable
en muchos paises, entre los que figura Venezuela, y
aunque diversos organismos e instituciones sin animo de
lucro han hecho campafias intensivas en las Gltimas dé-
cadas con el objeto de activar a los gobiernos en la dis-
ciplina del reciclaje, no se ha logrado el objetivo de li-
brar al medio ambiente de la contaminacidon de este
plastico, y por el contrario, a medida que transcurre el
tiempo la crisis aumenta.

Si bien, a nivel ambiental, los desechos plésticos
son una amenaza debido a su remota biodegradacion, se
intenta conseguir un uso apropiado de ellos. En el caso
de las botellas y tapas de plastico de polipropileno,
cumplen la funcién de almacenar un alimento o medici-
na en estado liquido o sélido, una vez cumplida su fun-
cién, éste es desechado, generando un problema de con-
taminacién al medio ambiente, pues estos envases
terminan depositados en mares, rios, parques, avenidas,
etc.

En este sentido, la conservacién ambiental del pla-
neta, estd estrechamente relacionado con un problema
social surgido por la utilizacién creciente del petréleo
como un todo, aunado a otras variables. Haciendo men-
cién al caso de Venezuela, el polipropileno se produce
en grandes cantidades en el pais, y luego de su utiliza-
cién existen pocas alternativas que brinden una solucién
para su disposicion final.

Existe entonces la necesidad de conseguir un uso
apropiado al polipropileno como desecho, es decir rehu-
sarlo de alguna manera; para eso Se propone incorporar-
lo como parte de las mezclas asfalticas, con el fin de mi-
tigar esta problemética ambiental creada por la
acumulacién de este material.

Actualmente existe la necesidad de producir mez-
clas asfélticas mas resistentes, con mayores estandares
de calidad en cuanto a estabilidad, deformaciones per-
manentes y vacios totales. La escasez de agregados pé-

treos naturales para la produccion de mezclas asfalticas
es una realidad presente en el area de pavimentos. Por
otro lado, la rata de crecimiento anual de los vehiculos y
las altas cargas impuestas por el transito, obliga al uso
de materiales con mayor eficacia, esto conlleva a la bus-
queda de fortalecer las propiedades de las mezclas asfal-
ticas.

Por lo antes planteado, en esta investigacion, lo se
propone es utilizar el polipropileno reciclado de alta
densidad, para que forme parte de los agregados que
constituyen una mezcla asféltica en caliente. El polipro-
pileno se utiliz6 por via seca en la mezcla como material
sustituto del agregado pétreo que conforma las mezclas
asfalticas tipo IV y tipo M-19.

2 Marco Teoérico
2.1 Mezclas Asfalticas Modificadas

Son mezclas que buscan tener un comportamiento
diferente para mejorar el comportamiento de las mezclas
asfalticas convencionales para la pavimentacion de vias.
Es una técnica que consiste en la adicion de agentes mo-
dificantes a los asfaltos o a los agregados, con el fin de
mejorar sus caracteristicas fisicas 0 mecénicas, y tener
un comportamiento diferente que supere el de las mez-
clas convencionales.

2.2 Método Marshall

Este método permite establecer el porcentaje de as-

falto 6ptimo para una combinacion dada de agregados
que cumpla a su vez con las condiciones de vacios, esta-
bilidad y flujo, establecidas en las normas.A continua-
cién se presenta una descripcion general de los procedi-
mientos seguidos en el disefio Marshall de mezclas
asfélticas normado AASHTO T 225 o ASTM D1559.
Las muestras son preparadas de la siguiente manera:
1. El asfalto y el agregado se calientan completamente
hasta que todas las particulas del agregado estén revesti-
das a una temperatura de 160 °C £ 2 °C. Esto simula los
procesos de calentamiento y mezclado que ocurren en la
planta.

2. Las mezclas asfalticas calientes se colocan en los
moldes pre-calentados Marshall como preparacion para
la compactacion, en donde se usa el martillo Marshall de
compactacion. La mezcla es compactada mediante 75
golpes por cada cara por tratarse de trafico pesado. Des-
pués de completar la compactacion las briquetas son en-
friadas y extraidas de los moldes.
3. Las briquetas son sometidas al ensayo de estabilidad y
flujo: El ensayo de Estabilidad esta dirigido a medir la
resistencia a la deformacion de la mezcla. El Flujo mide
la deformacion, bajo carga que ocurre en la mezcla.

Las briquetas son calentadas en bafio de Maria a 60

214



Cap. 25: Comportamiento de mezclas...

+ 1 °C. Posteriormente la briqueta es removida del bafio
de Maria, secada, y colocada rapidamente en el aparato
Marshall y la carga del ensayo es aplicada a una veloci-
dad constante de 51 mm (2 pulgadas) por minuto hasta
que la muestra falle.

Para completar el ensayo Marshall, se procede a
efectuar un analisis de Densidad y Vacios para cada se-
rie de briquetas.

Los vacios totales (Va) son los pequefios espacios
de aire que se encuentran entre las particulas de agrega-
do revestidas de asfalto. La densidad maxima teérica de
la mezcla, sin vacios, puede ser calculada mediante el
ensayo RICE (ASTM D 2041) efectuado sobre la mues-
tra de mezcla sin compactar.

Gmm — Gmb
Gmm

Va=Pa=100~* (Ecuacioén 1)

Donde,
Gmm: Densidad Maxima Teorica de la mezcla

Gmb: Densidad Especifica Bulk de la briqueta compac-
tada

Los vacios en el agregado mineral (VAM), definido
como el espacio inter granular de vacios que se encuen-
tra entre las particulas de agregado de la mezcla com-
pactada, incluyendo los vacios de aire y el contenido
efectivo de asfalto, y se expresan como un porcentaje
del volumen total de la mezcla. EI VAM es calculado
con base en el peso especifico del agregado y se expresa
como un porcentaje del volumen total de la mezcla
compactada.

Gmb*P .,
M(Ecuacmn 2)
Gbs

VAM =100

Donde,

Gmb: Peso especifico bruto de la briqueta compactada
Ps: % de agregado en mezcla

Gsh: Gravedad especifica bulk del agregado i

Los vacios llenados con asfalto (VLL) son el por-
centaje de vacios inter granulares entre las particulas de
agregado mineral (VAM) que se encuentran llenos de
asfalto.

VAM Va

VLL = *100 (Ecuacion 3)

VAM

Donde,
VAM: Vacios en el agregado mineral
Va: Vacios totales

El peso especifico bulk de la combinacion de agre-
gados (Gsb) resulta de la combinacién de los pesos es-
pecificados de cada agregado pétreo de la mezcla. Se
obtiene a través de la siguiente ecuacion,

%P1+ %P2+ ... + 2%6Pn
Gsb =
%P1 %P2 % Pn
+ + +
Gbl Gb2 Gbn

(Ecuacion 4)

Donde,
P1, P2, Pn: % de peso de cada agregado en la mezcla
Gbl, Gb2, Gbn: Peso especifico bulk de cada agregado

El peso especifico maximo de la mezcla (Gmm) es
la densidad tedrica méaxima DTM, la cual se obtiene a
través de la ejecucion del ensayo de Rice ASTM D2041,
el que consiste en sumergir una mezcla sin compactar en
un picnometro y extraerle el aire mediante la aplicacion
de un vacio parcial.

We -
Gmm= Dor{dsguacion 5)
Ws +Wo Wi w,: Peso de la mezcla
W;,: Peso picndmetro + agua + mezcla
W,: Peso picnometro + agua + mezcla

El porcentaje de asfalto 6ptimo de la mezcla se de-
termina a partir de los gréficos que relacionan el conte-
nido de asfalto con los vacios totales (Va), vacios en el
agregado mineral (VAM), vacios llenados (VLL), den-
sidad, estabilidad y flujo. Aplicando el método de la
Asociacion Nacional de Pavimentos Asfalticos (NAPA)
se determina el porcentaje de asfalto dptimo y se che-
quea que se encuentre dentro de los rangos establecidos.

En relacion a lo expuesto, las normas COVENIN
2000/87 establecen una serie de criterios que deben
cumplir para dar garantia del normal funcionamiento y
durabilidad de estas mezclas en la estructura de un pa-
vimento flexible. En la tabla 1 se presenta el resumen de
las propiedades indices y mecénicas para las mezclas
asfalticas densas en caliente.

Tabla 1: Especificaciones para mezclas asfalticas en caliente,
COVENIN 2000/87

Pr?rféieg:d Va | VAM | VLL | | Flujo
)| (%) | %) ' (1/100 ")
Especificaciones | 3-5|12-14 | 65-75| >2200 8-14
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2.3 Polipropileno

El Polipropileno (Nicholson 2006), es un material ter-
moplastico obtenido por la polimerizacion del propileno,
subproducto gaseoso de la refinacion del petrdleo y esta
formado de enlaces simples carbono-carbono y carbono-
hidrégeno perteneciente a la familia de las poliolefinas,
y se clasifica en funcién de su pureza y este a su vez en
funcién de la elasticidad y dureza, es decir:
i. Polipropileno homopolimero: Se denomina
homopolimero al polipropileno que se obtiene de poli-
merizar propileno puro. Se pueden dividir en tres tipos,
i.1. Polipropileno isotactico: Posee una alta cristali-
nidad entre 70 y 85%, gran resistencia mecanica y
tenacidad. Es el més utilizado hoy dia en inyeccién
de piezas y en extrusion de pelicula plana para fa-
bricar papel de envoltura, etc

i.2. Polipropileno atactico: Tiene una pegajosidad
de forma tal que permite adherirse en superficies
con presencia de polvo, por lo cual se utiliza como
goma en papeles adheribles o como base para los
adhesivos.

i.3. Polipropileno sindiotactico: Es poco cristalino y
mas elastico que el polipropileno isotactico pero
también menos resistente.
ii. Polipropileno copolimero: Se obtiene de la po-
limerizacion al conseguir afiadir de 5 a 30% de etileno.
Este posee mayor resistencia al impacto que el polipro-
pileno homopolimero. Se pueden dividir en dos tipos;
ii.1. Copolimero aleatorio: Es una mezcla de etileno
con propileno, se introducen en un mismo reactor
donde finalmente ambos resultan alterados.

ii.2. Copolimero en bloques: La polimerizacién del
propileno se ejecuta en un reactor y luego, en otro reac-
tor, se agrega etileno que polimeriza sobre el polipropi-
leno ya formado. Poseen una resistencia al impacto muy
alta.

El polipropileno (Biron 1998), tiene un peso espe-
cifico entre 0.89 g/cm?3 y 0,91 g/cm3, tiene gran resisten-
cia al stress cracking, tiene tendencia a oxidarse.

El punto de fusion del polipropileno de alta resis-
tencia (Mufioz 2003), esta por encima de los 171 °C.

2.4 Polipropileno reciclado de alta densidad

El reciclado del polipropileno (Cuyo 1998), consis-
te en recuperar y volver a transformar este material para
posteriormente utilizarlo en nuevas aplicaciones y que
existen dos tipos de reciclado, el mecanico y el quimico.
El reciclado mecéanico consiste en un proceso fisico en
donde los residuos plasticos o industriales son recupera-
dos, permitiendo su posterior utilizacién. Para facilitar la
identificacion y la posterior clasificacion de los distintos
plasticos de polipropileno se cred un cédigo internacio-
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nal con nimeros que identifica claramente cada tipo, el
polipropileno es totalmente reciclable y le corresponde
el nimero 5 en dicho codigo.

Adicionalmente, op.cit., establece dos formas de
reciclar el polipropileno y son las siguientes:

Reciclado quimico: Implica despolimerizacién
del polipropileno y reducirlo hasta sustancia quimicas
sencilla. El objetivo es recuperar materia prima basica
para ser utilizada en nuevos productos plasticos con las
mismas caracteristicas y propiedades de los materiales
virgenes. Dentro de este tipo de reciclado existen dife-
rente procesos para llevarlo a cabo, donde cada uno tie-
ne diferentes caracteristicas y costos.

Incineracion con recuperacion de energia:
aprovechar el alto poder calérico del polipropileno recu-
perando su energia, en forma de electricidad y/o calor, a
través de la incineracion en hornos especiales. Este pro-
ceso no implica mayor contaminacion ya que como resi-
duos gaseosos se obtienen didxido de carbono y vapor
de agua y los residuos liquidos se tratan en plantas de
tratamiento de efluentes.

Las etapas del reciclado primario del polipropileno
(Porto y col., 2009), es un procedimiento que se lleva a
cabo a través de cuatro pasos que se resumen a conti-
nuacién:
. Separacién: Los métodos de separacion pueden
ser clasificados en separacion macro y micro. La separa-
cién macro se hace sobre el producto completo usando
el reconocimiento optico del color o la forma. La micro
separacion se hace por una propiedad fisica especifica:
tamafio, peso, densidad, etc.

Granulado: Por medio de un proceso industrial,
el pléstico se muele y convierte en granulos parecidos a
las hojuelas del cereal.

Limpieza: Los plasticos granulados estan gene-
ralmente contaminados con comida, papel, piedras, pol-
VO, pegamento, asi que deben limpiarse.

Peletizado: Para esto, el polipropileno granula-
do debe fundirse y pasarse a través de un tubo delgado
para tomar la forma de un spaghetti al enfriarse en un
bafio de agua. Una vez frio es cortado en pedacitos lla-
mados pellets, es decir granos de polipropileno, los cua-
les finalmente son enviados a las plantas fabricadoras de
envases plasticos para la obtencién de nuevos recipien-
tes, o también son almacenados en rellenos sanitarios.

3 Procedimiento Experimental
3.1 Mezcla asféaltica patron
El procedimiento de disefio de cada una de las

mezclas patron comenzé por el andlisis granulométrico
de los agregados pétreos y por la determinacion de los
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pesos especificos de las fracciones gruesas y finas de
cada una de las mezclas de agregado mineral pétreo.
Cada agregado fue ensayado de manera individual a fin
de garantizar sus propiedades segun los criterios esta-
blecidos en las normas Covenin para la aplicaciéon de
una mezcla tipo 1V y M-19.

La granulometria de las mezclas fue construida en
el laboratorio en funcion de la media de los limites gra-
nulométricos establecido por las normas para cada tipo
de mezcla objeto de este estudio. La mezcla tipo 1V fue
construida con el rango de valores establecidos por la
norma Covenin 2000/87 para el limite inferior y el limi-
te superior. La mezcla tipo M-19, fue construida en base
a la gradacion establecida en las normas INVEAS-2002,
logrado que, al igual que en la mezcla tipo 1V, la granu-
lometria permanece constante en toda la investigacion.

Definida la gradacion de cada una de las mezclas
objeto de estudio, se procedié a determinar el Peso Es-
pecifico Bulk para los agregados 4”’, %’ y N° 4. El
procedimiento de ensayo sigue a cabalidad la norma
ASTM C128-88 para cada material. En la tabla 2 se
muestran los valores de Peso Especifico Bulk para estos
materiales.

Tabla 2: Peso Especifico Bulk de los agregados

Material Peso especifico bulk
Fino (pasa N° 4) 2.585
Grueso 2"’ 2.667
Grueso %’ 2.701

Conocidos los Pesos Especificos Bulk de los agre-
gados pétreos y el porcentaje en peso de cada fraccion
en la mezcla, se procedi6 a calcular la Densidad especi-
fica bruta de la combiancién de agregados en mezcla,
Gsb, para cada tipo de mezcla. En la tabla 3 se resumen
los valores obtenidos para cada mezcla haciendo uso de
la ecuacion presentada en el marco teérico e identificada
€Omo ecuacion 4.

Tabla 3: Densidad Especifica Bulk de la combinacion de
los agregados en mezcla

Tipo de mezcla Gsb
Mezcla tipo IV 2.612
Mezcla tipo M-19 2.612

3.2 Disefio Marshall de la mezcla patrén

Para el desarrollo de la metodologia Marshall,
ASTM D1559 y AASHTO T 225, de la mezcla patrdn,
se verificd que tanto materiales pétreos como el cemento
asfaltico cumplan con las especificaciones de calidad
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establecidas en la norma Covenin 2000/87: Desgaste
Los Angeles, forma, angularidad y equivalente de arena.

De igual manera, se estudio6 el material cementante,
identificado como cemento asfaltico CA y cuyas propie-
dades se ajustan a la norma Covenin 2000/87 para carre-
teras.

3.3 Elaboracion de briquetas de la mezcla asfaltica pa-
tron

En la presente investigacion se elaboraron 15 bri-
quetas para cada mezcla patron estudiada, las cuales
permitieron definir las tendencias o comportamiento de
la mezcla. Las briquetas se elaboraron en base a un peso
total de 1200 gr y variacién de asfalto con incrementos
de 0.5%, partiendo de 4.0% para 5 contenidos de asfalto
en ambas mezclas.

Una vez obtenido el pesaje de los agregados junto
al asfalto, se procedid al calentamiento a una temperatu-
ra de mezclado de 160 °C £ 5 °C por un tiempo de 3 mi-
nutos con el fin de garantizar una viscosidad adecuada
del cemento asfaltico CA y un cubrimiento total del
agregado.

Con continuidad del ensayo, las briquetas se com-
pactaron con 75 golpes por cara y posteriormente se
procedié a determinar los pesos y volimenes con el fin
de hacer el anélisis volumétrico de las mezclas.

3.4 Analisis de Densidad de vacios y Densidad especifi-
ca

Luego de extraidas las briquetas del molde, se procedio6
a pesarlas con el fin de obtener distintos pesos y poder
determinar las distintas densidades, haciendo uso de las
ecuaciones 1, 2, 3, 4y 5. En las tablas 4 y 5 se presenta
un resumen de las propiedades volumétricas de la mez-
cla tipo IV y M-19, respectivamente.

Tabla 4: Propiedades volumétricas para distintos porcentajes de CA
(mezcla tipo 1V)

%CA | Gmb | Gmm | VLL(%) | Va®%) | VAM(%)
40 | 2306 | 2549 37.48 9.54 15.26
45 | 2326 | 2530 46.16 8.06 14.97
50 | 2348 | 2511 55.65 6.48 14.61
55 | 239 | 2492 71.10 3.85 13.32
60 | 2398 | 2473 71.75 3.04 13.71

Tabla 5: Propiedades volumétricas para distintos porcentajes de CA
(mezcla tipo M-19)

%CA | Gmb | Gmm | VLL(®%) | Va®) | VAM(%)
40 | 2295 | 2529 40.93 9.25 15.66
45 | 2348 | 2510 54.45 6.45 14.16
50 | 2377 | 2491 66.15 459 13.56
55 | 2366 | 2473 70.02 432 14.41
60 | 2.364 | 2.455 75.22 3.70 14.93
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3.5 Medicidn de Estabilidad y Flujo

El parametro de Estabilidad se obtuvo en el método
mediante la rotura de las probetas en condiciones nor-
malizadas, en bafio de Maria a 60°C y una velocidad de
avance de 2 pulgadas/minuto. En la tabla 6 se presentan
estos valores para los diferentes contenidos de asfalto
tanto para la mezcla tipo 1V y y tipo M-19.

Tabla 6: Estabilidad y Flujo de mezcla tipo IV y M-19 para dife-
rentes porcentajes de CA

Mezcla Tipo IV Tipo M-19

won | Esia [ oo, [ 5% | s
4.0 2102.10 9 1977.98 8
4.5 2493.92 10 2166.59 9
5.0 2696.55 11 2739.17 10
55 2577.05 12 2435.58 11
6.0 2282.85 14 1901.61 13

3.6 Estimacion del contenido de asfalto 6ptimo

Para determinar el contenido de asfalto 6ptimo, se
aplicé el método de Asociacién Nacional de Pavimentos
Asfalticos (NAPA), donde se tomé el promedio de los
vacios totales, del rango establecido por las normas (3%
- 5%), y en la grafica de vacios totales versus porcentaje
de cemento asfaltico se definio6 el 5.4% para la mezclati-
po IV y 5.75% para la mezcla M-19 como los valores
correspondientes al éptimo. Con este porcentaje de ce-
mento asfaltico se determiné Estabilidad, Vacios en el
Agregado Mineral VAM, Flujo y Vacios Llenados VLL.

Tabla 7: Propiedades de la mezcla tipo IV con 5.4% de CA

Para % CA=5.75%
VAM Flujo VLL
Estabilidad (Ibf) (%) (1/100 ") (%)
2200 14.7 12 68
Especificaciones
>2200 | 12-14 | 8-14 | 65-75

Tabla8: Propiedades de la mezcla tipo M-19 con 5.75% de CA

Para % CA=5.4%
VAM Flujo VLL
Estabilidad (Ibf) (%) (1/100 ") (%)
2600 134 12 69
Especificaciones
>2200 | 12-14 | 8-14 | 65-75

En las tablas 7 y 8 se resumen las propiedades indices y
mecaénicas que definen a la mezcla patrén para el conte-
nido de asfalto 6ptimo establecido.

Por razones de practicidad y en el entendido de que
se cumple con los requisitos de seleccion del contenido
de asfalto éptimo, se decidi6 tomar el mismo porcentaje
de asfalto 6ptimo para ambas mezclas de 5.5%. Esta va-
riable de valor de asfalto se mantuvo constante para la
elaboracion de todas las mezclas modificadas con poli-
propileno reciclado en sus distintos porcentajes.

3.7 Mezcla asféltica modificada

El disefio de cada una de estas mezclas comenzé
por el analisis granulométrico del agregado modificador,
es decir el polipropileno reciclado, siguiendo el proce-
dimiento de ensayo ASTM C163, determinando también
su peso especifico por medio del procedimiento ASTM
C127-88.

En cuanto al peso especifico del polipropileno reci-
clado, este valor fue determinado por el método ASTM
C127-88 a través de dos solventes: agua y kerosene. El
valor usado fue de 0.890 gr/cm?®.

Debido a la prevalencia de material en los tamices
N° 8y en el N° 30 en la mezcla tipo IV y en el tamiz N°
8 y N° 50 en la mezcla M-19, la sustitucién del mismo
se hizo solo en esos tamices. En base a este criterio, el
polipropileno reciclado se incorpord en la mezcla segun
los pesos presentados en las tablas 9 y 10 para las mez-
clas tipo IV y M-19 respectivamente.

Tabla 9: Cantidad de polipropileno agregado en la mezcla tipo 1V

Mezcla tipo IV Polipropileno (gr)
Agregado pétreo 10% 20% 30% 50%
N° 8 3.83 8.02 12.26 21.24
N° 30 7.08 14.43 22.06 38.23

Tabla 10: Cantidad de polipropileno agregado en la mezcla tipo M-19

Mezcla M-19 Polipropileno (gr)
Agregado pétreo 10% 20% 30% 50%
N° 8 5.54 11.38 17.52 30.84
N° 50 9.50 19.50 30.03 52.87

Para las mezclas asféalticas modificadas se elabora-
ron 12 briquetas por tipo de mezcla, variando segun la
proporcion de polipropileno reciclado mostrado en las
tablas 9 y 10. El procedimiento de ensayo fue el mismo
descrito anteriormente para las mezclas asfalticas con-
vencionales.
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Para las propiedades indices y mecanicas de las
mezclas asfélticas modificadas tipo IV y tipo M-19, al
igual que en la mezcla asfaltica patron, fue necesario
determinar previamente la Densidad Especifica Bulk de
los agregados, la Densidad Especifica Bulk de la mezcla
y la Densidad Maxima Tedrica de la mezcla utilizando
las ecuaciones 4 y 5. Estos valores se presentan en las

tablas 11, 12y 13.

Tablall: Densidad Especifica Bulk de los agregados en

mezcla modificada

. . Densidad Especifica Bulk de los agregados
% Polipropileno mezclados, Gsb
sustituido -
Mezcla tipo IV Mezcla M-19

0 2.612 2.612

10 2.490 2.488

20 2.379 2.378

30 2.277 2.274

50 2.098 2.092

Tablal2: Densidad Especifica Bulk de la mezcla modificada com-

pactada

% Polipropileno

Densidad Bulk de la mezcla compactada, Gmb

sustituido
Mezcla tipo IV Mezcla tipo M-19
0% 2.396 2.366
10% 2.341 2.336
20% 2.311 2.281
30% 2.226 2.235
50% 2.153 2.114

Tablal3: Densidad Teérica Maxima de mezcla modificada

De igual forma en la tabla 15 y haciendo uso de las
ecuaciones 1, 2 y 3 se resumen los resultados de las pro-
piedades indices y mecanicas obtenidas para la mezcla
modificada tipo M-19.

Tablal5: Propiedades indices y mecénicas de la mezcla
modificada tipo M-19

PP Va VAM VLL Estabilidad Flujo
Sustituido | (%) (%) (%) (Ib) (1/100 ")
0% 4.33 14.41 70.02 2435.58 11

10% 4,58 11.27 59.36 3450.30 11
20% 1.40 9.34 85.01 4859.14 11
30% 1.13 7.12 84.13 6452.16 11
50% 4.01 4.50 10.89 7936.50 10
Esp. 3-5% | 12-14% | 65-75% | >2200 Ibs i /81001 ?b 9

Por ultimo, fue necesario realizar una correccion
volumétrica a las mezclas asfalticas llevabas a cabo en
esta investigacién, debido a la variacion que presentan
los distintos pesos especificos de los agregados pétreos y
el polipropileno reciclado que conforman la mezcla tipo
IV y tipo M-19. Como ejemplo, se presenta la correc-
cién realizada a los porcentajes volumétricos y en peso a
la gradacion de las mezclas, en funcion de los pesos es-
pecificos de los agregados involucrados en las mezclas
modificadas. En la tabla 16 se muestra la mezcla asfalti-
ca modificada tipo IV con el 10% de polipropileno reci-
clado para un porcentaje de asfalto 6ptimo del 5.5%.

Tablal6: Correccion volumétrica de la mezcla asfaltica modificada

tipo 1V con 10% de PP reciclado

% Polipropileno Densidad Tedrica Maxima (Gmm) Peso Corregido
sustituido - - < =
Mezcla tipo IV Mezcla tipo M-19 S 2 <
N ot < o o
0% 2.492 2.473 £ |8 5 | B | o | B s | 8 _
10% 2.448 2.448 S g 3 2 28| @ 25
20% 2.360 2.313 5 3 2 S 3
30% 2.277 2.261 = < S <
50% 2.178 2.202
3/4" [10.0| 945 | 1134 | 2.701 | 2552 | 9.95 | 119.39
Haciendo uso de las ecuaciones 1, 2 y 3 se obtuvie- 3/8" |20.0| 18.9 | 340.2 | 2.667 | 50.41 | 19.65 | 355.16
ron las propiedades indices para la mezcla modificada N°4 | 1751 1654 | 538.6 | 2.585 | 42.75 | 16.66 | 555.11
tipo IV presentada en la tabla 14. Neg | 100 945 555.11
Tablal4: Propiedades indices y mecanicas de la mezcla Material
modificada tipo IV pétreo 851 | 640.7 | 2.585 | 21.99 | 857 | 657.95
. . PP 0.95 | 652.1 | 0.89 | 0.84 | 0.33 | 661.88
PP Va VAM VLL Estabilidad Flujo
Sustituido | (%) (%) (%) (1b) (1/100 ") N°30 |18.0] 17.01 | 856.2
Material
0% 3.85 1332 | 7110 2577.05 12 pétreo 15.31 2.585 | 39.57 | 15.43 | 846.98
10% 437 11.16 | 60.84 4164.16 13 PP 170 0.89 | 1.51 | 059 | 854.06
20% 207 819 7473 4576.00 12 N°50 |6.50| 6.14 | 929.9 | 2585 | 15.88 | 6.19 | 928.33
30% 225 762 7047 5903.04 1 N°100 |7.00| 6.62 | 1009 | 2.585 | 17.10 | 6.67 | 1008.31
N° 2 . 67 | 1077 | 2. 14. 71 | 1076.87
50% 1.15 3.00 61.67 7807.80 10 00 16.00} 56 0 285 615 0768
8-1a Cac. |5.00| 473 | 1134 | 2585 | 12.21 | 4.76 | 1134.00
- B0, - - -
Esp. 3-5% | 12-14% | 65-75% | 222001 | 0000 94.50 2124 | 9450
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4 Analisis de resultados
4.1 Mezcla asfaltica en caliente patrén

Una vez obtenido el porcentaje de cemento asfalti-
co Optimo se determinaron las propiedades indices para
ambas mezclas tipo 1V y M-19, dando como resultado
un cumplimiento con las especificaciones de calidad, tal
como se puede apreciar en la tabla 17.

Tablal7: Propiedades indices de la mezcla patrén tipo IV y M-19
para el %CA 6ptimo

S 2 —~

D o< S :
°3S| = o Va |[VAM | VLL | = = | 20
QN |3 Gmb | Gmm 5L | 5o
g2z O | 6 | ) | 8% |EF

O i}

IV | 55 [2396|2492|385|13.32 | 71.10 | 2577.05| 12
M-19 | 55 |2.366|2473|4.32| 14.41 | 70.02 | 243558 | 11
Especificaciones 3-5 | 12-14 67% >2200 | 8-14

La mezcla tipo IV resulté con una Estabilidad y Flujo
mayor respecto a la mezcla M-19, este resultado es de
esperar por ser la mezcla tipo IV un poco més fina con
comportamiento mas denso, pero mas propensa a de-
formar (mayor porcentaje de arenas). Esta misma razon
se aplica cuando se tiene un porcentaje de vacios totales
en mezcla menor en la tipo 1V de 3.85% respecto a los
vacios de 4.32 % en la mezcla M-19.

4.5 Mezcla asfaltica en caliente modificada

e Densidad Especifica Bulk de la combinacion de
agregados en mezcla:

En la figura 1 se observa una correlacion negativa
que se debe al bajo peso especifico del polipropileno, lo
que resulta en una disminucion de la Densidad Especifi-
ca en la medida que aumenta su participacion en la mez-
cla. En este sentido, la disminucidn de la densidad en la
mezcla tipo 1V fue del 20% y del 16% en la mezcla tipo
M-19, pudiéndose ver que la disminucién de las densi-
dades es similar en ambas mezclas.

g

% P

Fi

de Polipropileno

g. 1. Correlacién Densidad Especifica Bulk de agregados Vs. %

Esta tendencia es un poco mas marcada en la mez-
cla M-19, debido a que hay mayor participacién de poli-
propileno reciclado.

o Densidad Especifica Bulk de la mezcla compactada:

En la figura 2 se aprecia que tanto en la mezcla as-
faltica tipo 1V como en la mezcla M-19 existe una ten-
dencia descendente a medida que se incorpora mas por-
centaje de polipropileno reciclado. Esta tendencia es
muy similar para ambas mezclas, siendo el 11% la dis-
minucion de la Densidad Bulk de la mezcla tipo 1V y de
la mezcla tipo M-19, lo que representa la tendencia a
disminuir su peso en la medida que aumenta el porcenta-
je de participacién del polipropileno en la mezcla.

2,400

2,350 \

2,300 \-‘-‘\\

2,250 -

2.200 \\ \\
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0% 10% 200 0% 0% S0%
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Fig. 2. Correlacién Densidad Especifica Bulk de mezcla
compactada Vs. % de Polipropileno

o Densidad Méaxima Tedrica de mezcla:

Se observar en la figura 3, igualmente una correla-
cién negativa entre las variables, partiendo de la mezcla
patrén. Esta tendencia muestra un 13% de disminucion
de la Densidad Teérica Maxima de la mezcla tipo IV
contra un 11% de la mezcla M-19, en relacion de la
mezcla patron con la mezcla con el 50% de polipropi-
leno reciclado, para ambos casos.

2500
3 —~
E 250 ©

2400
2350 \

2300 s
\-_. —+=Tipo IV

2350 - .
2200 \ =s=Tipo M18
2.150
2100

0% 1% 208 3086 408 508

% PP

Fig. 3. Correlacion Densidad Tedrica Maxima Vs. % de
Polipropileno

Las propiedades indices reflejaron lo siguiente:

La tendencia de los vacios totales (Va), se
muestra en la figura 4 y es similar en ambas curvas
hasta un porcentaje de polipropileno reciclado del
30%. Ambas mezclas presentan un pico maximo de
vacios para el 10% de polipropileno reciclado, para
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luego disminuir hasta valores por debajo del limite
inferior establecido por las normas Covenin
2000/87, que es 3%, cuando el porcentaje de PP re-
ciclado sobre pasa 15%, en términos generales. La
tendencia negativa entre ambas variables, se man-
tiene en la mezcla tipo 1V, considerada mas fina;
mientras que la mezcla tipo M-19 comienza a au-
mentar los Vacios Totales a partir del 25% de in-
corporacion del polipropileno reciclado.

~+=Tipo IV
~#~Tipo M19

05
0% 10% 20% 30% 40% S0%

%PP

Fig. 4. Correlacion Vacios Totales en mezcla Vs. % de Polipropileno

En los Vacios en el Agregado Mineral (VAM), propie-
dad que se visualiza en la figura 5, la tendencia es a
disminuir en la medida que aumenta el porcentaje incor-
porado de polipropileno reciclado, de manera similar en
ambas mezclas objeto de estudio. Esta disminucién en
los vacios en el agregado mineral en las mezclas alcanza
hasta un 78% por debajo de los VAM en la mezcla pa-
trén y ubicando a las mezclas modificadas fuera del ran-
go establecido por las normas Covenin 2000/87 a partir
de la incorporacién del 7% de material modificador.

-
o

%VAM

=+=Tipo IV
=m=Tipo M19

0% 10% 20% 30% 40% 50%
%PP

Fig. 5. Correlacion Vacios en el Agregado Mineral Vs. % de
Polipropileno

Para los Vacios llenados en la mezcla (VLL), se observa
en la figura 6 un comportamiento irregular y diferente
para las dos mezclas en estudio y mas pronunciado a
partir del 35% de incorporacion.

En esta variable dependiente, se produjo un valle de va-
cios en el 10% de PP reciclado en ambas curvas, pero a
partir de este valor los vacios llenaos aumentan hasta un
méaximo del 75% para el 20% de polipropileno reciclado
y de 87% para el 25% de PP reciclado, en las mezclas
tipo IV y M-19, respectivamente.

Superados estos valores maximos, los vacios en la mez-
cla tipo 1V disminuyeron un 12%, mientras que la mez-

cla tipo M-19 disminuyo a 7% de los VAM para el 50%
de polipropileno reciclado incorporado.

= o
xR 75
65 \%
45 —+=Tipo IV
35 )
. —=—Tipo M19
15
0% 10% 20% 30% a0% 50%

%PP
Fig. 6. Correlacion Vacios Llenados Vs. % de Polipropileno

Las propiedades mecéanicas reflejaron lo siguiente:

La correlacion entre la variable dependiente Estabilidad
y la variable porcentaje de polipropileno reciclado, esta-
blece un comportamiento positivo entre ambas y para las
dos mezclas objeto de estudio. La tendencia en ambas
mezclas supera hasta 3 veces el valor de la Estabilidad
de la mezcla patron. En la figura 7 se muestra el com-
portamiento lineal de la Estabilidad para la mezcla tipo
IV y M-19, respectivamente. Siendo mé&s pronunciado o
la pendiente de la curva mayor para la mezcla mas grue-
sa, latipo M-19.
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Fig. 7. Correlacion Estabilidad Vs. % de Polipropileno

La tendencia de la variable Flujo, figura 8, fue negativa
porque disminuy6 en funcion del aumento de polipropi-
leno reciclado. A pesar de que el Flujo o deformacion
permanente disminuy6 en ambas mezclas, su capacidad
de deformacidn no se afect6 considerablemente.
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Fig. 8. CorrelacionFlujo Vs. % de Polipropileno

5 Conclusiones

Las propiedades indices de la mezcla asfaltica pa-
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tron tipo IV y M-19 se mantuvieron siempre dentro y
alrededor de las especificaciones de la norma Covenin
2000/87 para el porcentaje de cemento asfaltico selec-
cionado, observando mejor comportamiento para las
propiedades de la mezcla tipo IV, es decir, la mezcla
mas fina y con menos cantidad de agregado modifica-
dor.

La Densidad Especifica Bulk de los agregados en
las mezclas modificadas con PP reciclado disminuyd, en
relacion de la mezcla asfaltica patrén, para las dos mez-
clas asfalticas modificadas. Esto debido a que se sustitu-
y6 un porcentaje de agregado mas denso que fue reem-
plazado por otro de menor densidad.

La Densidad Especifica Bulk de la mezcla compac-
tada disminuyo para la mezcla asfaltica modificada tipo
IV'y M-19, ya que la mezcla asféltica patron presenta un
valor més alto. Al disminuir la Densidad Especifica
Bulk de agregados también disminuye esta propiedad: la
mezcla original compactada contiene agregados mas
densos que cada una de las mezclas modificadas que po-
seen un porcentaje de agregado mas liviano.

De forma analoga a las dos Densidades anteriores,
la Densidad Te6rica Maxima disminuy6 en las mezclas
asfalticas modificadas, y directamente proporcional al
porcentaje de polipropileno. Esto indica que la mezcla
sin vacios, reduce su peso especifico a medida que se
incorpora més polipropileno reciclado.

Los vacios totales, disminuyeron en relacion a la
mezcla asfaltica patron con la incorporacion del agrega-
do modificador en ambas mezclas, tipo 1V y M-19. En la
figura 4, se nota un pico para esta propiedad en ambas
mezclas estudiadas para aproximadamente 8% de adi-
cién de polipropileno reciclado, esto debido a que, en la
franja de 0-10%, la relacion entre la Densidad Especifi-
ca Bulk de la mezcla compactada y la Densidad Méxima
Tedrica disminuy6 con respecto a la mezcla patrén, di-
cha relacion entre Densidades comienza a ser mayor con
respecto a la mezcla original a medida que se afiade méas
agregado modificador y por lo tanto los vacios totales de
aire se hacen méas pequefios conforme existe més volu-
men de agregados en la mezcla

Los vacios en el agregado mineral (VAM), dismi-
nuyeron para ambas mezclas asfalticas estudiadas a me-
dida que se agrega polipropileno reciclado. Esta propie-
dad disminuye en ambas mezclas debido a que, segin la
ecuacion 2, la relacion entre Densidad Especifica Bulk
en mezcla compactada y la Densidad Especifica Bulk de
agregados aumenta con la participacion del agregado
modificador.

Los vacios llenados (VLL), disminuyeron para la
mezcla tipo IV a medida que el volumen de polipropi-
leno reciclado aumentd. Para la mezcla M-19, la tenden-
cia de esta propiedad también fue a disminuir con res-
pecto a la mezcla convencional, sin embargo, puede
observarse en la figura 6 que existe un aumento de estos
vacios en la franja del 10%-30%, por lo que, siguiendo
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la ecuacidn 3, la relacion porcentual entre los Vacios en
el Agregado Mineral y los Vacios totales de aire aumen-
ta.

La estabilidad en ambas mezclas asfalticas modifi-
cadas con polipropileno mejoré en comparacion con la
mezcla asfaltica patron, arrojando resultados muy supe-
riores al minimo especificado. Lo que quiere decir que,
la introduccién de polipropileno reciclado, hace que las
mezclas asfalticas tipo 1V y M-19 aumenten progresi-
vamente su estabilidad. Este resultado es importante de-
bido a que puede significar una reduccién en el espesor
de la carpeta de rodamiento.

El flujo se mantuvo dentro del rango de las especi-
ficaciones establecidas en la Norma Covenin 2000/87
para todos los porcentajes de polipropileno, presentando
una ligera disminucion a medida que se reemplaza al
agregado pétreo.
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Resumen

Las amenazas pueden provocar incidentes en los sistemas de informacion (S1) de cualquier tipo de organizacion, sin excluir
a las instituciones de educacion superior, como la Universidad Técnica del Norte — UTN, por la criticidad de la informa-
cion académica que gestiona para cumplir su mision y vision institucional, perjudicando directamente los servicios acadé-
micos que presta. El presente articulo se enfoca a realizar el andlisis y gestion de riesgos de los activos del médulo de ges-
tion académica, utilizando la metodologia Magerit v3 con su respectiva herramienta Pilar, apoyado en criterios del
estandar ISO/IEC 27002:2013, que permite identificar, valorar las amenazas y riesgos a los que estan expuestos los acti-
vos, implementando medidas de seguridad que garanticen la confidencialidad, integridad, disponibilidad, autenticidad y
trazabilidad de la informacion. Magerit v3 define procedimientos tecnolégicos que analizan y gestionan el riesgo mediante
la identificacion de activos, determinacion de amenazas a las que estan expuestos los activos y la implementacion de salva-
guardas preventivas; las mismas que reducen la frecuencia de las amenazas, mientras que las salvaguardas paliativas re-
ducen la degradacion causada por las amenazas a los activos. Como resultado del estudio siguiendo las recomendaciones y
buenas practicas del estdndar, en Pilar se identifica las salvaguardadas a ser implementadas para mitigar y reducir al mi-
nimo el riesgo causado por las amenazas tecnoldgicas en cada activo del modulo de gestion académica. Luego de la im-
plementacion de salvaguardas y determinado el nivel de madurez del proceso de gestion de riesgos, se obtiene el impacto
residual en cada uno de los activos, para posteriormente determinar el riesgo residual al que estan expuestos los activos,
mediante mediciones cualitativas y cuantitativas, lo cual ayuda a la toma de decisiones con el fin de mejorar el nivel de se-
guridad de la informacidn del médulo de gestién académica por parte de los directivos de la UTN.
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1 Introduccion

Actualmente con el uso de nuevas tecnologias de in-
formacién y comunicacién, dentro de las instituciones de
educacion superior, se a podido evidenciar que cada una de
ellas genera un alto volumen de informacion de miles de
estudiantes creadas por el modulo de gestion académica del
sistema integrado de la Universidad Técnica del Norte
(UTN), tomando en cuenta que la tendencia tecnolégica es
permanecer interconectado las 24 horas del dia y los 365
dias del afio, las universidades estan expuestas a diversas
vulnerabilidades y amenazas, lo que obliga a concientizar
de la importancia de tener implantadas un conjunto de poli-
ticas de seguridad tendientes a garantizar la continuidad del
negocio en caso de que se produzcan incidencias, fallas, ac-
tuaciones malintencionadas, pérdidas accidentales o desas-
tres que afecten a los datos e informacidn que son tratados
por el médulo de gestion académica, dicha informacién es
considerada como uno de los activos imprescindibles para
poder brindar servicios educativos de calidad a la sociedad.

Posterior a una auditoria informética realizada al mo-
dulo de gestion académica, se verificé cumplimiento de
controles y procedimientos eficientes, utilizados para mejo-
rar la confidencialidad, integridad y disponibilidad de la in-
formacion del sistema académico universitario integrado,
determinando las acciones preventivas y correctivas necesa-
rias para mantener el médulo de gestion académica con to-
das sus aplicaciones confiables y disponibles. (Departamen-
to Informatica UTN, 2013)

El departamento de desarrollo y transferencia tecnold-
gica (DDTT) de la Universidad Técnica del Norte, imple-
mento controles necesarios como politicas y procedimientos
de seguridad de la informacién en el moédulo de gestién
académica, permitiendo de esta manera proteger la informa-
cién realizando andlisis periédicos de vulnerabilidades del
sistema integrado universitario.

Por lo dicho anteriormente el DDTT de la UTN requie-
re cuenta con politicas, normas, procedimientos, reglas y
buenas précticas que garantizan plenamente la disponibili-
dad, integridad y confiabilidad de la informacion del médu-
lo de gestion académica, cumpliendo con estindares inter-
nacionales como son 1SO 27002:2013, que ofrece una guia
de objetivos y controles que permiten gestionar de una ma-
nera adecuada y acorde con los objetivos institucionales.
(I1SO 27000, 2013)

Por tanto, el presente trabajo se tiene como propdsito
verificar la eficacia de las salvaguardas implementadas y
recomendadas, para proteger a un activo de una amenaza.
Para ello se trabajo con el software Pilar utilizando una me-
todologia Magerit que permite evaluar la eficacia de un con-
junto de salvaguardas aplicadas sobre un activo. Dichas sal-
vaguardas pueden ser acumulativas y concurrentes para
surtir efecto y de forma aditiva.

2 Marco Teorico
2.1 Definiciones

Seguridad Informatica: Consiste en la proteccion de la
informacion que se encuentra en un computador o en una
red y la proteccidn de todos sus recursos de los sistemas de
informacion. (SYBSEC A., 2012)

Vulnerabilidades: “Eventos de las Tecnologias de In-
formacién y Comunicacion (TIC’s), que pueden desencade-
nar un incidente en la organizacion, produciendo dafios o
pérdidas materiales o inmateriales en sus activos”. (Piattini,
2010)

Amenazas: “Debilidad de un activo que puede ser ex-
plotada por una amenaza relacionada con las TIC’s, para
materializar una agresion sobre dicho activo”. (Echenique,
2012)

2.2 Analisis y gestion de riesgos

El Anélisis y Gestion de Riesgos son procedimientos
formales para encontrar los riesgos que existen en un Siste-
ma de Informacion y mediante un estudio responsable, re-
comienda medidas apropiadas que deberian acogerse para
controlarlos. (Echenique 2012)

Segun (ISO 27001, 2012), Seguridad de la informacion
es la preservacién de su confidencialidad, integridad y dis-
ponibilidad, asi como la de los sistemas implicados en su
tratamiento.

INFORMACION

Figura 1: Seguridad de la Informacién
Fuente: (Pusda & Imbaquingo, 2015)

2.3 Norma ISO 27001:2013

Segln (1ISO ESPANOL, 2014), es un estandar 1SO que
proporciona un modelo para establecer, implementar, utili-
zar, monitorizar, revisar, mantener y mejorar un Sistema de
Gestién de Seguridad de la Informacion (SGSI). Se basa en
un ciclo de vida PDCA (Plan-Do-Check-Act; o ciclo de
Deming) de mejora continua, al igual que otras normas de
sistemas de gestién (1SO 9001 para calidad, I1SO 14001 para
medio ambiente, entre otras).

224



Cap. 26: Analisis y gestion de riesgos...

Informacién

Procesamiento

Figura 2: Esquema de un sistema de gestion de seguridad informacion
Fuente: (ISO ESPANOL, 2014)

2.4 1SO/IEC 27002:2013

Conjunto de recomendaciones sobre qué medidas to-
mar en las empresas para asegurar los Sistemas de Informa-
cién. Codigo de buenas practicas para la gestion de la segu-
ridad, (ISO 2012).

Los objetivos de seguridad recogen aquellos aspectos
fundamentales que se deben analizar para conseguir un sis-
tema seguro en cada una de las areas que los agrupa. Para
conseguir cada uno de estos objetivos la norma propone una
serie de medidas o recomendaciones (controles) que son los
que se aplican en la gestion de riesgos.

Evaluacién y
tratamiento de
riesgos

Seguridad organizativa
Seguridad Idgica
Seguridad fisica
Seguridad legal

Politica de Seguridad

Relaclonamienta
con proveedores

Organizacién de
la seguridad de Ia

informacion Cambio ed.2 2013

Gestién de activos Control de acceso
Cumplimienta

Seguridad fisica y
del medio ambiente

Seguridad ligada a los
Recursos Humanos

Gestion de Gestién de la
incidentes de continuidad
Seg. de la Informacion  del negacio

Figura 3: Contenidos de la norma 1SO 27002:2013
Fuente: (UNIT- Instituto Uruguayo de Normas Técnicas, 2015)

Seguridad
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operaciones

Criptografia: | Seguridad
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2.5 Mageritv3

MAGERIT, es la metodologia de analisis y gestién de
riesgos elaborada por el Consejo Superior de Administra-
cion Electronica, como respuesta a la percepcion de que la
Administracidn, y, en general, toda la sociedad, dependen
de forma creciente de las tecnologias de la informacion para
el cumplimiento de su misidn, la metodologia permite saber
cuénto valor esté4 en juego y ayuda a protegerlo. Conocer el
riesgo al que estan sometidos los elementos de trabajo es,
simplemente, imprescindible para poder gestionarlos.
(CCNCERT, 2013)

La razén de ser de MAGERIT esta directamente rela-
cionada con la generalizacion del uso de las tecnologias de

la informacion, que supone unos beneficios evidentes para
los usuarios; pero también da lugar a ciertos riesgos que de-
ben minimizarse con medidas de seguridad que generen
confianza. (International ClassificationforStandards (ICS),
2012)

2.6 Pilar

PILAR, es el acronimo de “Procedimiento Informati-
co-Logico para el Analisis de Riesgos”. PILAR es una he-
rramienta que implementa la metodologia MAGERIT de
analisis y gestion de riesgos, desarrollada por el Centro
Criptolégico Nacional (CCN) y de amplia utilizacion en la
administracion publica espafiola. (PAE - Portal de Adminis-
tracion Electrénica, 2012).

Esta herramienta puede hacer todas las actividades que
se realizan en el Analisis y Gestién de Riesgos, sobre las
dimensiones de valoracion  como son: confidencialidad,
integridad, disponibilidad, autenticidad y trazabilidad:
(EAR / PILAR, 2014)

3 Procedimiento Experimental (estilo nivellrev)
3.1 Situacién organizacional

El Departamento de Informatica desarrolla sistemas de
informacion con estudiantes de la Carrera de Ingenieria en
Sistemas Informaticos y Computacionales CISIC, dichos
aplicativos se desarrollan de forma modular de acuerdo a las
necesidades de la Universidad Técnica del Norte, razén por
la cual tanto analistas como programadores de planta o te-
sistas disefian e implementan utilizando plataformas ORA-
CLE 11g, servidores Linux, y otras herramientas compati-
bles. (Departamento Informatica UTN, 2013)

—

Falta de recursos
econémicos para
disponer de una
infraestructura

Constante
amenazas de virus

informatica en la red.
acorde a las
necesidades.

Iniciativa del
Interés creciente personal

informatico en
actualizarse en las
nuevas
tecnologias
informaticas

por parte de los
funcionarios a

asistir a cursos

informaticos.
Figura 4. FODA del DDTI-UTN
Fuente: (Universidad Técnica del Norte, 2012)
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3.2 Salvaguardas

Para la ejecucién de la metodologia, la recopilacién de
la informacion se desarrolldé mediante observacion fisica,
encuestas y entrevistas al personal de DDTI de la UTN res-
ponsables del sistema de gestion académica de la Universi-
dad Técnica del Norte.

Durante la implementacion de la metodologia se utiliz6
un paquete de salvaguardas singulares acumuladas sobre un
activo. Las diferentes salvaguardas se pueden acumular de
forma concurrente es decir todas son necesarias para surtir
efecto, mejorando notablente casa uno de los procesos.

Cada salvaguarda se valora segun su eficacia reducien-
do el riesgo del activo que protege. La eficacia de un paque-
te de salvaguardas es un nimero real entre 0,0y 1,0:

e razonamiento

e=1 si una salvaguarda es idénea (100% eficaz)

0<e <1 | siunasalvaguarda es insuficiente

e=0 si una salvaguarda no sirve para nada

e=na i una salvaguarda no tiene sentido en este contexto

Figura 5: Eficacia de una salvaguarda
Fuente: (CCN-CERT - Libro I - Magerit 3 2013)

e(ps)= e(s) si s es singular
mediay { e(ps«) } ° si ps= todas (psk)
min { 1,0, Zk e(psk) si ps= algunas (ps«)

maxy { e(psk) } si ps= una (psy)

Figura 6: Valoracion de la eficacia de una salvaguarda
Fuente: (MAGERIT v.3)

Donde el valor especial “na” se comporta como ele-
mento neutro en las operaciones de calculo del maximo,
producto o suma. De forma que, de un conjunto de salva-
guardas concurrentes, la eficacia es la media de ellas; de un
conjunto de salvaguardas aditivas, la eficacia de las salva-
guardas se acumula, con un limite del 100%; y de un con-
junto de salvaguardas alternativas, la eficacia la marca la
mejor. (Magerit)

3.3 Identificacién de salvaguardas

Para la identificacién de salvaguardas convenientes pa-
ra la proteccion del mddulo de gestion académica, se utilizo
la herramienta Pilar 5.4.8, la misma que facilita la eleccion
de salvaguardas de cada activo para contrarrestar las ame-

nazas identificadas.
Figura 7: Identificacion de salvaguardas

Fuente: (EAR / PILAR, 2016)

3.4 Cumplimiento de salvaguardas

Una vez identificado las salvaguardas para los contro-
les de (1ISO IEC27002, 2013), en el médulo de gestidn aca-
démica, se procede a verificar la eficacia del cumplimiento
siguiendo el proceso recomendado por PILAR. (CCN-
CERT - Libro I - Magerit 3, 2013)
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Figura 8: Eficacia de salvaguardas del Médulo Gestion Académica
Fuente: (EAR / PILAR, 2016)

La figura 8, representa la eficacia de las salvaguardas
seleccionadas antes de la evaluacién informatica (Actual-
SSALVAGUARDAS) y después de aplicar las recomenda-
ciones (Objetivo - CSALVAGUARDAS)

3.5 Situacién actual del Riesgo

AN

AlB.AIBSA

AID AIDAS

AIDAIDCD

AID AIDEO

AID AIDES
AID.AIDLE
AlD.AIDMF
AID AIDMU

B [potencial]

AID.AIDFD
AID AIDCC
AID.AIDPP
AID.AIDSR
AIDAIDSA

PEBD PEAS
FEDS  PEPI

Figura 9: Situacion Actual Riesgo Acumulado Md6dulo Gestion Académica
Fuente: (EAR / PILAR, 2016)

En la figura 9, se representa la situacion actual del
riesgo al que esta expuesto el médulo de gestion académica,
la linea de color rojo es el valor madximo que puede estar un
activo expuesto a riesgos segun Pilar, la lineas de color azul
es resultado del cumplimiento de los controles implementa-
dos en la evaluacion informética sin salvaguardas, por lo
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gue se hizo recomendaciones y observaciones a ser cumpli-
das para realizar un adecuado tratamiento y gestion de sal-
vaguardas para mitigar las amenazas y vulnerabilidades que
puedan afectar el buen desempefio de los servicios que
brinda el sistema académico integrado a la poblacion estu-
diantil. La linea verde indica la situacion actual del riesgo
de los activos después de implementar las salvaguardas.

3.6 Mitigacion de riesgos

Las salvaguardas mejoraron la mitigacion de riesgos,
aunque algunos controles y objetivos de diversos activos
deben seguir mejorando hasta alcanzar el nivel 6ptimo de
mitigacién cumpliendo las politicas y procesos relacionados
con la seguridad de la informacién recomendados por (ISO
IEC27002, 2013),

___ [PR] prevencion
100%

[cert] certificaciones / acreditaciones [DR] disuasitn

[proc] procedimiento

[std] normativa

" [CR] correccion

[RC] recuperacion

[MN] monitorizacion

[DC] deteccion

Figura 10: Mitigacion de riesgos
Fuente: (EAR / PILAR, 2016)

4 Discusién y Resultados

Las salvaguardas se caracterizan, ademas de por su
existencia, por su eficacia frente al riesgo que pretenden
conjurar. Entre una eficacia del 0% para aquellas que faltan
y el 100% para aquellas que son iddneas y que estan perfec-
tamente implantadas, se estimara un grado de eficacia real
en cada caso concreto. Para medir los aspectos organizati-
vos, se puede emplear una escala de madurez que recoja en
forma de factor corrector la confianza que merece el proce-
so de gestion de la salvaguarda. (CCN-CERT - Libro | -
Magerit 3, 2013).

Tabla 1: Eficacia y madurez de las salvaguardas

0% LO Inexistente
L1 Inicial / ad hoc
L2 Reproducible, pero no intuitivo
L3 Proceso definido
L4 Gestionado y medible
100% L5 Optimizado

Fuente: (CCN-CERT - Libro | - Magerit 3, 2013)

Después de haber finalizado la fase de evaluacion de
las amenazas y vulnerabilidades informéticas del médulo de
gestion académica del sistema integrado universitario, se
procedi6 a revisar el cumplimiento de las recomendaciones
indicadas en los objetivos y controles de la normativa (ISO
270022013).

Toda organizacién y como el caso de estudio las insti-
tuciones educativas deben estar alertas a cualquier cambio o
situacion desconocida que se considere pueda afectar nega-
tivamente a los activos, dominios o toda la institucion.

Para poder evaluar el cumplimiento de la normativa
(ISO 1EC27002, 2013), se considerd un checklist de cum-
plimiento, tomando en consideracion las observaciones y
recomendaciones de la evaluacién de amenazas y vulnerabi-
lidades informéticas.

Cumplimiento de los controles sin salvaguardas

]
NO CUMPLE CUMPLE
48% 52%

-

Gréfico 1: Cumplimiento de los Controles ISO/IEC 27002:2013, sin salva-
guardas

Cumplimiento de los controles con
salvaguardas

Rocov .

19%

CUMPLE
81%

Grafico 2: Cumplimiento de los Controles ISO/IEC 27002:2013, con sal-
vaguardas

El grafico 2 representa el porcentaje de cumplimiento
de los controles de la normativa (ISO IEC27002, 2013),
después de haber verificado el cumplimiento de las obser-
vaciones y recomendaciones del informe de la evaluacion
informatica al modulo de gestion académica, lo que eviden-
cia una mejora importante de las politicas y controles me-
diante la implementacion de salvaguardas.

Una vez determinado los controles relacionados con la
seguridad de la informacion del modulo de gestion acadé-
mica, se validd el nivel de madurez de los mismos, tomando
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como referencia el modelo de madurez de capacidad
(CMM) del marco de referencia Cobit 5. (ISACA 2012) que
tiene similitud con la madurez de salvaguardas de Magerit
v3.

Madurez de los controles sin salvaguardas

5,
OPTIMIZADO

N | B

4. PREVISIBLE |NCOMELETO
24% 29%
- . o \

-_ 1. REALIZADO
17%
3 2

ESTAf:ﬂEC'DO GESTIONADO
5 5%

Gréfico 3: Cumplimiento de los Controles ISO/IEC 27002:2013, sin salva-
guardas

Madurez de los contrples con salvaguardas
INCOMPLETO . 1- REALIZADO

2.
OPJil

GESTIONADO
11%
28% %

3.
ESTABLECIDO
25%

Gréfico 4: Cumplimiento de los Controles ISO/IEC 27002:2013, con sal-
vaguardas

Los gréficos 3 y 4 representan el porcentaje de cum-
plimiento de los controles de la normativa (1SO IEC27002,
2013), implementados en el médulo de gestion académica,
de acuerdo a la escala recomendada por el marco de refe-
rencia Cobit 5.0, la escala tiene cinco niveles de cumpli-
miento determinados de la siguiente manera: Nivel 5 (Op-
timizado) se considera el valor maximo de cumplimiento en
un rango entre 81 - 100%, Nivel 4 (Previsible) se considera
el cumplimiento en un rango entre 61 — 80%, Nivel 3 (Esta-
blecido) se considera el cumplimiento en un rango entre 41
— 60%, Nivel 2 (Gestionado) se considera el cumplimiento
en un rango entre 21 — 40%, Nivel 1 (Realizado) se conside-
ra el cumplimiento en un rango entre el 01 -20%, Nivel 0
(Incompleto) se considera el incumplimiento total de politi-
ca o procedimiento relacionados con seguridad de la infor-
macion

Madurez de los controles

20
7 18
15
10 11 9
5 7 7
3
0
- 8 8 3 3
] S @
& N S 9 2 s
o g E o~ g ™M 5‘ & n ;
o o 4] = o &
= — [G] w < (@]

e SIN SALVAGUARDAS s CON SALVAGUARDAS

Gréfico 5: Implementacion de salvaguardas

El grafico 5 representa el mejoramiento de los objeti-
vos y controles de la normativa (ISO IEC27002, 2013), del
mdbdulo de gestion académica, después de haber implemen-
tado las salvaguardas recomendadas por la metodologia de
gestion de riesgos informéaticos Magerit v3. Lo que demues-
tra un crecimiento considerable de mejora en los controles
(Optimizado) que cumplen rigurosamente el estandar de se-
guridad recomendado por la normativa en sistemas de in-
formacion, la mayoria de controles cambiaron de estados
mejorados (Previsible, Establecido, Gestionado, Realizado).
Un porcentaje minimo se encuentra en estado (Incompleto)
lo que requiere disefiar e implementar las politicas y proce-
sos de seguridad de la informacion.

Una vez determinado el nivel de mejoramiento de los
controles de (ISO IEC27002, 2013), en el médulo de ges-
tion académica, se define e identifican las salvaguardas que
son mecanismos tecnoldgicos para reducir el riesgo. De-
pendiendo del tipo de amenaza se debe organizar adecua-
damente los elementos técnicos (programas 0 equipos).
(CCN-CERT - Libro I - Magerit 3, 2013).

Las salvaguardas son efectivas para toda organizacion
para mitigar el riesgo informatico. La metodologia Magerit
v3 define varias etapas de que pueden considerar diferentes
tiempos, de mediano o largo plazo. En el caso de estudio se
definié dos fases, primera etapa llamada Situacion Actual
(Actual) y segunda fase llamada Objetivo a alcanzar (Obje-
tivo). (CCN-CERT - Libro Il - Magerit 3, 2013).

5. Conclusiones

La normativa (ISO IEC27002, 2013), permite la identifica-
cién de riesgos actuales de la seguridad de la informacion
del mddulo de gestion académica del sistema integrado de
la UTN para minimizarlos en el futuro.

La metodologia MAGERIT se adapta a cualquier tipo de
organizacion, siguiendo fases estructuradas para el analisis
y gestion de riesgos, lo que facilita seleccionar medidas ne-
cesarias para mitigar el riesgo.
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La herramienta Pilar 5.4.8 permite la valoracion de los acti-
vos para implementar mecanismos de seguridad a ser im-
plementados en las diferentes etapas de Magerit.

Las salvaguardas son procedimientos 0 mecanismos tecno-
I6gicos que reducen el riesgo de cada uno de los activos re-
lacionados con la seguridad de informacién del médulo de
gestion académica de la UTN.

Referencias

CCN-CERT - Libro I - Magerit 3. Libro | Magerit 3, Méto-
do. Madrid, 2013.

CCN-CERT - Libro Il - Magerit 3. Libro Il Magerit 3, Cata-
logo de elementos. Madrid, 2013.

CCN-CERT - Libro IlIl - Magerit 3. Libro 111 Magerit 3,
Guias de Técnicas. Madrid, 2013.

Departamento Informatica UTN. Manual de Funciones De-
partamento Informatica. Ibarra, Imbabura, 2013
Ear /  Pilar, Andlisis  de Riesgos,
http://lwww.pilartools.com/es/tools/pilar/index.html.
Echenique José, Auditoria en Informatica. Mc Graw Hill,
2012.

Imbaquingo Daisy, Pusda Marco, Evaluacion de amenazas
y vulnerabilidades del modulo de gestion académica —
sistema imformaético integrado universtario de la Universi-
dad Técnica del Norte, aplicando 1SO 27000, Ibarra, 2015.
International Classification for Standards (ICS). Quality as-
surance terms and definitions. 2012.

ISACA - Cobit 5. Un Marco de Negocio para el gobierno y
la gestion de las T1 de la empresa. Madrid: ISACA, 2012
ISO 27000. Gestion de la Seguridad de la Informacion.
2013, http://is027000.es/is027002.html.

2016,

ISO 27001 Espafiol I1ISO 27001, 2012,
http://www.is027000.es/ is027001.html.

ISO 27002 Espafiol I1ISO 27002. 2013,
http://www.is027002.es/.

ISO Espafiol ISO 27002 en espafiol. 2014,

http://www.is027002.es/.

PAE - Portal de Administracion Electronica. PAE - Magerit
v3 Metodologia de Analisis y Gestidn de riesgos de los Sis-
temas de Informacidn. Octubre de 2012.

Piattini, Mario. Auditoria Informéatica. Madrid: Ra-ma,
2010.

Sybsec SA, Soluciones de Seguridad Informatica, 2012,
http://www.cybsec.com/ES/default.php.

UNIT- Instituto Uruguayo de Normas Técnicas. Normas
Técnicas. 2015, http://www.unit.org.uy/.

Universidad Técnica del Norte. Plan Estratégico Institucio-
nal. Ibarra, Imbabura, 2012.

Pusda, Marco: MSc. en Evaluacién y Auditoria de Siste-
mas Tecnoldgicos por la Universidad de las Fuerzas Arma-
das - ESPE. Ingeniero en Sistemas Computacionales por la
Universidad Técnica del Norte. Docente Investigador de la
UTN. Certificacion Cobit 5.0.

229

Imbaquingo, Daisy: MSc. en Evaluacion y Auditoria de
Sistemas Tecnoldgicos. Ingeniero en Sistemas Computacio-
nales por la Universidad Técnica del Norte. Docente Inves-
tigador de la UTN. Correo electrénico: deimbaquin-
go@utn.edu.ec

Ibarra, José: Mgs. En tencologias para la gestion y practica
docente. Ingeniero en Sistemas por la Pontificia Universi-
dad Catolica del Ecuador. Correo electronico: jiba-
rra@pucesi.edu.ec

Pusda, Segundo: Ingeniero en Sistemas Computacionales
con Maestria en Tecnologias para la Gestion y préactica do-
cente. Docente Investigador de la escuela de Ingenieria de
la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador. Correo
electrénico: sepusda@pucesi.edu.ec


mailto:deimbaquingo@utn.edu.ec
mailto:deimbaquingo@utn.edu.ec
mailto:jibarra@pucesi.edu.ec
mailto:jibarra@pucesi.edu.ec
mailto:sepusda@pucesi.edu.ec

230
AVANCES Y RETOS DE LA CIENCIAY LA INGENIERIA
Facultad de Ingenieria
Universidad de Los Andes
Pontificia Universidad Cat6lica del Ecuador
Sede Ibarra

Capitulo 27

Disefio, construccion y aplicacion de un sistema de evaluacion
grupal para estudiantes de introduccion a la robotica

Dapena, Eladio'*; Rivas, Rafael?; Pérez, Jesus?

1 Becario Ateneo-Senescyt, Universidad de Guayaquil, FCMyF, Ecuador.
2Laboratorio de Sistemas Discretos Automatizacion e Integracion,
Universidad del Los Andes, Mérida, Venezuela.
*eladio@ula.ve

Resumen

Dentro del marco epistemolégico, una de las etapas del proceso de aprendizaje consiste en la revisién del propio
aprendizaje adquirido por el aprendiz. Por otra parte, recientes trabajos orientados en la disciplina del neuroaprendizaje
basados en ultimos avances de la comprension del funcionamiento del cerebro en el proceso de aprendizaje, cambiaran
considerablemente el modo de ensefiar y de aprender. Este proyecto se basa en la creacién de espacios agradables y
divertidos para el aprendizaje, en especial el propio proceso de evaluacion. Esto pretende convertir el proceso de
evaluacion en un proceso de aprendizaje y consolidacion de las conexiones neuronales generadas a lo largo de una
asignatura donde se logra un cambio de estado cognitivo en los aprendices pasando de no saber algo a saberlo. Este
trabajo consistid en el disefio, construccién y aplicacion de un sistema de evaluacion y aprendizaje grupal orientado a la
motivacion de los estudiantes de la asignatura Introduccién a la Robdtica de los semestres A2015 y B2015, para el
fortalecimiento de los conocimientos adquiridos en los seminarios de robética mdvily roboética industrial. El sistema de
evaluacion y aprendizaje grupal es fundamentalmente un concurso de conocimientos donde los equipos compiten por
puntos, cuya dinamica principal se basa en preguntas que pueden ser respondidas por el equipo que primero se manifiesta,
siendo de vital importancia la participacion del profesor porque es el encargado de responder las preguntas que los
equipos no responden y complementar las respuestas incompletas. El disefio incluye un hardware basado en Arduino para
determinar el equipo que primero se manifiesta presionando su respectivo pulsador y un software que muestra las
preguntas y respuestas clasificadas en verdadero/falso, seleccion simple, definiciones y estratégicas.
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1 Introduccion

El curso de Introduccion a la Roboética es una
asignatura electiva del ciclo profesional de la Escuela de
Ingenieria de Sistemas de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad de Los Andes en Mérida, Venezuela. El
objetivo general de la asignatura es introducir los
principios bésicos tanto de la robdtica mévil como de la
robética industrial. Para alcanzar el objetivo se utilizan
las instalaciones y los recursos del Laboratorio de
Sistemas Discretos, Automatizacion e Integracién
(LaSDAL), y se divide el contenido programatico en tres
(3) seminarios: Robotica Movil, Informatica Industrial y
Robdtica Industrial.

Las estrategias de evaluacion  aplicadas
tradicionalmente en esta  asignatura incluyen:
evaluaciones escritas y proyectos grupales. En aras de
motivar a los estudiantes para fortalecer los
conocimientos adquiridos durante la asignatura, se desea
probar el concepto de una idea basada en un concurso de
conocimientos donde los equipos formados para
desarrollar los proyectos compiten por acumular la
mayor cantidad de puntos.

En este articulo se muestra el procedimiento que se
llevé a cabo para probar el concepto: comenzando por el
analisis, donde se detectan los requisitos de Software y
Hardware minimos para apoyar el desarrollo del
concurso; seguido del disefio, donde se especifican los
componentes de Software y Hardware; pasando por la
construccion, donde se seleccionan alternativas segun la
disponibilidad de recursos; para finalmente llegar a la
aplicacion, donde se describe la dinamica del concurso
y se analizan los resultados obtenidos en los semestres
A2015y B2015.

2 Andlisis

El analisis se apoya en la Ingenieria de Requisitos,
porque ayuda a entender mejor la solucién de la
situacion que se aborda. Los requisitos para un sistema
son la descripcion de los servicios proporcionados por el
sistema y sus restricciones operativas, donde el proceso
de descubrir, analizar y documentar estos servicios y
restricciones se denomina Ingenieria de Requisitos
(Sommerville 2005).

Los requisitos se dividen en dos tipos: funcionales
y no funcionales. Los requisitos funcionales son
declaraciones de los servicios que debe proporcionar el
sistema, de la manera en que éste debe reaccionar a
entradas particulares y de como se debe comportar en
situaciones especificas. Por otra parte, los requisitos no
funcionales son limitaciones de los servicios ofrecidos
por el sistema, incluyendo restricciones de tiempo, sobre
el proceso de desarrollo y estdndares.

El concurso de conocimientos donde los equipos
compiten por puntos se basa en preguntas que pueden
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ser respondidas por el equipo que primero se manifiesta,
siendo de vital importancia la participacién del profesor
porque es el encargado de responder las preguntas que
los equipos no responden y complementar las respuestas

incompletas.
Bésicamente, el concurso estd constituido por
preguntas clasificadas en cuatro (4) categorias:

verdadero/falso, que son preguntas cerradas cuya
respuesta tiene sélo dos opciones; seleccion simple, que
son preguntas que muestran cuatro  opciones de
respuestas donde sélo una es correcta; definiciones, que
son preguntas que ameritan una respuesta de desarrollo
cuya veracidad queda a criterio del profesor; y
estratégicas, que son preguntas de definicién cuyo
propésito es afectar la puntuacion de los equipos
contrincantes.

El objetivo de este trabajo es construir un sistema
para apoyar el concurso, el cual ha sido denominado
sistema de evaluacién y aprendizaje grupal, que permita
la gestion de preguntas por parte del profesor y
determine el equipo que debe responder cada pregunta.
Entonces, para la dinamica de preguntas y respuestas, el
sistema en principio debe mostrar un menld con las
diferentes categorias.

Al avanzar en cada categoria el sistema debe
mostrar los nmeros de las preguntas (8 preguntas para
la categoria estratégicas y 20 preguntas para las demas),
diferenciando las consumidas de las disponibles.
Cuando se selecciona una pregunta, en pantalla debe
aparecer el enunciado y un indicador visual que estara
en color rojo mientras la pregunta es leida por el
profesor y cambiard a color verde para permitir a los
equipos competir por la oportunidad de responder. El
sistema debe detectar cudl de los equipos reacciona
primero mediante la lectura del estado de pulsadores
asignados a los equipos, y luego de respondida la
pregunta, el sistema debe mostrar la respuesta.
Finalmente, el profesor reinicia el detector de estado de
los pulsadores y se repite el mismo procedimiento para
cada pregunta.

El disefio de este sistema como prueba de concepto,
enmarcado en principio para uso académico, debe
enfocarse en la utilizacion minimalista de recursos,
aprovechando principalmente los recursos disponibles
en el LaSDAI. Para identificar los requisitos, debido a la
naturaleza de este sistema y para facilitar la
comprension, se hace una clasificacion en dos tipos:
requisitos de hardware y requisitos de software.

2.1 Requisitos de Hardware

La necesidad de detectar el estado de los pulsadores
asignados a los equipos para determinar al primero que
presiona, demanda la construccion de un Hardware que
se encargue de esta tarea, a partir de los requisitos
presentados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Requisitos de Hardware.

Requisito Descripcién

Lectura Leer el estado de los pulsadores.

(Funcional)

Indicadores Activar un indicador sonoro en el momento en

(Funcional) que ha sido detectado algin pulsador e indicar
visualmente el equipo ganador.

Reinicio Permitir el reinicio o activacion por parte del

(Funcional) profesor a través de un pulsador.

Recursos El diseflo debe incluir componentes

(No funcional)

electrénicos disponibles en el LaSDAI.

2.2 Requisitos de Software

Basicamente, el Software de este sistema debe
permitir la gestién de preguntas y respuestas manejadas
por el profesor, por lo tanto, los requisitos de software
detectados estan dirigidos a cumplir tal objetivo, los

cuales se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Requisitos de Software

Requisito Descripcion

Menu Mostar en una pantalla el ment de categorias de

(Funcional) preguntas.

Preguntas Mostrar en pantallas independientes los nimeros

(Funcional) de las preguntas para cada categoria,
diferenciando consumidas y disponibles.

Enunciados Mostrar en  pantallas  independientes  los

(Funcional) enunciados de las preguntas, indicando el estado:
rojo para lectura y verde para detectar los estados
de los pulsadores.

Respuesta Mostrar la respuesta correcta en la pantalla

(Funcional) correspondiente al enunciado cuando sea indicado
por el profesor.

Apariencia Las pantallas deben contener la identificacion y el

(No funcional)  estilo del LaSDAI.

Minimalismo En principio, mientras se prueba el concepto, el

(No funcional)

disefio del software debe ser simple.

3 Disefo

El disefio se

centra en

proporcionar la

funcionalidad del sistema a través de sus componentes
(Sommerville 2005). En este caso, el disefio del sistema
de evaluacién y aprendizaje grupal se enfoca
principalmente en cubrir los requisitos identificados en
el analisis, dividiéndolo en dos (2) partes: componente
de Hardware y componente de Software.

3.1 Componente de Hardware

El componente de Hardware debe cubrir los
requisitos presentados en la Tabla 1. El disefio de este
componente se divide en dos partes: primero, diagrama
de bloques, para identificar las entradas y salidas; y
segundo, diagrama de conexiones, para establecer el
recorrido de las sefiales. El diagrama de bloques se
muestra en la Figura 1.

La entrada esta compuesta por pulsadores, de los

cuales se debe asignar uno a cada equipo y otro al
profesor. ElI proceso sera realizado por el
microcontrolador integrado en la placa Arduino UNO
porque esta especialmente disefiado para interactuar con
el medio fisico mediante sensores y actuadores
electronicos (Banzi 2011). Especificamente, se
encargara de detectar al equipo que presiona primero su
respectivo pulsador y proporcionar las salidas, indicando
a través de un zumbador (BUZZER) el momento en que
ha sido detectado y mostrando mediante el diodo emisor
de luz (LED) respectivo al equipo ganador. El diagrama
de conexiones para cuatro (4) equipos competidores se
muestra en la Figura 2.

Entrada | Pulsadores

e - == = =

1
| |
Proceso 1 | Microcontrolador | 1
1 1
I [ |
r=——-==- -——==
1 : |
salida | Indlcado_res |
1 | (sonoroyvisual) |
L e e e e e e = |

Figura 1. Diagrama de bloques

La conexion de los pulsadores al Arduino utilizan
resistencias de Pull Upde 10.000 ohmios para obtener
estados de reposo equivales a uno (1) ldgico (Martin
2007), y para conectar los diodos emisores de luz se
utilizan resistencias de 330 ohmios conectadas en serie
para limitar la corriente. A diferencia, el zumbador se
conecta directamente al pin del Arduino.
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Figura 2. Diagrama de conexiones
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3.1 Componente de Software

El componente de Software debe cubrir los
requisitos presentados en la Tabla 2, por lo tanto, se
procede a describir detalladamente su comportamiento
externo, considerando en todo momento los requisitos
no funcionales. El requisito Apariencia abarca todas las
pantallas, destacandose la pantalla principal porque
incluye la identificacion, tal como se muestra en la
Figura 3.

GAINGENIERIA
5d) Uymmsonn ve Los e

€ Lason

ISPIRO: Introduccioén a la Robética

A2015

Prof. Eladio Dapena Gonzalez

PRUEBA DE CONOCIMIENTOS

Escuelade Ingenieriade Sistemas
Departamento de Computacién

Figura 3. Pantalla principal

Para cubrir el requisito Mend, se listan las cuatro
categorias de preguntas en la parte central de la pantalla,
utilizando subrayado para denotar que son enlaces, es
decir, que se puede ingresar a cada una de las categorias,
tal como se muestra en la Figura 4.

G)INGENTERA
PRUEBA DE CONOCIMIENTOS )‘-) etk e

€ ason

VERDADERO Y FALSO
SELECCION SIMPLE
DEFINICIONES

ESTRATEGICAS

Figura 4. Menu

Para cubrir el requisito Preguntas se hace una
matriz de cinco (5) filas y cuatro (4) columnas para
obtener un total de veinte (20) espacios. En cada
espacio, se coloca un nimero que estara asociado a su
respectiva pregunta mediante un enlace. Para diferenciar
preguntas consumidas de preguntas disponibles, se
utiliza el color verde para las consumidas. La pantalla
resultante de satisfacer el requisito Preguntas para la
categoria verdadero/falso se muestra en la Figura 5.

Para el requisito Enunciados se ubica el enunciado

de la pregunta en la parte superior central, y el circulo
indicador para los colores rojo y verde en la parte
inferior central, tal como se muestra en la Figura 6 para
el caso de la categoria definiciones.

GAINGENIERIA
PRUEBA DE CONOCIMIENTOS Sy TR RANR

QLaSDN

VERDADERO Y FALSO

IN
[08)
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Figura 5. Preguntas

sENIERIA
RSIDAD DE LOS ANDE

1

=
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PREGUNTA 2
Se denomina Grado de Libertad a:

O

Figura 6. Enunciados

A Lasonl DEFINICIONES ) SRS B

PREGUNTA 2
Se denomina Grado de Libertad a:

R) Cada uno de los movimientos independientes que puede
realizar cada articulacion con respecto a la anterior.

Figura 7. Respuestas
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Finalmente, para el requisito Respuestas, se ubica
en la parte central la respuesta correcta correspondiente
al enunciado, se elimina el circulo indicador y se agrega
un icono para ir a la pantalla Mend, como se muestra en
la Figura 7.

4 Construccién

Esta etapa consiste en la implementacion del
comportamiento externo descrito en el disefio del
Componente de Software y la construccion fisica del
Componente de Hardware. En apariencia, el software
desarrollado es basicamente una réplica de las figuras 3,
4,5,6 y 7. A diferencia, en la construccion del Hardware
se presentan oportunidades de eleccién entre varias
alternativas.

Para la entrada, que esta compuesta por pulsadores,
en ausencia del componente ideal (pulsador de
emergencia de 10 cm), se disefiaron pulsadores caseros
utilizando discos compactos (CDs) separados por cuatro
(4) pulsadores de 5 mm distribuidos por toda el area y
conectados en paralelo, de manera tal que sea suficiente
con presionar al menos uno para enviar la sefial al pin
del Arduino. EI modelo de pulsador casero construido se
muestra en la Figura 8.

Fiura 8. Pulsador casero

Para las conexiones con la placa Arduino, se utiliza
un PrototypingShieldque es béasicamente una tarjeta
perforada disefiada especialmente para ser apilada sobre
el Arduino UNO, donde se hacen las conexiones
mediante soldaduras con estafio (Oxer 2009).

Para la salida se utiliza un Breadboardque es una
placa para construccion de prototipos electronicos,
donde las conexiones no requieren soldadura. Las
conexiones en el PrototypingShield y en el Breadboard
de este sistemase muestran en la Figura 9.

El concurso estd formado por cinco (5) rondas,
donde se realizan cuatro (4) preguntas en orden aleatorio
para las categorias verdadero/falso, selecciéon simple y
definiciones. Simultaneamente, cada equipo dispone de
dos (2) preguntas estratégicas de uso obligatorio que

pueden ser solicitadas cada vez que finaliza una ronda.
pueden ser solicitadas cada vez que finaliza una
ronda

Figura 9. Conexiones con la placa Arduino UNO

4.1 Dinamica del concurso

En la primera ronda de verdadero/falso y seleccion
simple todos los equipos participan mediante la
utilizacién de seis (6) tarjetas. Dos (2) tarjetas para la
categoria de verdadero/falso (V y F) y las restantes
cuatro (4) tarjetas para la categoria de seleccién simple
(A, B, C y D). Ademas, en esta ronda las respuestas
incorrectas no tendran penalizacién.

En las otras rondas, los equipos utilizaran en todo
momento el pulsador para competir por la oportunidad
de responder las preguntas, siendo penalizadas las
respuestas incorrectas con la mitad del valor de la
pregunta. En la Tabla 3 se muestra la puntacién de cada
pregunta seguln la categoria.

Tabla 3.Puntuacion de cada pregunta seglin categoria

Categoria Respuesta Respuesta
correcta incorrecta

Verdadero/falso 2 -1

Seleccion simple 2 -1

Definiciones 4 -2

Estratégicas 0 -4

Las preguntas de definiciones requieren la

utilizacién del pulsador para todas las rondas y en caso
de ser respondidas incorrectamente, se penaliza al
equipo con la mitad del valor de la pregunta y el resto de
los equipos pueden competir hasta que todos hayan
respondido o hasta que sea respondida correctamente.

Las preguntas estratégicas deben ser solicitadas por
cada equipo indicando el integrante de algin equipo
contrario que debe responder. Si la pregunta no es
respondida correctamente, se penalizara al equipo con
cuatro (4) puntos menos.

Cuando sea utilizado el pulsador y el indicador no
estd en color verde, el equipo sera eliminado de la
pregunta actual, pero los equipos restantes siguen
compitiendo por la misma pregunta.
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La puntuacion de cada equipo sera la suma
algebraica de los puntos obtenidos por cada pregunta
respondida correctamente y los puntos perdidos por las
penalizaciones. En la Tabla 4 se muestran las formulas
para calcular la puntuacién de cada equipo y en la Tabla
5 se muestran las formulas para calcular la calificacion
de cada equipo.

Tabla 4. Formulas de puntuacion por equipo

Categoria Formula

Verdadero/falso (V) V = Cy*2+ |y *(-1) donde Cy = cantidad
de respuestas correctas, Iy - cantidad de

respuestas incorrectas

Seleccion simple (S) S= Cs* 2+ ls*(-1) donde Cs= cantidad de
respuestas correctas, |s - cantidad de

respuestas incorrectas

Definiciones (D) V = Cp *4 + Ip *(-2) donde Cp = cantidad
de respuestas correctas, Ip - cantidad de

respuestas incorrectas

Estratégicas (E) E = Ig *(-4) donde I - cantidad de respuestas

incorrectas

Puntuacion Total (Py) Pr=V+S+D+E

Tabla 5. Formulas de calificacion por equipo

Categoria Formula

Pa= Pr1+ Prz2 + Pr3 + Pry donde Py es la
puntuacion total del equipo i

Puntuacién Alcanzada (Pa)

Puntuacion Méxima (Pw) Pum = 0.2Cpy*4+ 0.2Cps*4 + 0.8Cpy*2+

Indicador visual

s 5 » o

ARDUINO

Tarjeta

Pulsador

o
®9 [ ]
Figura 10. Ubicacion de los equipos

4.3 Resultados obtenidos

El concurso se realiz6 en dos (2) semestres
consecutivos siguiendo los pasos mostrados en la Tabla
6. En el semestre A2015 el grupo participante se dividié
en cuatro (4) equipos que estaban conformados por seis
(6) integrantes, donde el resultado mas relevante como
grupo fue que respondieron correctamente el 77% de las
preguntas. A diferencia, en el semestre B2015 los cuatro
(4) equipos estaban conformados por cuatro (4)
integrantes y respondieron correctamente el 69.8% de la
preguntas. En la Tabla 7 se muestran las calificaciones
colectivas y grupales obtenidas de las formulas
presentadas en la Tabla 5.

Tabla 7.Calificaciones obtenidas

0.8Cps*2 + Cpp * 4 donde Cox és la Calificacion A2015 B2015
cantidad de preguntas de la categoria X -
Calificacion Colectiva (Co)  Cc = ((PA*100/ Py) * 20) / 100 Colectiva 15 14
Calificacion grupal (Cg) Ce= Pr*20/0.25Py si Cg<=20 Grupo 1 20 20
Ce=20 si__Ce>20 Grupo 2 16 18
Calificacion Total (Cy) Cr=(Cc+Cg)/2
Grupo 3 11 10
4.2 Inicio del concurso Grupo 4 08 o7

El concurso se desenvuelve por si solo a partir de
su dindmica, sin embargo, es muy util tener listados una
serie de pasos que deben seguirse para entrar
naturalmente en dicha dindmica. Los pasos para iniciar
el concurso se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6.Pasos para iniciar el concurso

Paso  Descripcion

1 Se prepara el escenario como se muestra en la Figura
10, recordando que cada mesa de equipo debe tener un
(1) pulsador y seis (6) tarjetas.

2 Se pide a los estudiantes que se agrupen en los cuatro
(4) equipos de proyectos.

3 Se realiza el sorteo para determinar la ubicacion de
cada equipo.

4 Se explica la dindmica del concurso.

5 Se comienza con la primera ronda.

En ambos semestres, luego de culminado el
concurso, se realizaron dos (2) preguntas a los
estudiantes: la primera, sobre su opinion de la
experiencia vivida, obteniendo como respuesta mas
significativa la siguiente: se genera un compromiso con
los compafieros de equipo para ganar el concurso,
motivando fuertemente a repasar los conocimientos
adquiridos en los seminarios de robdtica movil y
roboética industrial; y la segunda, sobre el aprendizaje
durante el desarrollo del concurso, encontrando que el
100% de los estudiantes en ambos semestres considera
que aprendié nuevos conocimientos durante el concurso.

5 Conclusiones

Los sistemas que tienen componente de Software y
Hardware, idealmente son concebidos por el disefiador
con elementos fisicos que no estdn disponibles por
diversos motivos, siendo una barrera que puede impedir
el desarrollo de una idea que involucre tales sistemas.
Este trabajo es una muestra de que se pueden encontrar
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soluciones con los recursos disponibles, si se aborda
desde un enfoque de utilizaciobn minima de recursos
disponibles, que para este caso estaba exigido como
requisito no funcional.

Los conocimientos que se manejan en el seminario
de Informatica Industrial incluidos en los contenidos de
la asignatura Introduccion a la Roboética permitieron el
desarrollo de este sistema de evaluacion y aprendizaje
grupal para fortalecer los conocimientos adquiridos de
los estudiantes. Entonces, a las aplicaciones
tradicionales de la Informética Industrial, como lo son el
control, la automatizacién, la robética, entre otras, se
puede agregar la educacion.

Los resultados grupales obtenidos en los semestres
A2015 y B2015 representados por la Puntuacion
Alcanzada (P,) y la Calificacion Colectiva (Cc), sirven
para medir el rendimiento global de la asignatura, siendo
similares en ambos semestres, especificamente 75% y
70% respectivamente si se mira la Cc. Por otra parte,
considerando la opinién de los estudiantes, se concluye
que el sistema de evaluacion y aprendizaje grupal
aplicado cumple con los objetivos planteados de motivar
el aprendizaje y reforzar los conocimientos adquiridos
durante el desarrollo de la asignatura.
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Estimacion simultanea de estado y parametros para un proceso
de produccion de bioetanol
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Resumen

En los sistemas bioldgicos, no todos los estados y parametros pueden ser medidos experimentalmente, haciendo necesario
el uso de algun método computacional de estimacion. Con el fin de confiar en los parametros estimados, es critico primero
determinar, cuales pardmetros pueden ser estimados de un modelo a partir de un conjunto de mediciones dadas. Esto
puede determinarse con un andlisis de identificabilidad de pardmetros. En el siguiente trabajo se presentan los resultados
de un andlisis de sensibilidad y de identificabilidad realizado al proceso de produccién de bioetanol lignocelulésico (2 G),
donde la sacarificacion y co-fermentacion se realizan simultdneamente en un reactor. Del modelo se seleccionaron 22 pa-
rdmetros determindndose que solo cuatro pardmetros pueden ser identificados. Los estados del proceso de bioetanol y los
pardmetros son estimados simultaneamente a través de observadores de Kalman y su rendimiento es evaluado cuando se
dispone solo de mediciones de la concentracion de etanol.
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1 Introduccién

En la actualidad la creciente necesidad de am-
pliar la generacion de alternativas energéticas distintas a
las ya convencionales, para preservar los recursos no
renovables y reducir el impacto ambiental asociado a los
combustibles fésiles, encuentra en el bioetanol una al-
ternativa viable y con significativo potencial de expan-
sion.

El proceso de produccion de bioetanol consiste
principalmente en 4 etapas: pretratamiento, hidrolisis
enzimatica, fermentacion y los procesos posteriores para
la separacion del etanol. La hidrolisis enzimatica juega
un papel importante en el rendimiento de todo el proce-
so, cuyo propésito es la degradacion de la celulosa a
azucares por la accién de determinadas enzimas. De
igual manera el proceso de fermentacion es fundamental
ya que a través de éste, los azucares obtenidos mediante
la hidrolisis enzimatica pueden ser fermentados por le-
vaduras 0 bacterias para producir etanol.

La hidrolisis enzimatica y la posterior fermentacion
han sido objeto de una ardua investigacion, cuyos prin-
cipales trabajos se han enfocado en el desarrollo de mo-
delos cinéticos apropiados que describan el mecanismo
de reaccion. (Kiran y col., 2004, Gurkan y col., 2009,
Morales y col., 2011). La mayoria de estos modelos ma-
tematicos son expresados por un conjunto de ecuaciones
diferenciales (EDO), las cuales representan la evolucion
en el tiempo de algunas variables de interés como las
concentraciones de los diferentes reactivos y productos.
En general estas ecuaciones son obtenidas a partir de un
balance de materia y energia, y dependen de varios pa-
rametros tales como constante de velocidad especifica,
rendimiento, etc. Mientras que en algunos casos estos
pardmetros son factibles de obtener experimentalmente,
en muchos casos no es posible.

La estimacion de parametros en sistemas dinami-
cos no lineales es extremadamente importante, pero ex-
tremadamente dificil también. Muchos de los métodos
para la estimacién de parametros se basan en la aplica-
cién de técnicas de optimizacion no lineal que incluyen
minimos cuadrados, algoritmos genéricos, técnicas de
ramificacion, entre otros. Sin embargo, estos enfoques
tienen un ndmero de limitaciones para la estimacion en
procesos quimicos, el costo computacional para un pro-
blema de optimizacion dindmica no lineal es muy alto y
aunque los errores de medicién pueden ser incorporados
en las ecuaciones de observacion, es dificil integrar el
ruido del sistema a las ecuaciones dindmicas del siste-
ma. (Rodriguez y col., 2006). Ademas, debido a que el
sistema es altamente no lineal las optimizaciones dina-
micas son a menudo multimodal. Por lo tanto, sus solu-
ciones no pueden alcanzar un éptimo global y a menudo
convergen a un optimo local.

En las Gltimas décadas, el disefio y aplicacion de
observadores de estado en bio-procesos ha sido un area
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de investigacion activa. Muchos de los modelos cinéti-
cos han sido formulados como sistemas no lineales y
representados en espacio de estado, donde la estimacion
de parametros es abordada en el marco de la teoria de
control. La literatura de estimadores de estado en el &m-
bito de control es amplia, pero en el contexto de siste-
mas bioldgicos o bioguimicos, los enfoques usados in-
cluyen Luenberger, filtro de Kalman y observadores de
alta ganancia

El filtro de Kalman (FK), es equivalente a la técni-
ca de minimos cuadrados, debido a que la ganancia de
Kalman es seleccionada de manera de minimizar la co-
varianza del estado estimado el cual es usado en siste-
mas lineales. El filtro de Kalman puede considerarse un
método robusto de estimacion debido a su naturaleza
recursiva ya que es mas adecuado para los problemas en
que las mediciones se disponen de manera secuencial y
puede considerarse la incertidumbre en los datos. Sin
embargo, el filtro de Kalman es desarrollado para siste-
mas lineales y genera problemas de exactitud cuando se
aplica a problemas no lineales. En lugar de ello, se han
desarrollado un nimero de extensiones para hacer frente
a la no linealidad de los sistemas. Entre estas extensio-
nes las mas ampliamente usadas son el filtro Extendido
de Kalman (EKF). (Sun y col., 2008) y el filtro Unscen-
ted de Kalman (UKF), (Quach y col., 2007). El corazdn
del UKF es la transformacion Unscented que opera di-
rectamente a través de una transformacion no lineal en
lugar de depender de una linealizacién analitica del sis-
tema como se lleva a cabo en el EKF. Sin embargo, la
estimacion de parametros es altamente dependiente de la
disponibilidad y la calidad de los datos de medicién.
Debido a la falta de datos recolectados experimental-
mente es dificil obtener estimaciones fiables de los pa-
rdmetros cinéticos desconocidos. Como resultado es
crucial ser capaz de determinar la estimabilidad de los
parametros del modelo a partir de los datos experimenta-
les disponibles.

Las pruebas de identificabilidad se llevan a cabo
para determinar que parametros son estimables del mo-
delo utilizando los datos experimentales y determinar su
rango en base a la sensibilidad del modelo con respecto
a un cambio en estos parametros. El rango es directa-
mente proporcional al impacto que el correspondiente
parametro tiene en la salida del sistema y su capacidad
de capturar las caracteristicas importantes del sistema
(Varma 1999).

Hasta ahora, pocos trabajos se han desarrollados
relativos a la estimacion de pardmetros de EDO no-
lineales utilizados para modelar procesos de dindmica
bioguimica (Quach y col., 2007). En otras areas, tales
como, hidrologia (Oradkhani 2005), ecosistema, con-
ductividad térmica, etc., la version no-lineal del filtro de
Kalman ha sido desarrollada para resolver problemas de
estimacion de estado y pardmetros, donde la identifica-
bilidad ha sido estudiada a partir de la observabilidad
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del sistema. Sin embargo, la mayoria de los métodos de
observabilidad requieren una solucién analitica del sis-
tema, lo cual no siempre es posible si el sistema es muy
grande y altamente no lineal.

En este articulo se propone incorporar un andlisis
de identificabilidad de parametros por medio de un mé-
todo Ortogonal propuesto por (Yao 2003), previo al pro-
ceso de estimacion parametros, de manera de identificar
de un conjunto de parametros cuales parametros pueden
ser estimados, a partir de las observaciones disponibles.
Luego verificar los resultados de identificabilidad obte-
nidos haciendo uso del EKF y el UKF, de manera de
evaluar su desempefio.

Este articulo esta organizado de la siguiente mane-
ra: en la seccion 2 se describe el modelo matemético del
proceso de produccién de bioetanol. La seccién 3 pre-
senta el método para determinar la identificabilidad de
los pardmetros y los algoritmos de los filtros. En la sec-
cién 4 se muestran los resultados de las simulaciones y
por altimo las conclusiones.

2 Modelo

El modelo matematico que describe el proceso de
produccion de bioetanol a través de una sacarificacion y
co-fermentacion simultanea (SSFC), surge de la combi-
nacion de los modelos de hidrolisis enzimatica y co-
fermentacion véase (Morales y col., 2011).

El estudio emplea el modelo de un reactor agitado
permanente RAP, donde el proceso de hidrélisis enzimé-
tica de la celulosa y fermentacion para reducir el azlcar
son llevados a cabo simultaneamente a cierta temperatu-
ra. El modelo que describe la hidrolisis enzimatica fue
desarrollado por (Kadam y col., 2004) y el mismo fue
seleccionado debido a que ha sido analizado y verificado
en diferentes ocasiones. EI modelo matematico emplea-
do para la co-fermentacion fue desarrollado por
(Krishhman y col., 1999), el cual considera la transfor-
macion simultanea de xilosa y glucosa a etanol.

El modelo del proceso global es el resultado de la
combinacion de ambos modelos y las ecuaciones que lo
describen son:

Ty = kerElBRsCs
re 1+ L2 + Lo + Lxy_ + e
kirGz2 ~ kKir¢  Kirxy  KalEt
= ko (Ce1p+Cr28)RsCs
2 C2 Ca Cxy
1+—=—4+—+4+——
kirG2 k216 kaixy
= k3 CparCeo
Tk (1 ey C—G) +C
3M G2
k3ig k31xy
BG
r, = ﬂmax,G CG _ CEtg
* K C C(Z? Etmax Xy
ac T le+— '
41G

X
re = Umax,xyCxy ( CEtxy )ﬁ Y
5 — 2 -\=
K c Cxy Etmax,xy
sxy+ Xy+k4-IGSIXy
Ts + mgCxe

_YEtG/G dt _YXG/G dt
1 dCrxy 1 dCyg

-, = + my CXX
7 Yeoxy dt Yyxy dt yXXy
G

ro = Vmax,GCG 1-— CEtg Y
8 Cé EtmaxG

Kg; + C; + P ,

YXy
— VinaxxyCe [1 _ < Crixy ) l
9 — 2 T
Cx Et 1)
K9Xy + CXy + kg[;]y max,Xy

La variacidn de la concentracion en el reactor para los
diferentes compuestos esta expresada por las ecuaciones
diferenciales:

Celulosa
dCs
dt
Celobiosa

ac 3
d;;z = q/V (Cg20-Cg2)-1.056r1,-15 )

Glucosa

% - %(CGO'CG) — 1.111r, + 1.05373-19/Yeg “)

Biomasa de glucosa

dc
% = % (CxgoCxg) + 14 ()

Biomasa de Xilosa

dCxx
% = %(CXxyo'CXxy) + 75 (6)

Etanol por glucosa

dcCe
Ttg = % (Cetgo'cetg) + rg (7)

Etanol por xilosa

ACet q
% = v (Cetxyo'Cetxy) + 19 (8)

Xilosa

dc
d)t(y = % (CXYO'ny)'nJ/ Yeexy ©)]

etanol total

dCgt _ q
— = 5 (Creo-Cpe) 1oty

q 2
= V (Cs0-Cs)-11-15 )

(10)

Las caracteristicas de la alimentacion utilizada y
condiciones del proceso se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1: Condiciones de operacion

Alimentaciéon Valor
compuesto
Glucano (celulosa) 30
Xilosa 6,14
Concentracién inicial levadura mg/L 16
Temperatura(K) 310,15
Volumen reactor(L) 0.4
Tiempo de operacién (h) 120

3 Identificabilidad y estimacién de estado
3.1 Identificabilidad

El método ortogonal para la identificacion de pa-
rametros fue propuesto por (Yao y col., 2003) y es un
método basado en analisis de sensibilidad. EIl andlisis de
sensibilidad es usado para determinar la relacion entre el
cambio en los pardmetros y el correspondiente cambio
en el sistema. Para el analisis de sensibilidad se imple-
mentd el procedimiento propuesto por (Khalil 2002),
donde la matriz de sensibilidad, ecuacién 11, es obtenida
de las derivadas parciales de la repuesta del modelo con
respecto a los parametros (0), para un tiempo determi-
nado

Eanljl %_ -

901 dpq 96} t=t1

7= 901d =1 90pl,_4q (11)
_f’m] om
9611, _,, 26, _,,
_661 t=tn aep.:::m.

El método itera sobre las columnas de la matriz de
sensibilidad para seleccionar la columna con la mayor
suma de valor al cuadrado. Dado que cada columna per-
tenece a un Unico parametro, esta magnitud corresponde
al pardmetro que tiene el mayor impacto en la salida del
modelo. Esta columna se afiade a la matriz X, (siendo L
el nimero de iteracién), en el orden de la més alta a la
mas baja sensibilidad.

Debido a que las columnas de Z pueden presentar
alta correlacion con otras, para poder determinar el nivel
de influencia neta de cada parametro en la respuesta, se
requiere alguna forma de ortogonalizacion de las co-
lumnas de Z. Cuando el parametro de mayor influencia
ha sido determinado, la influencia de los parametros res-
tantes debe ser ajustada por la correlacion que existe en-
tre cada columna de Z asociada a los parametros restan-
tes. Para realizar dicho ajuste de la influencia neta, todas

las columnas de Z poseen una columna asociada en la
matriz de regresion (Z.). Luego se calcula la distancia
ortogonal entre Z y la matriz de regresion Z,, obtenién-
dose la matriz residual RL. La columna que tiene la mas
alta suma de valor al cuadrado en la matriz residual es
elegida para ser el proximo parametro mas estimable. La
ortogonalizacién continua hasta alcanzar un valor de
corte 0 hasta seleccionar todos los parametros como
identificables.

A continuacién, se presenta el algoritmo propuesto por
(YYao 2003):

1. Calcular la matriz de coeficientes de sensibilidad Z

2. Seleccionar el parametro cuya columna tiene la mayor
magnitud (la suma de los cuadrados de los elementos)
como el primer pardmetro estimable.

3. Definir la columna seleccionada en el paso anterior
como X, donde L €(1...np).

4. Calcular la proyeccion ortogonal Z, utilizando la co-
lumna que muestra la mayor independencia, X, .

ZL:XL (XLTXL)-leTZ

5. Calcular la matriz residual, R, =Z-Z,

6. Calcular la suma de los valores cuadrados para cada
columna de la matriz R,. Seleccionar la columna corres-
pondiente a la mayor suma de valores cuadrados como
el siguiente pardmetro estimable.

7. Seleccionar la columna correspondiente en Z y au-
mentar la matriz X, incluyendo la nueva columna. De-
notar la matriz aumentada como X .

8. Aumentar el contador de iteracion y repetir los pasos
4-7 hasta que todos los parametros hayan sido seleccio-
nados como identificables o hasta alcanzar un valor de
tolerancia establecido.

3.2 Estimacion de estado y pardmetros

Uno de los métodos para la estimacion simultanea
de estado y parametros es considerar los parametros co-
mo un estado adicional x= [x e]" sin dinamica y aumen-
tar la ecuacion de estado. Entonces la ecuacion de estado
aumentada estara definida como:

[xk+1] _ [f(xk, u, Qk)] + Wk]
Orrd ™ 0y Nk

Yie = h(xy) + vy

donde u son las entradas conocidas, yi son las medidas
de la salida del sistema wy, Vi Yy 7x representan ruidos
gaussianos con media cero que afectan al sistema y a la
observacion, de covarianza Q, R y ¢, respectivamente.
El estimado local y su covarianza del filtro k seran re-
presentados por Xy Pk

(12)

3.2.1 Filtro de Kalman Extendido

El algoritmo EKF para la estimacion dual consiste
en dos etapas: prediccion y actualizacion.
Etapa 1: Prediccion del estado
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Dado el estado anterior X;_q,,—1, Y la entrada uy se es-
tima el nuevo estado Xy, x4 Y su correspondiente matriz
de covarianza del error Py.q

R/ k1 = f (k1) k1) Ui V)

Pijiccr = A1 PraAiq + B RBjy

Apq 2 — (X4, Ug, U
k-1 ax(kl: ko )fk

2 Of
Bt 2 o= (Rie-1, Uiy 17)|T] (13)

Etapa 2: Actualizacion del estado

A continuacion, se actualiza la estimacion del estado
Xk, k-1 incorporando la nueva informacion aportada por
la observacién yy, obteniendo de este modo el estado co-
rregido X, 1Y la matriz de covarianza Py
Risk = Ricjier + Kie e — B(Riji1, )

Pk/k = (I'chk)Pk/k-l

Ky = Piej-1Ci (CPrjea G + R)™

(14)

(15)

C. 2 oh
k =a(xk'uk) N

3.3.2 Filtro de Kalman Unscented

El filtro de Kalman Unscented (UKF) es una
extension del tradicional filtro de Kalman para la esti-
macion de sistemas no lineales que implementa la trans-
formacion ‘Unscented’. La trasformacion Unscented usa
un conjunto de puntos, llamados sigma puntos, que cap-
turan la verdadera media y covarianza de la distribucion
del estado. Estos puntos se propagan a través del sistema
no lineal y la posterior media y covarianza se calculan a
partir de los puntos sigmas propagados. El algoritmo bé-
sico del UKF puede describirse como sigue:

Etapa 1: Inicializacién
Se calculan los puntos sigmas y sus pesos

X = [fkq X1 + Y\/m
Wo™ = A/(L + )

Wo® = A/(L+A) + (1 —a? + B)

Wi¢ = Wi = /(L +A), i=1,..,2L (16)

donde ¥ = VL + Ay L es la dimensién del estado y A, es
un parametro escalar.

xk-f]/\/m]

Etapa 2: Prediccion del estado

X;*c/k_l = f -1 uk-1l

Rje1 = YL Wim X;klk-l

Pijk1 = YikoWi€ [X:k/ k-1 %k /k-1] [X;k/ k-1 %ky k-l]T +0
Yk/k-l = h[)(k|k-1]

Vijieer = LiEoWi™ Y, 4y (7)

Etapa 3: Actualizacion del estado y covarianza
Rk = Xusir T K OVk9 keje1)
Pyskc = Peyie1-KiPy, 9, Ki

2L

. T

Poyiyia = Z wie [Yi,klk-l'yk/k-l][Yi,klk-l'yk/k-l] +R

i=0

2L

Peyiyia = z Wi [ X2 /k-1][Yi,k|k-1'yk/k-1]T

i=0

Pt (18)

Ky = P ViVk

kYk
4 Resultados y Discusion

Los estados del sistema vienen dados por las ecua-
ciones 2-10. El sistema de ecuaciones diferenciales fue
resuelto usando la funcién ode45 (método numérico de
integracion Runge-Kutta) de MATLAB, usando los va-
lores nominales de los parametros reportados por (Mora-
les y col., 2011). Las mediciones fueron creadas agre-
gando ruido blanco a las observaciones con covarianza
de 3e-2. Durante la simulacién, las mediciones fueron
tomadas cada At= 0.1 min, el tiempo de simulacion fue
de 100 horas, tiempo en el cual se alcanza el estado es-
tacionario.

El andlisis de Identificabilidad, se realiz6 seleccio-
nando 22 parametros del modelo, considerados mas re-
levantes: las constantes de velocidad de reaccion (K,
i=1,2,3), constantes de inhibicion: kyg Kica, Kiny Kuie
Kaig2, Koy, Kaigs Kaixys Kaig, Ksixys KaigY Koiy: COnstantes de
Monod:Ksg, Ksc, Kexy, Kaxy; rendimiento del producto Ygg
y velocidad especifica méxima de formacién para la
glucosa y la xilosa Vmaxc, Vmaxxy, FeSpectivamente.

Para la aplicacion del método Ortogonal, se consi-
deré que se disponia Unicamente de las mediciones de la
concentracion de etanol a la salida del reactor. Las itera-
ciones se detuvieron al alcanzar el valor de tolerancia de
0.04 valor reportado por (Kou, 2003), como razonable
para niveles bajos de ruido en las mediciones.

Los resultados del analisis de identificabilidad re-
portan que los parametros que podrian ser estimados en
orden de su rango de identificabilidad son: Yg.g, Kucas
Vimax,Gr Vmaxxys Kiixys Kuig, Kaiy Y Kag.,

Estos resultados son una referencia para la estima-
cién, si al realizar la estimacion un parametro no es
identificable, los parametros siguientes tampoco seran
identificables.

Para la estimacion simultanea de estado y parame-
tros utilizando los filtros EKF y UKF, se considerd que
solo la concentracion del etanol a la salida del reactor
era conocida. El objetivo es estimar la concentracion de
los otros compuestos en el bio-reactor y los parametros
desconocidos. Las condiciones de operacion del proceso
son las descritas en la tabla 1.
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En una primera etapa, se realizd la estimacion de
estado considerando conocido los valores de los parame-
tros, de manera de evaluar el desempefio de los filtros en
la estimacién. Las condiciones iniciales de la concentra-
cién de la celulosa y xilosa a la entrada del reactor se
variaron en un £20% del valor inicial reportado en la
tabla 1.

En la figura 1 se presentan los resultados de la es-
timacion de 4 estados a la salida del reactor, se puede
observar que ambos filtros, presentaron un buen desem-
pefio en la estimacion de estado. En la tabla 2 se reporta
el error porcentual medio absoluto de la estimacion de
los estados, para ambos filtros, corroborando los resul-
tados de la figura 1.

En una segunda etapa se realiz6 la estimacion de
estado y de cada pardmetro individualmente, para ello se
realizaron 50 simulaciones, de manera de obtener una
estadistica de la estimacién. Los parametros fueron ini-
cializados a través de nameros aleatorios dentro de un
intervalo de £80% el valor nominal del parametro.

Tabla 2. Errores en la estimacion de estado

Estado EKF UKF
Cs 3.158E-1  3.160E-1
(9 2.125E-2  2.125E-2
C; 8.154E-2  8.154E-2
Ce 6.407E-2  6.397E-2
Cxry  4A67E-2  4.438E-2
ny 6.913E-2 6.963E-2

Los parametros fueron estimados individualmente
en orden de su rango de identificabilidad hasta que el
parametro Ky, N0 pudo estimarse. Los siguientes para-
metros de la lista, tampoco fueron estimables. La com-
paracion entre la estimacion de los parametros de ambos
filtros es presentada en la tabla 3, para cada caso la me-
dia y desviacion estandar es calculada de las 50 simula-
ciones. Se puede observar un rendimiento similar en
ambos filtros, con un porcentaje de discrepancia con
respecto al valor nominal menor al 2.66 %, a excepcién
del pardmetro kyg,, donde el filtro EKF presenta un
error del 9.9%.

Tabla 3. Valores de la estimacion de parametros individualmente

Paréa- Valor EKF UKF
metro Media DS Media DS
Yere¢ | 043 0.429 | 1.88E-16 0.429 1.68E-17
ki, | 0015 | 0.013 | 3.90E-17 0.014 | 2.50E-18
Vimaxxy | 0190 | 0.19 1.76E-18 0.191 | 3.82E-16
Vmaxc | 2005 | 1.974 | 1.55E-16 | 1.975 | 1.57E-16
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Fig. 1: Estimacion de Estado en el proceso de SSFC

Una vez determinado cuales parametros son identi-
ficables, en una tercera etapa se procedi a la estimacion
simultanea de los cuatro pardmetros y el estado del sis-
tema. El resultado de una simulacion es mostrado en la
figura 2 y se puede observar como los pardmetros con-
vergen rapidamente a los valores reales del modelo
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0.016} ) 042} "
)| |
0.015 — 0.4
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Fig. 2: Estimacién simultanea de Pardmetros

La tabla 4 presenta los resultados de los parametros
estimados simultdneamente, se puede observar que el
UKF es més consistente en la estimacion y con valores
mas pequefios en la desviacion estandar

Si se comparan los resultados de las tablas 3y 4, se
observa que en la estimacion individual de los pardme-
tros los valores obtenidos por los filtros son mas cerca-
nos a los valores nominales y con desviacién estandar
mucho menor que en la estimacion simultanea. Este re-
sultado es esperado, ya que en la estimacién individual
se asume que los demas parametros son conocidos, y por
lo tanto hay menos grados de libertad.
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Tabla 4. Valores de la estimacion de pardmetros simultanea

Para- Valor EKF UKF
metro Media DS Media DS
Yere 0.430 0.430 | 3.08E-5 | 0.429 2.1E-5
kg, | 0015 | 0011 | 3.00E-5 | 0.014 | 2.10E-5
Vinaxxy | 0190 | 0173 | 6.00E-4 | 0.183 | 3.6E-4
Vmaxg | 2005 | 1.905 | 1.74E-2 | 1.970 | 4.97E-3

5 Conclusiones

En este articulo se realiz un anélisis de identifica-
bilidad a través de un método Ortogonal a un proceso de
produccion de bioetanol, para determinar que pardme-
tros podian ser identificados a través de las mediciones
de la concentracion de etanol a la salida del reactor. Se
seleccionaron 23 parametros obteniéndose 8 parametros
con posibilidad de ser identificados. Los filtros UKF y
EKF, fueron utilizados para estimar el estado y parame-
tros, logrando estimar los 4 primeros parametros en or-
den de su rango de identificabilidad. Los resultados de
las simulaciones muestran que el estado del sistema
puede ser estimado exitosamente usando el UKF y EKF,
sin embargo, el filtro UKF se beneficia de no requerir
las derivadas del modelo. En la estimacion de parame-
tros y estado simultanea el filtro UKF presenta un mejor
rendimiento en la estimacion de los parametros con va-
lores mas pequefios en la desviacion estandar. La impli-
cacion de este articulo es la posibilidad de usar un anali-
sis de identificabilidad como una opcién factible al
estudio de observabilidad en la estimacion de estado y
parametros.
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6 Apendice

Nomenclatura

Crir Concentracién total de la enzima g/Kg
Cer Concentracioén total de Etanol, g/L
Cere Concentracién de etanol por glucosa, g/L
Cerxy Concentracion de etanol por xilosa, g/L
Cpip Concentracion de enzimas CHB y EG ligadas, g/Kg
Crap Concentracién de enzima [-glucosidasa ligada
8/Kg
Cg1r Concentracion de enzimas CHB y EG libres, g/Kg
Cear Concentraciéon de enzima B-glucosidasa solucié
8/Kg
Ce Concentracién de glucosa, g/Kg
Ce Concentracién de celobiosa, g/Kg
Cg Concentracién del sustrato
Cxe Masa seca de celulas de glucosa, g/L
Cxxy Masa seca de celulas de xilosa, g/L
Cipo Concentracién inicial componente 1 g/L
Etyyymaxc Concentracién del etanol sobre el cual no hay
crecimiento de Is celulas en la fermentacion
glucosa, g/L
Etyyymaxxy  Concentracién del etanol sobre el cual no hay
crecimiento de Is celulas en la fermentacion
glucosa, g/L
E1,,0 Masa maxima de enzima 1 que puede ser
adsorbida sobre unidad de masa de sustrato, 0.06
g/8
E2 0 Masa maxima de enzima 1 que puede ser
adsorbida sobre unidad de masa de sustrato, 0.01
g/s
kqiEe Constante de inhibicion por etanol 1, 0.15 g/Kg
kq Constante de inhibicion por glucosa 1, 0.1 g/Kg
ks Constante de inhibicion por glucosa 2, 0.2 g/Kg
ks Constante de inhibicion por glucosa 3, 3.9 g/Kg
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kllGZ
kZlGZ

kZIxy
k3lxy
k4lG

kslxy

k3M
k4G

k4xy

k‘)xy
k8l G

k9lxy

”max,G
Hmax,xy
Vmax,6

vmux,xy

Constante de inhibicion por celobiosa 1, 0.015
g/Kg

Constante de inhibicion por celobiosa 2, 132.0
g/Kg

Constante de inhibicién por xilosa 1, 0.1 g/Kg
Constante de inhibicién por xilosa 3,201.0 g/kg
Constante de inhibicidbn por crecimiento de
glucosa, 238.7 g/L

Constante de inhibicién por creciemiento xilosa,
18.1g/L

Constante de saturacién del sustrato, 24.3 g/Kg
ConstanteMonod por creciemiento glucosa, 0.565
g/L

ConstanteMonod por creciemiento xilosa, 3.4 g/L
ConstanteMonod por formacion del producto
desde glucosa, 1.342 g/L

ConstanteMonod por formacién del producto
desde xilosa, 81.3 g/L

Constantede inhibiciéon por formacién del
producto desde glucosa, 4890.0 g/L

Constantede inhibicion por formacién del
producto desde xilosa, 81.3 g/L

Constantede velocidad de reaccion 1, 22.3
g/(mmgh)

Constantede velocidad de reaccion 2, 7.18
g/(mmgh)

Constantede velocidad de reaccion 3, 285.5 1/(h)
Coeficiente de mantenimiento en la fermentacién
de glucosa, 0.097 1/h

Coeficiente de mantenimiento en la fermentacién
de xilosa, 0.067 1/h

Caudal entrando al reactor1/s

Velocidad de reacciéon

Rendimiento del producto (etanol/glucosa), 0.470
g/g

Rendimiento del producto (etanol/xilosa), 0.40
g/g

Constante de rendimiento desde glucosa 0.115 g/g
Constante de rendimiento desde xilosa 0.162 g/g
Constante que relaciona la reactividad del sustrato
con el grado de hidrolisis, 1

Constante en el modelo de inhibicién del producto
en la fermentacion de glucosa (1.29 para Et<95.4)
g/L

Constante en el modelo de inhibicién del producto
en la fermentacion de xilosa, 1.036 g/L

Velocidad especifica maxima de formacién de
glucosa, (1.42 para Et<95.4) g/L

Velocidad especifica maxima de formacién de
xilosa 0.608 g/L

Velocidad especifica de crecimiento maximo de
glucosa en fermentacién 0.062 1/h

Velocidad especifica de crecimiento maximo de
xilosa en fermentacién 0.190 1/h

Velocidad especifica maxima de formacion glucosa
2.0051/h

Velocidad especifica maxima de formacién xilosa
0.2501/h
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Capitulo 29

Actividades biologicas analizadas en los extractos de Jatropha
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Resumen

Jatropha curcas L. es una planta herbacea y perenne, perteneciente a la familia Euphorbiaceae, que se encuentra en paises
como Madagascar, India, México y Venezuela. Esta planta ha sido mundialmente utilizada en paises tropicales como anti-
bacteriano, antifingico, anti-inflamatorio y analgésico. El extracto obtenido de la maceracion en frio de las hojas de J.
curcas (LM) fue resuspendido en agua destilada y fraccionado por extraccién liquido-liquido, usando solventes en polaridad
creciente (hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol), obteniéndose de esta manera los extractos LM-H, LM-D, LM-
A, LM-By LA, respectivamente. Se evalud la actividad antifingica y antibacteriana de estos extractos usando el método de
difusién en agar con discos de papel. Las cepas estudiadas fueron Candidaalbicans, Candidakrusei, Escherichiacoli, Pseu-
domonasaeruginosa, Klebsiellapneumoniae, Salmonella tiphy, Enterococcusfaecalis y Staphylococcusaureus. Ademas, se
evalud la actividad antioxidante de los mismos extractos usando el método de capacidad secuestrante de radicales libres de
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH-) mediante espectrofotometria UV-visible a una longitud de onda de 517nm, con &cido
ascorbico como control (176 pug/mL). Tanto para el andlisis antibacteriano como el antiflngico, no se observaron halos de
inhibicion de crecimiento microbiano para ninguno de los extractos estudiados. En cuanto al estudio antioxidante, los ex-
tractos LM-D, LM-A y LA presentaron un porcentaje de inhibicidn (% I) de estos radicales de 87%, 94% y 51% respectiva-
mente, a concentracion de 1 mg/mL. Asimismo, la concentracién inhibitoria 50 (Clso) de estos extractos fue de 1.54, 1.81y
4.79 mg/mL, revelando que el extracto con mayor actividad antioxidante es LM-D. Se realizé la cuantificacién de fenoles y
flavonoides presentes en los extractos con actividad antioxidante, usando un patrén de acido galico y quercetina respectiva-
mente. La concentracidn de fenoles y flavonoides en LM-D fue de 128.61y 112(ug de patron/mg de extracto) y su analisis
estadistico por prueba bivariada de Pearson mostré una correlacion significativamente alta (r =0,935 y p>0,05) entre la
Clso y el contenido de flavonoides, es decir, el efecto antioxidante se debe principalmente a estos compuestos presentes en el
extracto. Por su parte, en LM-A la concentracién de fenoles y flavonoides observada fue de 49.33 y 61(ug de patron/mg de
extracto), revelando una correlacion significativamente alta (r =0,970 y p>0,05) entre Cls y el con-

tenido de fenoles. Para LA, la concentracion de fenoles y flavonoides fue de 17.77 y 112(ug de : 978-980-11-
patron/mg de extracto) manifestando que hubo una correlacién negativa significativamente alta (r

=-0,929 y p>0,05) entre el Clso y el contenido de fenoles, esto indica que la baja actividad antioxi-

dante de este extracto depende del alto contenido de compuestos fendlico
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1 Introduccion

Jatropha curcas es una planta herbacea, pertene-
ciente a la familia Euforbiaceae, que se encuentra en pai-
ses como Madagascar, India, México y Venezuela (Berry
y col., 1999). Los metabolitos producidos por este género
son muy variados, asi como complejos. Se han reportado
alcaloides, diterpenos, triterpenos, taninos, glicosidoscia-
nogénicos, glucosinolatos, flavonoides, esteroides, cuma-
rinas, sapogeninasesteroidales, toxoalbiminas, lignanos,
péptidos ciclicos, fendlicos y glucosidos. Ademas, con-
tiene aceites fijos y acidos grasos (Aiyelaagbey col.,
2007, Méndez y col., 2012).

Numerosas actividades han sido estudiadas y de-
mostradas en esta especie en diferentes partes del mundo
y por diversos autores, tales como antibacteriana, antifin-
gica, antimaldrica, antiinflamatoria, insecticida, antipiré-
tica, diurética, gastroprotector, molusquicida, herbicida,
y laxante; sin embargo, los estudios mas frecuentes en
esta especie son actividad antibacteriana, antiflngica y
antioxidante (Arekemasey col.,2011,DasGuptay
col.,2010, James y col.,2011,Kalimuthuy col.,2010,Na-
muliycol.,2011,0skoueiany col.,2011,0yiy
col.,2007,Sangeethay col.,2009).

Por otro lado, la actividad antioxidante se debe ge-
neralmente a compuestos de tipo fendlicos y a flavonoi-
des sintetizados por la especie vegetal. La funcion princi-
pal de estos compuestos es proteger al organismo del
dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ul-
travioletas, la contaminacién ambiental o sustancias qui-
micas, que permiten atrapar radicales libres (Marti-
nezFlérez, y col., 2002). Estas caracteristicas proveen a
estos productos naturales un papel crucial debido a efec-
tos protectores, en los diversos estadios de patologias cré-
nicas, tales como, cancer, diabetes mellitus, cardiopatias,
infecciones viricas, hipertensién, inflamaciones, Alzhei-
mer, Ulcera estomacal y duodenal; al combatir el estrés
oxidativo (Martinez Flérez, y col.,2002,ArvouetGrand y
col.,1994,Shanmugan, y col.,2010). Por otro lado, los
flavonoides son conocidos por sus actividades antimicro-
bianas, antitrombogénicas, antialérgicas, antiinflamato-
rias, antivirales, hepatoprotectoras y nefroprotectoras
(Shanmugan, y col., 2010).

Este trabajo muestra el estudio de actividad antibac-
teriana y antifungica de extractos obtenidos de las hojas
de Jatropha curcas contra diversas cepas, ademas del
analisis de la capacidad antioxidante de dichos extractos
y su relacion con la cantidad de compuestos fendlicos y
flavonoides presentes.

2 Marco Teorico

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana, el
método mas utilizado y reportado por los autores es el de

difusién en agar con discos, donde las placas son sembra-
das con una cepa especifica en condiciones de asepsia,
mientras que los extractos a analizar se solubilizan en los
solventes usados para la extraccion y se impregnan en los
discos de papel de filtro. Se analizan los extractos, los sol-
ventes usados (control negativo) y el antibacteriano res-
pectivo de acuerdo a la cepa usada (control positivo). El
resultado positivo de esta actividad se observa con la pre-
sencia de halos inhibitorios del crecimiento de la cepa uti-
lizada (Velasco y col., 2005, Velasco y col., 2007, Tor-
toray col., 2007).

En el caso de la actividad antiflngica, el procedi-
miento es similar al del ensayo de la actividad antibacte-
riana, solo varian las cepas y los antiflingicos respectivos
(Cordova y col., 2011, DasGupta y col., 2010, Ighinosa y
col., 2009, Kalimuthu y col., 2010, Velasco y col., 2005,
Velasco y col., 2007).

Por su parte, la actividad antioxidante se centra en
la bisqueda de compuestos capaces de capturar a estos
radicales del medio ambiente que lo rodea. Los radicales
libres se producen como resultado de la oxidacién celular,
alteran el ADN de las células, impidiendo la renovacion
celular o afectando su funcionamiento. Se ha visto una
relacion directa entre el aumento de radicales libres y
ciertas enfermedades como SIDA, cancer, alteraciones en
el sistema nervioso central y el envejecimiento precoz,
por lo cual la actividad antioxidante es un ensayo que esta
siendo muy aplicado en la actualidad (Bafnay col., 2005,
Marxeny col., 2007). La figura 1 muestra la reaccion que
ocurre entre el DPPH y el antioxidante para dar como re-
sultado un complejo més estable, el cual produce un cam-
bio de color en la muestra original.
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DPPH Antioxidante

Complejo DPPH-Antioxidante

Fig 1. Reaccién quimica de ruptura homolitica entre el DPPH y un an-
tioxidante

Investigaciones previas han determinado que la ac-
tividad antioxidante esté intimamente relacionada con la
presencia de fenoles y flavonoides en las muestras anali-
zadas. La cuantificacion de fenoles totales usando el reac-
tivo de Folin-Ciocalteu (F-C) es un método espectrofoto-
métrico simple y de bajo costo, que se fundamenta en la
formacion de un cromdforo de color azul como resultado
de la reaccidn que se produce entre el reactivo de F-C y
el analito en medio alcalino. El croméforo resultante obe-
dece la ley de Beer en un rango de concentracién entre
30-150 mg/mL y tiene un maximo de absorcion a 760nm,
por lo cual es cuantificable por espectrofotometria con
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base a una curva patron de acido gélico o catequinas (Sin-
gletony col., 1999, Krishnay col., 2008).

Para la determinacion cuantitativa de flavonoides tota-
les se utiliza el método de tricloruro de aluminio, el cual
se fundamenta en la capacidad que poseen los flavonoides
de formar complejos estables con iones de aluminio pre-
sentes en una solucion. El color del complejo obtenido
depende de la relacion de iones aluminio en funcién de
las moléculas de flavonoides, ademas de su patrén de hi-
droxilacion. Por esta razon las lecturas espectrofotométri-
cas usadas en este método pueden variar desde 365 a 510
nm, dependiendo del procedimiento experimental em-
pleado (Tiwariy col., 2013).

3Procedimiento Experimental
3.1 Obtencién de extractos

La planta en estudio se recolecto en la zona conocida
como Chamicero A, parte baja, sector EI Quebradon,
Municipio Campo Elias del Estado Mérida, Venezuela.
Una muestra testigo fue depositada en el Herbario MERF
de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universi-
dad de Los Andes (Venezuela), identificada por el Dr. Pa-
blo Meléndez y rotulada bajo el cédigo JR-53.

Las hojas frescas de la especie en estudio fueron co-
locadas en una estufa a 50°C durante 3 dias, hasta seque-
dad total. EI material seco se moli6 y se maceré en frio
con hexano, y luego con metanol, y el liquido obtenido
se concentré por destilacion a presion reducida en un ro-
tavapor, a una temperatura entre 40 y 50°C (extracto
LM). Este proceso se repitio 3 veces con el fin de extraer
la mayor cantidad de compuestos solubles en metanol.

El extracto LM totalmente seco se suspendié en agua
destilada (LA) y fue separado por extraccién liquido-li-
quido, usando solventes en polaridad creciente [hexano
(LM-H), diclorometano (LM-D), acetato de etilo (LM-A)
y butanol (LM-B)). Cada extraccion se realizd tres veces
para mayor separacion. Los extractos obtenidos con cada
solvente fueron concentrados en rotavapor, a una tempe-
ratura inferior a 50°C.

3.2 Analisis antimicrobiano

Este analisis fue realizado segun la metodologia
descrita por (Velasco y col., 2005, Velasco y col.,2007).
Para el ensayo antibacteriano se realiz6 con un cultivo de
18 horas de cada microorganismo crecido en 2,5 mL de
caldo Mueller-Hinton a 37°C. El in6culo bacteriano se
ajusto con solucién salina fisioldgica al Patron de Turbi-
dez de Mac Farland N° 0,5 (10%®ufc/mL). Cada indculo
se sembré en forma confluente con un hisopo sobre la su-
perficie de una placa conteniendo agar Mueller-Hinton.
Luego se coloco sobre la superficie un disco de papel de
filtro (6 mm diametro) previamente impregnado con 10
ML del extracto y el control negativo respectivo (hexano,

diclorometano, acetato de etilo, butanol y agua). Adicio-
nalmente se colocd un disco estandar del antibidtico de
referencia como control positivo correspondiente a cada
bacteria ensayada (Tabla 1). EI medio de cultivo inocu-
lado se preincub6 durante 18 horas a 4°C y luego se in-
cubd a 37°C durante 24 horas. La lectura de los halos de
inhibicion se realizé a las 48 horas. Al cabo de este
tiempo, se midié la zona de inhibicién alrededor del
disco, expresada en mm. La Concentracién Inhibitoria
Minima (CIM) se determind solo en las cepas donde se
observaron zonas de inhibicion. Para determinar la CIM
se prepar6 una dilucion del extracto, en un rango de con-
centracion de 500-100 mg/mL y se impregnaron los dis-
cos de papel de filtro con 10 pL de cada dilucién. La CIM
fue definida como la concentracion mas baja capaz de in-
hibir el crecimiento bacteriano visible. Los ensayos se
realizaron por duplicado.

Tabla 1. Antibacterianos usados como controles positivos de las cepas
utilizadas
Antibacteriano como control
positivo
Gentamicina ® 10 ug

Cepa utilizada

Escherichiacoli (ATCC 25922)

Pseudomonasaeruginosa
(ATCC 27853)

Klebsiellapneumoniae (ATCC
23357)

Salmonella tiphy (CDC 57)
Enterococcusfaecalis (ATCC

Cefoperazona ® 75 pg

Aztreonam ® 30 pg

Ciprofloxacina ® 5 ug

Vancomicina ® 30 pg

29212)
Staphylococcusaureus (ATCC Ampicilina Sulbactam® 10
25923) ng/10 pg

Para el analisis antiflngico se mezclaron 20 mL de
agar Mueller-Hinton (BBLTM®) suplementado con glu-
cosa (2%, p/v) y azul de metileno (0.5 pg/mL) con 1 mL
de cada in6culo fangico y se ajustd la turbidez a patrén
McFarland N° 0,5 (1,5x10® CFU/mL). Luego se coloco
sobre la superficie un disco de papel de filtro (6 mm dia-
metro) previamente impregnado con 10 pL del extracto y
el control negativo respectivo. Adicionalmente se coloco
un disco estandar del antifungico de referencia como con-
trol positivo correspondiente a cada hongo ensayado (Ta-
bla 2). EI medio de cultivo inoculado se preincubé du-
rante 18 horas a 4°C y luego se incubd a 37°C durante 24
horas. La lectura de los halos de inhibicion se realizé a las
48 horas. Al cabo de este tiempo, se midi6 la zona de in-
hibicion alrededor del disco, expresada en mm. Los ensa-
yos se realizaron por duplicado.

Tabla 2. Antiflingicos usados como controles positivos de las cepas
utilizadas

Antiflingico como
control positivo

Fluconazol ® 100 pg
Anfotericina B® 10 pg

Cepa utilizada

Candidaalbicans (CDC-B385)
Candidakrusei (ATCC-6258)
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3.3 Analisis antioxidante

Este ensayo se realizd siguiendo el test de actividad
secuestrante de radicales libres usando 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), segin la metodologia descrita por
(Goupy 1999, Molyneux 2004, Diaz y col., 2011).

Se prepar6 una solucion metandélica de DPPH 6.10-
2 mM (0,05 pg/mL) y una solucién metandlica de acido
ascorbico 1 mM (patron de referencia). Se mezclaron 0,2
mL de solucién metandlica de la muestra, 2,8 mL de so-
lucion metanolica de DPPH, esta mezcla se incub6 en la
oscuridad por 30 min a temperatura ambiente luego se
realizaron las lecturas de las absorbancias en un espectro-
fotémetro UV-visible marca ThermoElectronCorporation
a 517 nm. El &cido ascérbico fue utilizado como antioxi-
dante de referencia para este anélisis. EIl porcentaje de in-
hibicién (% 1), expresada numéricamente mediante la si-
guiente ecuacion:

% I=((A_DPPH-A_muestra)/A_DPPH )*100

donde A DPPH es la absorbancia del DPPH, y
A_muestra es la absorbancia de la muestra. Todos los en-
sayos se realizaron por triplicado.

A las muestras de 1 mg/mL de extracto que revela-
ron un % | superior a 50%, se les construyo una curva de
%I vs. concentracion de muestra preparando diluciones
de la muestra con concentraciones menores y se aplicé la
metodologia descrita anteriormente. Aplicando regresion
lineal se determind la Clso (concentracion eficiente para
obtener el 50% de la capacidad maxima para captar radi-
cales libres) a partir de los graficos de las curvas.

3.4 Cuantificacion de fenoles

A las muestras que tuvieron un %l superior al 50%
realizd la cuantificacion de fenoles, acorde con el método
experimental de (Singletony col., 1999) con algunas mo-
dificaciones debido al tipo de muestras analizadas,
usando la técnica colorimétrica conocida como reaccién
de Folin-Ciocalteau.

Se realiz6 una curva de calibracion con concentra-
ciones entre 4 y 32 ug/mL en intervalos de 4 pg/mL, pre-
paradas a partir de una solucion acuosa de acido galico
100 pg/mL. Posteriormente, se utilizaron 50 pL de la con-
centracion a ensayar para adicionarle 450 pL de agua des-
tilada, 250 pL del reactivo F-C (0,2 N) y 1250 pL de so-
lucion de Na,COs (7,5% p/v). La mezcla se homogeneizo
en vortexmixer por 30 segundos, para luego incubarla du-
rante 2 horas a temperatura ambiente, protegida de la luz.
Se midi6 la absorbancia de la muestra a 760 nm (especto-
fotémetro de UV/Vis marca ThermoElectronCorpora-
tion). Esta medicion se realiz6 contra un blanco en el cual
se sustituyo el volumen de la concentracion de acido gé-
lico utilizado por 50 uL de agua destilada (Singletony
col., 1999). Aplicando regresion lineal, se obtuvo la linea

de tendencia que describe fielmente el comportamiento
lineal de los puntos graficados de la curva de calibracion
obtenida, segln la Ley de Beer

Para analizar las muestras se prepararon soluciones
metandlicas de cada extracto a 500 pg/mL. Se tomo una
alicuota de 50 pL de la solucion metanolica del extracto
y se le someti¢ al mismo tratamiento que a la curva de
calibracion. En el blanco de las muestras se sustituyo el
volumen de solucion metandlica del extracto por 50 uL
de metanol puro (Singletony col., 1999). Si las soluciones
de los extractos eran fuertemente coloreadas se realiz6 un
blanco de color, para disminuir las interferencias produ-
cidas por pigmentos vegetales.

Los resultados fueron expresados en equivalentes de
acido galico (mg de acido galico/g de extracto) luego de
leer la concentracion de acido galico sobre la curva de
calibracion con el valor de la absorbancia obtenida del
analito. Cada muestra fue analizada por triplicado.

3.5 Cuantificacion de flavonoides

Para la determinacion cuantitativa de flavonoides to-
tales se utilizo el método colorimétrico de tricloruro de
aluminio (Tiwariy col., 2013).

Para determinar el contenido de flavonoides totales
se realizé una curva de calibracion para el patron utili-
zado (quercetina), con concentraciones entre 8 y 64
ug/mL en intervalos de 8 ug/mL. Se tom6 una alicuota de
1 mL de la concentracidn a ensayar y se le adicion6 1 mL
de solucion metandlica de cloruro de aluminio (AICI3) al
2% pl/v. La mezcla se homogeneizé en vortexmixer por
30 segundos, para luego incubarla durante 10 minutos a
temperatura ambiente, protegida de la luz. Se midié la ab-
sorbancia de la muestra a 415 nm (espectofotémetro de
UV/Vis marca ThermoElectronCorporation). Estas medi-
ciones se realizaron contra un blanco (metanol g.a). (Ar-
vouety col., 1994). Aplicando regresion lineal, se obtuvo
la linea de tendencia que describid fielmente el compor-
tamiento lineal de los puntos graficados de la curva de
calibracién obtenida, segin la Ley de Beer.

Para estudiar las muestras se prepararon soluciones
metandlicas de cada extracto a 500 pg/mL. Se tomé una
alicuota de 1 mL de la solucién metandlica del extracto y
se le sometid al mismo tratamiento que a la curva de ca-
libracion, diferencidndose Gnicamente el blanco (1 mL de
solucion metandlica del extracto en 1 mL de metanol).
(Arvouety col., 1994). Los resultados fueron expresados
en equivalentes de flavonoide (mg de flavonoide/g de ex-
tracto). Este ensayo se realizo por triplicado.

3.6 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de concentracion inhibito-
ria 50 (1Csg) y su relacidn con la concentracidon de fenoles
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y flavonoides fueron relacionadas usando el paquete es-
tadistico SPSS 15 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), a tra-
vés del test de correlacion bivariada de Pearson. (Plaza y
col., 2014)

4 Discusion y Resultados

De acuerdo a la actividad antibacteriana y antifin-
gica de los extractos LM-H, LM-D, LM-A, LM-By LA,
usando la técnica de difusion en agar con discos de papel
descrita por (Velasco y col.,2006, Velasco y col.,2007),
ninguno de los extractos analizados presento inhibicion
de crecimiento microbiano frente a las cepas ensayadas,
contrario a los resultados obtenidos por (Aiyelaagbey
col.,2007, Oyiy col., 2007,Sangeethay col.,2009, y Are-
kemasey col., 2011), indicando que las sustancias ensa-
yadas no poseen dichas actividades.

Por su parte, los resultados del ensayo de actividad
antioxidante usando la técnica medicion de actividad se-
cuestrante de radicales libres utilizando 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH) son mostrados en la tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de radicales libres para cada extracto
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Fig 2. Curva de concentracion de los extractos LM-D, LM-Ay LA en
funcion del % de inhibicion de radicales libres

La curva de calibracién para la cuantificacion de fe-
noles se observa en la figura 3, la misma refleja un coefi-
ciente de correlacion de 0,9988 lo cual indica una alta de-
pendencia lineal entre las variables relacionadas.

libres superior al 50%., por lo cual se construyé la gréfica
de concentracién de extracto en funcion del % de inhibi-
cién de radical libre para los extractos LM-D, LM-A 'y
LA (Fig 2), obteniéndose valores de correlatividad del
0,9985 para LM-D, 0,9914 para LM-A, y 0,9891 para
LA; lo cual demuestra que existe una estrecha relacion
entre la concentracion de extracto utilizado y la cantidad
de radicales libres que puede inhibir. Las gréaficas de los
extractos LM-D y LM-A se construyeron hasta una con-
centracién maxima de 2,5 mg/mL debido a que se busca
calcular la concentracion a la cual se obtiene el 50% de
inhibicion de radicales libres y estos extractos obtuvieron
valores muy altos de inhibicion a5 mg/mL, como se apre-
cia en la tabla 17; sin embargo, el extracto LA obtuvo un
% de inhibicion de radicales libre del 51% a una concen-
tracion de 5 mg/mL, por lo cual se grafic6 hasta esta con-
centracion.

Otro resultado importante que proporciona la figura
2 es que, al mantener constante la concentracién del ex-
tracto, se obtiene un mayor % de inhibicion de radicales
libres, para el extracto LM-D que para el LM-A y LA.
Esto indica que se necesitan menores concentraciones del
extracto LM-D para obtener el mismo poder antioxidante
que los extractos LM-A 'y LA.

analizado
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Fig 3. Curva patrén de concentracion de acido galico en funcién de la
absorbancia

La concentracion mas alta fue obtenida en el ex-
tracto LM-D con un valor de 128,61 pug/mg de extracto.
Los extractos LM-A y LA exhibieron valores de 49,33 y
17,78 ng/mg de extracto, respectivamente. Por su parte,
la curva de calibracién para la cuantificacién de flavonoi-
des usando quercetina obtuvo un coeficiente de correla-
cién de 0,995. La concentracion de flavonoides en los ex-
tractos LM-D, LM-A y LA fueron de 112, 61 y 112
ug/mg, respectivamente.

En la tabla 4 se muestran los resultados de la con-
centracion inhibitoria 50 (actividad antioxidante), asi
como la concentacidn de fenoles y flavonoides para los
extractos LM-D, LM-Ay LA.
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Tabla 4. Relacion entre la Clsg y la concentracion de fenoles y flavo-
noides presentes en los extractos LM-D, LM-A'y LA de J. curcas

Conc fenoles Conc flavonoi-
Extracto || , S50 (ug &c. galicol des
(mg/mL) Hgac.g (g quercetina/
mg extracto) mg extracto)
LM-D 1,54 128,61 112
LM-A 1,81 49,33 61
LA 4,79 17,77 112

Los resultados observados en la tabla 4, demuestran
que la sustancia con mayor poder antioxidante es el ex-
tracto LM-D, apoyando los resultados obtenidos en la fi-
gura 2. La capacidad de secuestrar radicales libres se debe
en la mayoria de los casos, a los compuestos fenolicos,
taninos y, especialmente, a los flavonoides presentes en
los extractos. (Arvouet-Grand y col., 1994, Knishinsky
2004, Martinez y col., 2002, Pérez 2003, Perico 2011).

(James y col., 2011, Oskoueian y col., 2011) reali-
zaron el ensayo de DPPH en hojas de J. curcas, obtenien-
doresultados de Clsp de 0,0908 mg/mL y 0,0068 mg/mL,
respectivamente, locual es significativamentemenor al re-
sultadoobtenido en este estudio (1,54-1,81-4,79 mg/mL);
es decir que la especiel. Curcasre colectada en Mérida-
Venezuela poseeunamenoractividadantioxidante que la
reportadaporotrosautores.

De acuerdo con los resultados observados en este
analisis, tanto la presencia de fenoles como de flavonoi-
des fue mayor en el extracto LM-D, lo que concuerda con
los valores de ICsp menores para este extracto; esto signi-
fica que mientras mayor sea el contenido de estos com-
puestos, mayor sera su capacidad de secuestrar radicales
libres y, a su vez, menor serd la concentracién necesaria
para alcanzar el 50% de inhibicién.

En el presente estudio se realiz6 la prueba de corre-
lacion bivariada de Pearson, aplicada para calcular los
coeficientes de correlacion lineal entre el contenido total
de fenoles y flavonoides de cada muestra, y la actividad
antioxidante en términos de ICso. Al analizar el 1Cso en
funcién del contenido de fenoles en el extracto LM-D, no
hubo una correlacion estadisticamente significativa (r =
0,174 y p>0,05); es decir que la actividad antioxidante no
viene dada por el contenido de nucleos fendlicos presen-
tes en el extracto LM-D. Sin embargo, el ICs Y el conte-
nido de flavonoides en el mismo extracto resulto ser una
correlacién significativamente alta (r =0,935 y p>0,05),
lo cual indica que desde el punto de vista estadistico, el
efecto antioxidante se debe principalmente al contenido
de flavonoides, ya que a mayor cantidad de flavonoides,
mayor capacidad antioxidante tendra el extracto.

Por otra parte, al analizar estadisticamente el 1Csg
con el contenido de fenoles en el extracto LM-A, se ob-
tuvo una correlacion significativamente alta (r =0,970 y
p>0,05), mientras que, entre el ICso y el contenido de
flavonoides no hubo una correlacién estadisticamente
significativa (r = -0,653 y p>0,05). Es decir, para el ex-
tracto LM-A la capacidad antioxidante depende directa-
mente de la concentracion de fenoles presente.

Ademas, al relacionar el 1Cso en funcion del conte-
nido de fenoles con el extracto LA, se obtuvo que hubo
una correlacion negativa significativamente alta (r = -
0,929 y p>0,05), mientras que, el analisis de 1Cs, de LA
con el contenido de flavonoides, mostré que no hubo co-
rrelacion entre ellas (r = 0,341 y p>0,05), esto indica que
la baja actividad antioxidante de este extracto depende del
contenido de fenoles; sin embargo, mientras menor sea la
cantidad de fenoles, mayor es la inhibicion de radicales
libres. Este comportamiento, aunque contrario a lo estu-
diado, es posible debido a que no todos los compuestos
fenolicos poseen actividad antioxidante, incluso algunos
compuestos de este tipo pueden producir una sinergia ne-
gativa y reducir dicha actividad cuando se encuentran en
altas proporciones.

5 Conclusiones

La especie J. curcas recolectada en Mérida Vene-
zuela posee 6,4% de compuestos fendlicos y 5,2% de
flavonoides en su composicion.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana reali-
zada por el método de difusion en agar con discos revelo
que ninguno de los extractos ni compuestos puros aisla-
dos presentan actividad frente a E. coli, P.aeruginosa, K.
pneumoniae, S. tiphy, E. faecalis, S. aureus, C. albicansy
C. krusei.

Con relacion a la actividad antioxidante, los extrac-
tos LM-D y LM-A mostraron capacidad secuestrante de
radicales libres con valores de Clso de 1,54y 1,81 mg/mL,
respectivamente. Estos resultados concuerdan con la pre-
sencia de compuestos fendlicos y flavonoides, demostra-
dos en los ensayos de tamizaje cuantitativo (Folin-Cio-
calteau y Tricloruro de aluminio).
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Resumen

Se evalud la composicion quimica, actividad antioxidante y antibacteriana de muestras de miel de tres colmenas (06, 32 y
38) de Melipona favosa (Fabricius 1798) de la Peninsula de Paraguané (Falcon, Venezuela), para valorizar estos pardme-
tros como indicadores de calidad de mieles; y comparar la bioactividad de mieles de tres colmenas de abejas sin aguijon.
Para la caracterizacion bioquimica se determiné el contenido de polifenoles, flavonoides y proteinas, siendo la colmena 38
la que presentd mayor contenido de polifenoles y proteinas, y la colmena 06 la que presenté mayor contenido de flavonoi-
des. Para la determinacion de la actividad antioxidante se utilizaron tres métodos: inhibicion del radical hidroxilo, la acti-
vidad antioxidante (AOA) y la actividad antioxidante total (AAT), resultando la colmena 38 con mayor actividad antioxi-
dante para cada uno de los métodos utilizados. Ademas, se demostrd que existe una correlacion positiva entre la AAT y el
contenido de polifenoles para la colmena 6 y la colmena 38. Para la determinacion de la actividad antibacteriana se usa-
ron las muestras de miel de cada colmena que reportaron la mayor actividad antioxidante, y se utilizé el método de difusion
en disco. Con aquellas muestras que presentaron halos de inhibicién en placa, se procedi6 a determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI). Las cepas bacterianas utilizadas fueron gram positivas Staphylococcusaureus y Bacillussubtilis,
y bacterias gram negativas Escherichiacoli, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobactercloacae. De las 15 muestras de miel
de abejas sin aguijon que presentaron la mayor actividad antioxidante, las muestras 6-15, 6-17, 32-7 no presentaron nin-
guna actividad antibacteriana, En cambio las 13 muestras restantes de miel de abeja sin aguijon en estudio presentaron
actividad antibacteriana contra al menos uno de los microorganismos ensayados, con valores de CMI entre 2,5y 12,5%.
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1 Introduccion

La miel es un fluido dulce y viscoso, producido por las
abejas a partir del néctar de las flores o plantas. El proceso
de conversion del néctar en miel implica dos procesos dife-
rentes, uno quimico y otro consiste en crear corrientes de
aire para deshidratar dicho néctar. La miel se ha utilizado
como alimento desde tiempos remotos, pero también se le
usaba como medicina, sin tener el conocimiento de cuéles
eran los componentes de la miel que la convertian en un ex-
celente agente terapéutico. La miel tiene una rica composi-
cioén de azlcares, vitaminas, sales minerales, enzimas, com-
puestos polifendlicos y flavonoides, entre otros, razon por la
cual se le atribuyen multiples propiedades curativas, tales
como efecto antibacteriano, antiinflamatorio, cicatrizante,
anticancerigeno, humectante, y antioxidante.

Al pasar del tiempo se han y se siguen realizando es-
tudios en cuanto a las propiedades y beneficios de la miel.
Por ejemplo, (Mendesy col., 1998) exponen que los azlca-
res y el agua representan los componentes quimicos princi-
pales de la miel (> 95%). Entre los primeros, la fructosa
(38%) y la glucosa (31%) son los constituyentes principales.
Los azlcares representan la porcién méas grande de la com-
posicion de la miel (95-99% de sdlidos de la miel), mientras
que las proteinas, aldehidos arométicos, acidos carboxilicos
aromaticos y sus ésteres, carotenoides degradados, terpe-
noides, flavonoides y otros contribuyen al sabor de las mie-
les florales (Molan y col., 2004,Gheldofy col., 2002). Los
compuestos fenolicos contribuyen a exaltar las calidades
sensoriales de la miel, tal como su amargor (Amioty
col.,1989, Béarbara y col., 2015).

Se ha relacionado el efecto antioxidante de la miel con
su contenido de polifenoles y flavonoides.(Ferreresy col.,
1991) han demostrado que las mieles europeas poseen un
amplio perfil fendlico, entre los que destacan &cidos y éste-
res organicos aromaticos y agliconas de flavonoides. La ti-
pificacion de los compuestos fendlicos y de otros quimicos
en mieles, es de vital importancia para mejorar el conoci-
miento que se tiene de la quimica de estos compuestos, par-
ticularmente como agentes antioxidantes.

Por otra parte, los radicales libres son atomos o grupos
de 4tomos que tienen un electron desapareado o libre, y que
tienden a captar un electron de moléculas estables circun-
dantes, con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica;
esta caracteristica los convierte en moléculas muy reactivas
(Csanyi y col., 2014). La liberacién de radicales libres en el
organismo forma parte esencial del metabolismo, ya que los
mismos pueden servir como barrera de defensa contra mi-
croorganismos. Sin embargo, cuando ocurre la exposicion a
factores como la contaminacion atmosférica, uso de tabaco,
alcohol, metales pesados (hierro), exposicion excesiva al
sol, y alimentacién inadecuada (como el exceso de grasa
saturadas), se crea una produccion excesiva de radicales li-
bres, la cual sobrepasa las barreras antioxidantes naturales
gue estan en el organismo. Este desbalance entre los radica-
les libres y los sistemas antioxidantes se conoce como estrés

oxidativo, causando dafios celulares, lo que se ha relaciona-
do con el envejecimiento precoz, diabetes, cancer, manchas
en la piel, cataratas, entre otras patologias (Priey col.,
2015).

Como la produccion de radicales libres ocurre constan-
temente, es necesaria la existencia de mecanismos de con-
trol de este proceso, es decir, antioxidantes. Un antioxidante
es una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de
los radicales libres mediante la liberacion de electrones en
nuestra sangre, los que son captados por los radicales libres
(Perrone y col., 2013).

En vista a esta situacion que enfrenta el organismo, se
han incrementado los estudios relacionados con describir a
los alimentos no solo en lo referente a su contenido cal6ri-
co, sino a otras propiedades que puedan beneficiar al ser
humano, entre ellas la capacidad antioxidante. Esta situa-
cién ha incrementado el uso de antioxidantes externos ya
sean quimicos o naturales (ViudaMartos,y col., 2008). En
vista de que la miel puede ser considerada como un alimen-
to funcional, en este estudio surge la necesidad de determi-
nar la capacidad antioxidante y antimicrobiana de mieles de
tres colmenas de Melipona favosa, y correlacionar esta acti-
vidad antioxidante con el contenido de polifenoles y flavo-
noides de las muestras de miel. Ademas, se desea comparar
la bioactividad de diferentes muestras de miel dentro de una
misma colmena, y entre las tres colmenas en estudio.

2 Marco Tedrico
2.1 Las abejas sin aguijon y Melipona favosa

Los meliponinos (Meliponini) son una tribu de hime-
nopterosapdcritos de la familiaApidae, conocidas vulgar-
mente como abejas sin aguijon o pegones (en Venezuela).
Son abejas sociales que viven en colonias permanentes, co-
mo las abejas europeas. Se distribuyen a lo largo de las re-
giones tropicales y subtropicales del mundo, desde los 30°
de latitud norte hasta los 30° de latitud sur, en Centro y Su-
damérica, Africa, Asia y Australia (Souza y col., 2006).

Actualmente, se han descrito 400 especies de abejas
sin aguijon pertenecientes a 50 géneros. De éstos, cerca de
300 especies (30 géneros) se encuentran en el continente
americano, 40 (14 géneros) en el suroeste de Asia, 50 (10
géneros) en Africa, 4 (1 género) en la isla de Madagascar y
10 (2 géneros) en Australia. En la clasificacion taxonémica
se encuentran dentro de la Familia Apidae, subfamilia Api-
nae y la tribu Meliponini (Quezada 2005). Algunos géneros
de abejas sin aguijon presentes en Venezuela son Frieseo-
melitta, Melipona, Plebeia, Scaptotrigona, Scaura y Tetra-
gonisca. Una detallada revision sobre las abejas criollas sin
aguijon hace referencia al acervo cultural que representa la
cria de rubitas, conguitas, guanotas, ericas, etc. Con respec-
to al nombre cientifico, en Venezuela, ericas, aricas y ari-
guas son denominadas como Melipona favosa, mientras que
Meliponatrinitatis y Meliponacompressipesllevan el mismo
nombre de guanota (Vit y col., 2006)
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Entre las caracteristicas anatdmicas principales de las
abejas sin aguijén, destaca la ausencia de un aguijon fun-
cional, es decir, las obreras y reinas poseen solo el vestigio
de lo que en el pasado fue el aguijon (Natesy col., 2008,
Quezada, 2005). En cuanto al almacenamiento de la miel,
las abejas sin aguijon suelen construir botijas para las reser-
vas y panales para la cria, aunque algunas especies colocan
la cria en una malla tridimensional con évulos, mientras que
otras construyen ademds estructuras mixtas de cerumen co-
nocidas como 6vulos y botijas (Vit y col., 2006, Vit 2009).

Dentro de las abejas sin aguijén, el género Melipona,
descrito por Illiger en 1806, es aquel que presenta el mas
alto grado de especializacion del grupo. Son abejas que se
distinguen facilmente de los otros géneros de la subfamilia
por su aspecto robusto, generalmente grandes (8-15 mm
largo), con alas que no sobrepasan la longitud del cuerpo.
Respecto a su biologia, esas abejas son las Unicas dentro de
los Meliponinae que producen numerosas reinas pequefias
en celdas que son exactamente iguales a aquellas en las que
se crian las obreras (NatesParra, 1995).

Las abejas del género Meliponason muy apreciadas en
los paises americanos por su calidad de miel, y en algunos
de ellos han sido bastante estudiadas y explotadas (Brasil,
Venezuela, Bolivia, México). Desde épocas precolombinas
eran conocidas por los indigenas centro y suramericanos,
quienes obtenian miel y cera (Vit y col., 2012). Melipona-
quadrifasciata, M. scutellaris y M. compresipeshan sido ob-
jeto de estudio de muchos investigadores brasilefios, espe-
cialmente en lo que se refiere a métodos de division y
manejo de colmenas y cruzamientos en condiciones contro-
ladas

Melipona favosa fue la primera abeja sin aguijon des-
crita por el entomdlogo danés Fabricius, en el afio 1798. En
Venezuela, esta abeja se conoce cologuialmente como erica
y maba, la cual también habita en la Peninsula de Paraguana
del estado Falcén, Venezuela (Souza y col., 2006). Es mas
pequefia que otras especies del género Meliponade Vene-
zuela, como M. compressipesy M. trinitatis, llamadas
“guanota”. Sin embargo, es mas grande que abejas sin agui-
jon de otros géneros abundantes en Venezuela como Tetra-
goniscay Scaptotrigona(RodriguezParilli,y col., 2008).

2.2. La miel de abejas

La miel es un fluido dulce y viscoso producido por las
abejas a partir del néctar de las flores, de secreciones de par-
tes vivas de plantas, o de excreciones de insectos que son
chupadores de plantas, al igual que de la accidn que estas
abejas realizan para coleccionar los liquidos azucarados,
entremezclar con sus propias sustancias, y demas procedi-
mientos como transformar, depositar, deshidratar, almace-
nar y dejar luego en el panal para que estas maduren, hasta
obtener la miel (Vity col., 2010).

La miel es un producto complejo que esta compuesto
por azlcares, vitaminas, sales minerales, entre otros. La
composicion, aspecto, sabor, color y demas caracteristicas
de la miel varian mucho dependiendo de las flores utilizadas

como materia prima para su fabricacion. El color varia des-
de los tonos blancos hasta los pardos oscuros; existiendo
mieles rojizas, amarillentas o verdosas, aunque predominan
los tonos castafios claros o ambarinos. En este orden de
ideas, se ha establecido que cuanto mas oscura es la miel,
mas rica es en fosfato de calcio, hierro, vitaminas B (By,
tiamina; Bj acido nicotinico; B,,riboflavina) y C. La miel de
color claro es mas rica en vitamina A. Asimismo, se ha de-
terminado el contenido de Vitamina C en miel de abeja de
la regién andina venezolana, con valores que oscilan entre
12.74 y 40.13 mg vitamina C/100 g miel (Zagoy col.,2010).
La vitamina C posee una gran propiedad antioxidante, lo
gue ayuda a prevenir la oxidacion de las vitaminas Ay E, y
de algunas vitaminas del grupo B, tales como la riboflavina,
tiamina, acido félico, y acido pantoténico. Ademas, la vita-
mina C posee actividad anti infecciosa y actia como un des-
intoxicante, ya que puede reducir la toxicidad de metales
pesados como el plomo, mercurio y arsénico (Sirmaliy col.,
2014).

En lineas generales, la miel puede ser considerada
principalmente como una solucion de azlcar sobresaturada,
con mas de 95% de su masa consistente en azUcares, aunque
esta constituida en menor proporcion por diferentes nutrien-
tes valiosos, tales como minerales,
enzimas y proteinas, compuestos organicos aromatizantes,
aminodcidos libres, &cidos organicos, vitaminas, polifeno-
les, y compuestos aromaticos y numerosos compuestos vo-
latiles (Ayouby col., 2009,Baroniy col., 2006). Es esta frac-
cién mas pequefia de la composicion general la responsable
de las propiedades nutricionales y organolépticas de la miel
(ManyiLoh,y col., 2011). Particularmente interesantes son
los compuestos tales como polifenoles (acidos fendlicos,
flavonoides y sus derivados), terpenos, esteroides y aminoa-
cidos, que se consideran como una parte importante de la
efectividad de la miel en la medicina tradicional (Kuclky
col., 2007).

2.3. Bioactividad de la miel: antioxidante y antimicrobiana.

En lo que se refiere a la capacidad antioxidante de la
miel de abejas sin aguijén, Vit y col., (2008) evaluaronla
actividad antioxidante total (AAT) de 50 mieles de abeja sin
aguijon enviadas al servicio de Andlisis Quimico del Insti-
tuto de Investigaciones Apicolas en Dol, Republica Checa,
por medio del método del cation radical ABTS. Las 50 mie-
les checas analizadas presentaron actividad antioxidante,
con valores promedio de AAT (pumoles equivalentes Tro-
lox) que se presentaban en un amplio rango. No obstante,
segun el analisis estadistico realizado no existen diferencias
significativas en la AAT segln el origen botanico. El color
de las mieles vari6 entre 22 y 120 mmPfund, el contenido
de flavonoides vari6 entre 1.90 y 15.74 mg EQ/100 g miel,
y el contenido de polifenoles vari6 entre 47.39 y 265.49 mg
EAG/100 g miel. Estos tres pardmetros se correlacionaron
positivamente con los valores de actividad antioxidante de
la miel. Por tanto, ellos sugieren realizar una clasificacion
de mieles segun su contenido de AAT en tres niveles: baja,
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media y alta, con la finalidad de predecir su uso medicinal y
tecnoldgico junto con los estandares de calidad oficiales.

En otro estudio, (Gutiérrez y col., 2009) evaluaron la
actividad antioxidante total (AAT) de mieles de Melipona-
beecheiiy Meliponasolani. Los autores encontraron que el
contenido de flavonoides y polifenoles fue significativa-
mente mayor para las mieles de M. beechii, que en las mie-
les de M. solani. Sin embargo, la gran variacion en los valo-
res de acidez libre, color, conductividad -eléctrica,
flavonoides, polifenoles y azlcares de las muestras de M.
beecheiipermite suponer diferentes origenes botanicos. Es-
to, sumado a que solo se analizaron dos muestras de mieles
de M. solani, impide atribuir las diferencias en el contenido
de sacarosa, flavonoides y de polifenoles solo a las especies
de melipona.

Por otra parte, (RodriguezMalaver,y col., 2009) eva-
luaron las propiedades de la miel producida por 10 especies
de abejas sin aguijéon (M. crinita, M. eburnea, M. grandis,
M. illota, Nannotrigonamelanocera, Partamonaepiphytophi-
la, Ptilotrigonalurida, Scaptotrigonapolystica, Scauralatitar-
sis, y T. angustula)dePerud. Encontraron que el contenido de
polifenoles se encontraba entre 99.7 a 464.9 mg de equiva-
lentes de 4cido galico/100g de miel, y que la AAT estaba
entre 93.8 a 569.6 micromoles equivalentes de Trolox/100 g
de miel. Las diferencias entomoldgicas entre las muestras
reportadas en este estudio y el resto de la literatura pueden
deberse a maltiples factores como la fuente del néctar, cli-
ma, tipo de suelo, factores genéticos, entre otros (Yao y
col., 2003).

Dentro de este marco, (Pérez y col., 2012) determina-
ron la actividad antioxidante total (AAT) in vitro de extrac-
tos etandlicos de productos de la colmena de Tetragonis-
caangustulade Mérida-Venezuela, y lo correlacionaron con
el contenido de flavonoides y polifenoles. Los mayores va-
lores de AAT se encontraron en los extractos etanolicos de
las botijas, seguido por el propéleo, el cerumen de la entra-
da y miel, encontrando una correlacion positiva entre la
AAT vy el contenido de polifenoles de los productos estu-
diados.

Mas recientemente, da (Silva y col., 2013) evaluaron
el contenido de polifenoles y actividad antioxidante de siete
mieles de Melipona (Michmelia) seminigramerrillae reco-
lectadas en la region de Amazonas de Brasil, reportando va-
lores de polifenoles entre 17 a 66 mg equivalentes de acido
gélico/100g de miel, y una fuerte correlacion entre la activi-
dad antioxidante y el contenido de polifenoles.

En lo que se refiere a la actividad antibacteriana de la
miel de abejas sin aguijon,(Enriquez y col., 2004) estudia-
ron la actividad antibacteriana de 14 especies de abejas sin
aguijon originarias de Guatemala, encontrando que la miel
de Meliponabeecheii y T. angustula inhiben el crecimiento
in vitro de bacterias que causan la mastitis en el ganado bo-
vino. Los autores proponen la utilizacion de la miel como
agente curativo para diferentes infecciones ocasionadas por
bacterias.

En otro estudio, (Gamboa y col., 2009) determinaron
la actividad antibacteriana in vitro de 37 mieles de T. angus-
tulade siete regiones de Colombia, utilizando la técnica de
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) frente a tres espe-
cies de bacterias Gram positivas (Bacillussubtilissp. spi-
Zizenii; StaphylococcusaureusyMicrococcusluteus) y tres
Gram negativas(Salmonella entérica, EscherichiacoliyKle-
bsiellapneumoniae). La CMI se evalué en microdiluciones
al 90%, 45%, 22.5%, 12.3%, 5.6% (v/v) de miel. Las mieles
analizadas presentaron efecto bactericida contra todas las
cepas bacterianas del ensayo, con mayor efectividad para E.
coli, M. luteusy S. enterica, a una dilucién de 90%. Al ser
diluidas el mayor efecto se evidencio frente a M. luteus,
donde adn en dilucion 5.6% se presentd actividad bacterici-
da. Las bacterias que presentaron la mayor sensibilidad al
ser evaluadas contra el conjunto de mieles fueron E. coli, M.
luteusy S. enterica, en tanto B. subtilisy S. aureusfueron las
cepas de mayor resistencia al poder antibacterial de las mie-
les.

Por otra parte, (Pimentel y col., 2013) evaluaron la ac-
tividad antimicrobiana de la miel de M. compressipesma-
naosensispor medio de dos técnicas: difusion en gel de agar
y macrodilucion de cultivo; ademas identificaron por medio
de HPLC los compuestos fendlicos presentes en las mues-
tras. Encontraron que la mie inhibi6 el crecimiento de Sta-
phylococcusaureus, Escherichiacoli (0157: H7), Proteus
vulgaris, Shigellasonnei y Klebsiellasp. Finalmente, logra-
ron identificar el flavonoide rutina en las muestras de miel.
El estudio demostr6 que las muestras de miel ensayadas
presentaron actividad antibacteriana contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, demostrando el gran potencial
del uso de la miel para controlar el crecimiento bacteriano.

3 Procedimiento Experimental

3.1 Poblacion y muestra

Las muestras de miel fueron colectadas en el Melipo-
niario del Sr. Ramoén Alvarez, ubicado en la carretera Mo-
ruy-Guacurebo, de la Peninsula de Paraguana (Falcén, Ve-
nezuela), donde se escogieron al azar tres colmenas de
Melipona favosa, identificadas como colmena 6, colmena
32 y colmena 38. De cada una de las colmenas se tomaron
al azar 18 muestras de miel, para lo cual se abrieron las bo-
tijas de cerumen donde estaba contenida la miel y se extrajo
la misma con una jeringa usando un tubo de plastico en lu-
gar de la aguja, colectando 1,5 ml de cada botija y colocan-
dola en un tubo eppendorf estéril. Las muestras se mantu-
vieron congeladas hasta su procesamiento en el laboratorio.

3.2 Preparacion de las muestras

Se colocaron 0,1 + 0,01 g de miel en un homogeniza-
dor de vidrio (Thomas No. A3528, USA) y se le adicion6 1
ml de etanol al 95% v/v. Esta mezcla fue homogeneizada en
bafio de hielo. Los homogenatos fueron centrifugados en
una centrifuga BHG Optima Il (USA) a 3.000 rpm por 10
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min, y el sobrenadante fue usado para los analisis bioquimi-
COs.

3.3 Estudio de la capacidad antioxidante sobre el radical
hidroxilo

Se utilizo el método de la desoxirribosa descrito por
(Halliwell y col., 1987), en el cual el radical hidroxilo es
generado por medio de la reaccion de Fenton, en la cual el
ion ferroso oxida al peroxido de hidrégeno para formar la
especie OH". En presencia del radical hidroxilo, la desoxi-
rribosa es fragmentada hasta Malondialdehido (MDA) que
forma un complejo detectable a 532 nm con el Acido Tio-
barbitdrico (TBA), conocido como especies reactivas del
acido tiobarbitarico (TBARS).

Para una mezcla que contenia 0,1 ml de desoxirribosa
28mM, se agregaron 0,5 ml de buffer fosfato 40 mM (pH
7,4), 0,1 ml de FeCI3 1 mM, 0,1 ml de EDTA 1,04 mM,
0,1 ml de H,O, 1mM, y 0,1 ml de vitamina C 1 mM, ade-
mas de 200 pl de cada una de las muestras a ser analizadas.
La mezcla se incub6 durante 1 h a 37 °C, se le agregaron
0,5 ml de TBA 1% en 0,05 M de NaOH y 0,5 ml de &cido
tricloroacético 2,8% y se dejé reaccionar durante 10 min a
100 °C. Se leyé el cambio de absorbancia a 532 nm. Los
resultados se reportan como porcentaje de inhibicion de la
formacion del radical hidroxilo/100 g de miel (% inhibicion
FRH/100 g).

3.4 Método de la actividad antioxidante (AOA)

El valor de la AOA fue determinado por el método de
Koracevicy col., (2001). En este método una solucion es-
tandarizada de Fe-EDTA reacciona con el peréxido de hi-
drogeno, produciendo la formacion del radical hidroxilo.
Este radical libre degrada el benzoato, resultando en la libe-
racion de especies reactivas del 4&cido tiobarbiturico
(TBARS). Esta reaccién es monitoreada espectrofotométri-
camente, y la inhibicion del desarrollo de color en presencia
antioxidante es definida como AOA, en comparacién con
acido urico como estandar.

3.5 Actividad antioxidante total (AAT): ensayo de decolora-
cion en solucion etandlica

Se us6 el método desarrollado por (Re y col., 1999).
En este método el ABTS se diluy6 en agua a una concentra-
cion de 7 mM.EI cation radical ABTS (ABTS™) se produjo
por la reaccion de la solucién stock de ABTS 7 mM con
persulfato de potasio a una concentracion final de 2.45 mM
(en agua), en oscuridad durante 12-16 h antes de su uso. Pa-
ra el estudio de compuestos fendlicos, la soluciéon de
ABTS™ se diluy6 con etanol hasta una absorbancia de 0.70
(x0.02) a 734 nm y 30°C. Se tomaron 10 pl de las solucio-
nes stock de homogenatos de miel preparados en etanol y se
colocaron en la cubeta del espectrofotémetro con 1.0 ml de
la solucién de ABTS"™. Entonces, se midieron los valores
de densidad 6ptica a 734 nm 1 min y 6 min después de la
mezcla. Se us6 como estandar una solucion de 8 mM de
Trolox, la cual se diluyé para obtener concentraciones fina-
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lesde 1, 2, 4y 8 uM, en buffer PBS 5 mM (pH 7.4) (el cual
es usado para antioxidantes en plasma y para el patrén). Se
calculd el porcentaje de disminucion de color (o de secues-
tramiento del cation radical ABTS) a 734 nm después de 6
min de reaccion y se realizé una grafica del porcentaje de
disminucion de color en funcion de las diferentes concen-
traciones del estandar (Trolox), y se reportd el valor de acti-
vidad antioxidante total (AAT) de las muestras problemas
en comparacién con la ecuacion de la recta obtenida con
este grafico. El valor de AAT para una muestra dada es el
equivalente en concentracion de Trolox que produce el
mismo porcentaje de disminucion de color. Todas las de-
terminaciones se llevaron a cabo por lo menos tres veces,
para cada una de las muestras y soluciones estandar. Los
resultados se expresan como uM (micromoles) equivalentes
de Trolox/100 g de miel (umoles ET/100g).

3.6 Determinacion de la concentracion de grupos fendlicos

El contenido total de polifenoles fue determinado por
espectrometria a 765 nm usando el reactivo de Folin-
Ciocalteu. Se mezclaron 100 pl de las soluciones stock de
homogenatos de miel preparados en etanol con 500 pl del
reactivo de Folin-Ciocalteu diluido en 1/10 con agua, y se le
agregaron 400 pl de carbonato de sodio 7,5% (p/v). Se re-
gistro la absorbancia después de 10 minutos de reaccion a
37 »C, usando como blanco una muestra preparada con agua
destilada. La concentracion total de polifenoles se determi-
n6 usando una curva de calibracion preparada a partir de
una solucién de 0,1 g/l de &cido galico como estandar (se
prepararon diluciones de 0,025, 0,05y 0,1 g/l) (Singlentony
col., 1999).Los resultados se presentan como mg equivalen-
tes de 4cido gélico/100 g de miel (mg EAG/100 g).

3.7 Determinacion de la concentracion de proteinas

La determinacion consiste en una técnica colorimétrica
basada en el método de Lowryy col., (1951), usando Albu-
mina Bovina (BSA) como estandar. Los resultados se ex-
presan como mg de proteinas/100 g de miel (mg Pro/100 g).

3.8 Determinacion del contenido de flavonoides: método
colorimétrico del cloruro de aluminio.

El método colorimétrico del cloruro de aluminio se
modific del procedimiento reportado por (Woisky y col.,
1998). La quercitina fue usada como estandar para construir
una curva de calibracion. Diez miligramos de quercetina se
disolvieron en etanol al 80% (v/v), y entonces se diluyeron
hasta concentraciones de 25, 50 y 100 pg/ml. Las solucio-
nes estandar diluidas (0,5 ml) se mezclaron por separado
con 1.5 ml de etanol al 95% (v/v), 0.1 ml de Cloruro de
Aluminio al 10% (p/v), 0.1 ml de Acetato de Potasio 1M y
2.8 ml de agua destilada. Después de la incubacion durante
30 min a temperatura ambiente, se midid la absorbancia de
la mezcla de reaccién a 415 nm. La cantidad de cloruro de
aluminio se sustituyé por agua destilada en el blanco. De
modo similar, 0,5 ml de extractos etanolicos de las muestras
en estudio se dejaron reaccionar con el cloruro de aluminio
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para la determinacion del contenido de flavonoides como se
describi6 arriba. Los resultados se reportan como mg equi-
valentes de quercitina/ 100 g de miel (mg de EQ/100 g).

3.9 Determinacion de la actividad antibacteriana: concen-
tracion minima inhibitoria (CMI).

Para este ensayo se usaron las muestras de miel de ca-
da colmena que reportaron la mayor actividad antioxidante,
y se utiliz6 el método de difusidn descrito originalmente por
Bauer y col., (1966). Se prepararon los medios de cultivo
adicionando de 25 ml de medio BHI agarizado en placas
estériles, dejando que solidificaran. Se vertieron en la placa
500 ul de cada cepa control y luego, por la técnica de hiso-
pado, se extendio por toda la placa formando un césped del
microorganismo. Al secar el césped, se abrieron pozos en el
agar, donde se colocaron 10 pl de cada muestra de miel a
analizar a una concentracion de 25% (m/v). Las placas se
incubaron en condiciones aerobias a 37° C durante 24 a 48
horas. La presencia de halos de inhibicion del crecimiento
de la muestra de interés pone en evidencia la actividad an-
timicrobiana. Las cepas bacterianas utilizadas fueron como
gram positivas Staphylococcusaureus(ATCC 25923) y Ba-
cillussubtilis(ATCC 11778), y bacterias gram negativas Es-
cherichiacoli(ATCC 25922), Pseudomonas aerugino-
sa(ATCC 27853), yEnterobactercloacae.

Con aquellas muestras que presentaron halos de inhi-
bicién en placa, se procedi6 a determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) adaptando el método descrito
por(Pattony col., 2006, Tan y col.,2009), con ligeras modi-
ficaciones. Los cultivos bacterianos fueron preparados du-
rante 24 h, en agitacion continua en medio BHI, y se ajusta-
ron a 0,5 unidades del patrén McFarland (1 x 10% ufc/ml) y
diluidas en diluciones 1/200 (1 parte de cultivo por 199 par-
tes del medio BHI), hasta obtener 5 x 10°ufc/ml. Se pipetea-
ron volimenes de 10 ml de medio BHI en tubos estériles, y
se dejo un tubo vacio para preparar la primera solucién de la
miel a 50% m/v, pesando 5 g de miel y llevandola hasta 10
ml con medio BHI. Una vez preparada esta solucion, la
misma fue filtrada a través de filtros de 2 um. Posteriormen-
te, fueron preparadas diluciones seriadas hasta obtener con-
centraciones de 5, 10, 15 y 20% m/v de miel, los cuales fue-
ron mezclados enérgicamente con vdrtex hasta obtener una
solucion homogénea. Un volumen de 190 pl de cada dilu-
cién de miel fue transferido asépticamente a placas de Elisa
de 96 pozos, en un nimero de 8 réplicas por dilucién. Los
dos primeros pozos de cada una de las diluciones de la miel
funcionaron como controles de esterilidad, mientras que los
otros 6 fueron inoculados con 10 pl del cultivo bacteriano.
Las filas 11 y 12 fueron reservadas para probar la esterili-
dad y como controles de crecimiento, colocando 200 ul de
medio BHI para controlar la esterilidad en la fila 11, y 10 pl
de bacterias en 190 pul de medio BHI para controlar el cre-
cimiento en la fila 12. Las placas fueron incubadas un agi-
tador orbital a 120 rpm, a 37°C por 24 h. Posterior a la in-
cubacion, fue leida la absorbancia a 590 nm usando un
lector de microplacas (Bio-rad, US). Los porcentajes de in-

hibicién del crecimiento bacteriano fueron calculados usan-
do la siguiente férmula:

cMI
1 — (Absorbancia del pozo de l1a muestra — Absorbancia del pozo control)

= (Absorbancia de control de crecimeinto — Absorbancia del control de esterilidad)

Los estandares fueron preparados de acuerdo al mé-
todo de dos diluciones, y se usaron como estandar fenol,
ciprofloxacina (5 mg/L), ampicilina (10 mg/L) y tetraciclina
(30 mg/L) (Andrews 2001).

3.10 Estadistica

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplica-
do, y se les aplicaron lostests o pruebas paramétricas y no
paramétricas, dependiendo del caso. Entre los tests no pa-
ramétricos, se aplico el test de Kolmogorov-Smirnov (ajuste
a una distribucién normal), y la prueba de Kruskal-Wallis
(datos de la misma poblacién); mientras que entre las prue-
bas paramétricas se uso el Analisis de Varianza con un fac-
tor (ANOVA), la prueba de homogeneidad de varianzas, y
pruebas Post-Hoc (p<0,05).

4 Discusién y Resultados

4.1 Caracterizacion bioquimica de las mieles de tres col-
menas deMelipona favosa.

En este estudio se evalud la composicion quimica,
la actividad antioxidante y antibacteriana de muestras de
miel dela Peninsula de Paraguana (Falcon, Venezuela), fa-
bricada por abejas sin aguijén, con el fin de valorizar este
tipo de pardmetros como indicadores de calidad de mieles; y
comparar la bioactividad de mieles de abejas sin agui-
jon.Con el objetivo de caracterizar bioquimicamente las
muestras de miel de tres colmenas de M. favosa, Fabricius
1798 de la Peninsula de Paraguana (Falcén, Venezuela), se
determing el contenido de polifenoles, flavonoides y protei-
nas.

En lo que se refiere al contenido de Polifenoles (Tabla
1), se puede observar que los rangos de concentracién de
polifenoles fueron de 348,8 - 688,1 mg EAG/100 g de miel
para la colmena 6, 153,8 - 600,9 mg EAG/100 g de miel pa-
ra la colmena 32, y 285,9 — 1.747,7 mg EAG/100 g de miel
para la colmena 38. En lo que se refiere al contenido de
flavonoides, los rangos encontrados estan entre 2714 -
545,4 mg de EQ/100 g de miel para la colmena 6, 144,0 -
555,2 mg de EQ/100 g de miel para la colmena 32, y 52,7 -
103,6 mg de EQ/100 g de miel para la colmena 38 (Tabla
1). Por ultimo, cuando se analizan los resultados correspon-
dientes a la concentracidn de proteinas, se encuentran valo-
res que varian entre 98,6 - 306,4 mg Pro/100 g de miel para
la colmena 6, 196,3 - 529,1 mg Pro/100 g de miel para la
colmena 32, y 332,4 - 597,6 mg Pro/100 g de miel para la
colmena 38(Tabal 1).
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Tabla 1. Caracterizacion bioquimica promedio de la miel de

tres colmenas de Melipona favosa, Fabricius 1798

Flavonoides Polifenoles Proteinas
Colmena (mg EQ/100 g) (mg EAG/100 (mg Pro/100
9) 9)

6 3941+23 530,42+ 7,4 188,16 £ 5,6
[271,4 - 545,4] [348,8 - 688,1] [98,6 - 306,4]

3 312,4+18,9 304,28 + 33,0 354,9 + 97,6
[144,0 - 555,2] [153,8 - 600,9] | [196,3 - 529,1]

33 81,4+34 800,24 + 4,6 470.7 +8,9
[52,7 - 103,6] [285,9 - 1747,7] | [332,4 - 597,6]

distribucion normal, aplicando la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis (Tabla 2).

Tabla 2. Pruebas estadisticas paramétricas y no paramé-
tricas aplicadas a la caracterizacién bioquimica de las
mieles.

Los valores presentados entre [ ] corresponden a los intervalos medidos en este traba-
jo. Los datos se presentan como mediazxerror estandar (n=3). Los valores que compar-
ten la misma letra en cada columna no son estadisticamente diferentes de acuerdo al
ANOVA analisis post hoc Scheffé (P<0,05).

Anteriormente, se han reportado grandes variaciones
en cuanto al contenido de polifenoles, flavonoides y protei-
nas en diversas muestras de miel. Por ejemplo, el contenido
de polifenoles de miel del noreste de Brasil varié de 10,21 a
108,5 mg EAG/100 g de miel (Tavares y col., 2011); mien-
tras que mieles originarias de Chile presentaron un conteni-
do de polifenoles totales en el rango 0,0 a 8,83 mg
EAG/100 g de miel (Mufioz y col., 2007); y para 21 mieles
monoflorales de Rio de Janeiro y Minas Gerais (Brasil) el
contenido total de polifenoles se encontré entre 61,11 y
175,39 mg EAG/100 g miel (Sant’Anay col., 2012). Lo
mismo ocurre con el contenido de flavonoides por ejemplo,
para mieles de diferentes origenes geograficos y entomol6-
gicos de Chile el contenido de flavonoides vari6 entre 0,014
y 13,8 mg EQ/100 g de miel (Mufioz y Copaja, 2007);
mientras que para mieles de Burkina Faso fue de 0,17 a 8,35
mg EQ/100 g de miel (Socha y col., 2009), y para las de Rio
de Janeiro y Minas Gerais el rango fue 2,94-10,91 mg
EQ/100 g de miel (Sant’Anay col., 2012).

Los contenidos de polifenoles y flavonoides obtenidos
de las mieles estudiadas en este trabajo son mayores a los
reportados por los autores mencionados anteriormente. Esto
puede deberse a que las muestras de mieles usadas en este
estudio procedan de diferentes origenes florales, por lo que
la constitucion quimica de las tres colmenas varia significa-
tivamente. En lo que se refiere al contenido de proteinas, los
resultados de este trabajo estan en concordancia con los re-
portados por (Rodriguez y col., 2008) quienes reportan mg
de proteinas/100 g de miel entre 750,0 y 2.860,0; o los de
(Pérez y col., 2012) con concentraciones de proteinas entre
486,5 a 655,4 mg proteinas/100 g de miel.

En cuanto al analisis estadistico, al aplicar la Prueba de
Kolmogorov-Smirnov o la prueba de la Normalidad, usadas
para determinar el comportamiento de cada una de las va-
riables en estudio en cuanto a la caracterizacion bioquimica,
se encontré que las variables Fenoles y Proteinas muestran
valores de p>0,05 (0,460 y 0,542, respectivamente), lo que
significa que cada una de estas variables se ajustan a una
distribucion normal, por lo que se les aplicd pruebas para-
métricas como el andlisis de varianza (ANOVA) de un fac-
tor. Por otra parte, para la variable Flavonoides p<0,05
(p=0,041), por lo tanto dicha variable NO se ajusta a una

Prueba estadistica aplicada Fenoles | Proteinas | Flavonoides
Prueba de Kolmogorov-Smirnov 0,460 0,542 0,041
Prueba de homogeneldad de 0,055 0,194 No aplica
varianza
ANOVA 0,000 0,000 No aplica
Pruebas post-hoc SCHEFFE <0,05 <0,05 No aplica
Prueba de Kruskal-Wallis No aplica | No aplica 0,000

Para las variables fenoles y proteinas, la prueba de
homogeneidad de varianza arrojo valores de nivel critico de
0,055 y 0,194 (respectivamente), concluyendo que las va-
rianzas de los datos son similares (homocedasticidad), y por
lo tanto en las poblaciones definidas por las tres colmenas,
las varianzas de las variables Fenoles y Proteinas son igua-
les (Tabla 2). En lo que se refiere al analisis ANOVA para
las variables Fenoles y Proteinas, el nivel critico para ambas
variables es 0,000 (menor a 0,05); es decir, que las medias
poblacionales no son iguales y existen diferencias significa-
tivas entre las colmenas, por lo tanto, se utilizan los contras-
tes llamados comparaciones multiples post-hoc o aposterio-
ri para saber como difieren las medias entre si (Tabla 1).
Una vez que se aplica la Prueba de Post-Hoc para la varia-
ble Fenoles como para Proteinas se puede sefialar que la co-
lumna de significacién para ambas, es menor a 0,05 (resul-
tado no mostrado), por lo que las diferencias entre los
grupos formados por cada una de las colmenas son diferen-
tes o significativas.

En conclusion, se puede decir que la colmena 38 pre-
sentd mayor contenido de Fenoles, que la colmena 06 y esta
a su vez mayor que la colmena 32. Mientras que para Pro-
teinas la colmena 38 presentd mayor contenido de proteinas
que la colmena 32, y ésta a su vez mayor que la colmena 06
(Tabla 2).

En el caso de la variable Flavonoides que no se ajusta
a una distribucién normal, se le aplicé la prueba de Kruskal-
Wallis, demostrando un nivel critico menor a p<0,05
(0,000) lo que nos hace concluir que hay diferencias entre
las tres colmenas (Tabla 2).

Este trabajo constituye la primera comparacion del
contenido de polifenoles, flavonoides y proteinas de dife-
rentes muestras de miel dentro de una misma colmena. Se
encontrd que existen diferencias estadisticamente significa-
tivas entre las muestras de miel pertenecientes a una misma
colmena, para las tres colmenas en estudio (Tabla 1). En
este sentido, (Pérez y col., 2012) compararon la concentra-
cion de polifenoles, flavonoides y proteinas de 5 muestras
de miel escogidas al azar de una colmena de la abeja sin
aguijon T. angustula, sin encontrar diferencias significativas
en los resultados encontrados en ninguno de los parametros
estudiados. Esto puede deberse a que las muestras de mieles
usadas en este estudio procedan de diferentes origenes flo-
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rales, por lo que la constitucion quimica de las tres colme-
nas varia significativamente. Los resultados presentados por
Alzahraniy col.,(2012), quienes evaluaron el contenido de
polifenoles de cuatro mieles florales con diferentes origenes
geogréaficos y botanicos (Miel Manuka, Leptospermumsco-
parium del Reino Unido; Miel del bosque negro, Acacia,
Alemania; Miel de Lavanda, Lavender, Arabia Saudita; y
Miel de zanahoria salvaje, Daucus carota L, Algeria), re-
portan valores de polifenoles entre 111,42 y 899,04 mg de
acido galico/Kg de miel, y exponen que las diferencias en
composicion de polifenoles de las muestras analizadas pue-
den deberse a las variaciones naturales en las fuentes flora-
les del néctar, y a diferencias propias de cada una de las lo-
calidades.

Segin (Roubik 1989, Echazarreta y col., 2005) la
composicién quimica de la miel depende principalmente de
las fuentes vegetales de las cuales se deriva, pero también
de la influencia de factores externos como eel clima, el ma-
nejo de extraccion y almacenamiento, también influye el
recipiente en el cual la abeja almacena la miel, el cual puede
estar elaborado por cera, cera-resina o cera-polen; al igual
que el contenido de humedad superior a 21%, lo cual oca-
siona fermentaciones; formacién de hidroximetilfurfural;
pérdida de la actividad enzimatica; cambio del sabor, oscu-
recimiento y crecimiento microbiano en la miel. (Ulusoyy
col., 2010) proponen que la composicién y propiedades de
miel dependen del origen floral, las condiciones climaticas,
los métodos de procesamiento y almacenamiento. Las ca-
racteristicas distintivas de la miel se deben a un gran nime-
ro de componentes menores que provienen del néctar y las
propias abejas. (Robles y col., 1999) indican que el néctar
varia en su composicién y cantidad de acuerdo a la especie
de planta del cual provenga, brindando caracteristicas fisi-
coquimicas y organolépticas especificas a cada muestra de
miel. En los tropicos son muy raros los casos en que pre-
domina una sola flor, por lo que las variaciones en cuanto a
origen floral de las muestras de miel pueden ser incalcula-
bles. Es de esperarse que debido a las diferencias observa-
das en cada una de las muestras de miel analizadas en este
estudio en cuanto a su composicion quimica, también se ob-
serven diferencias en la bioactividad de las mismas.

4.2 Capacidad antioxidante de las mieles de tres colmenas
deMelipona favosa.
En la Tabla 3 se presentan los porcentajes de inhibi

Tabla 3. Capacidad antioxidante promedio de la miel de
tres colmenas de Melipona favosa, Fabricius 1798

AOA Radical hidroxilo AAT
Colmena (mM EAU/100 (%inhibicién (umoles ET/100 g)
9) RH/100g)

. 084 +0,07 31,57+ 1,04 42235583
[076-092] | [2324-37,39] | [358.1-535,5]

" 1,0220,10 57,63% 2,68 49530 £ 8.6¢
[0.00-111] | [34.20-69.99] | [286.2-595,3]

28 136%0.28 88,96 « 2,44 607.02 4,8
[0.66-179] | [8173-96,67] | [515,5 - 1024,8]

Quercitina | 0,83£0,03 53,07 £ 1,1° 1006+ 1,7°

Melatonina | 0,860,03° 53,98 £ 1,07° 976451

Ac'dgol'po' 0,810,062 27,94 +0,98 1247431

Los valores presentados entre [ ] corresponden a los intervalos medidos en este traba-
jo. Los datos se presentan como mediazerror estandar (n=3). Los valores que compar-
ten la misma letra en cada columna no son estadisticamente diferentes de acuerdo al
ANOVA anélisis post hoc Scheffé (P<0,05).

En lo que se refiere a la actividad antioxidante total
(AAT), medida por medio del ensayo de decoloracion de la
solucion etandlica del cation radical ABTS®™, se puede ob-
servar que el promedio de secuestramiento del cation radi-
cal ABTS para la colmena 6 fue 422,5+8,3 pmoles ET/100
g de miel, para la colmena 32 fue de 495,3+8,6 pumoles
ET/100 g de miel, y para la colmena 38 de 607,6+4,8 pumo-
les ET/100 g de miel, presentando todas las colmenas valo-
res de AAT superiores a los de los antioxidantes comercia-
les usados como comparacion (Tabla 3). Para este
parametro se demostré la existencia de una correlacién po-
sitiva entre el valor de AAT Yy el contenido de polifenoles
para la colmena 6 (R=0,5816) y para la colmena 38
(R?*=0,8532) (Tabla 4), lo que sugiere que los compuestos
fendlicos son el factor més fuerte para la actividad de se-
cuestramiento del cation radical ABTS de las mieles de Pe-
ninsula de Paraguana (Falcén, Venezuela).

Tabla 4. Correlacion entre la actividad antioxidante y la
concentracion de proteinas, flavonoides y polifenoles.

Correlacion con el contenido de proteinas

AOA/ Proteinas

RH/ Proteinas

AAT/ Proteinas

cién de la formacion del radical hidroxilo de las mieles de
las colmenas en estudio. La colmena 6 presenté un porcen-|
taje de inhibicidn de 31,57+1,04 %inhibicion RH/100 g de
miel, la colmena 32 de 57,63+2,68 %inhibicion RH/100 g
de miel y la colmena 38 de 88,96%z2,44 inhibicion RH/100

g de miel; siendo en algunos casos comparables o superio
res a los de antioxidantes comerciales. No se encontrd co-|
rrelacion entre el %inhibicion RH/100 g de miel y la con-
centracion de flavonoides y proteinas, pero si con el
contenido de polifenoles para las tras colmenas en estudio
(Tabla 4).

Valor de R R R? R R? R R?
Colmena 6 0,099 0,010 0,215 0,099 0,010 0,215
Colmena 32 0,150 0,022 0,027 0,150 0,022 0,027
Colmena 38 0,130 0,017 0,050 0,003 0,234 0,055
Correlacién con el contenido de flavonoides
AOA/Flavonoides | RH/Flavonoides | AAT/Flavonoides
Valor de R R R’ R R? R R?
Colmena 6 0,151 0,023 0,057 0,003 0,439 0,192
Colmena 32 0,294 0,087 0,162 0,026 0,098 0,010
Colmena 38 0,109 0,012 0,248 0,062 0,418 0,175
AOA/Polifenoles RH/Polifenoles AAT/Polifenoles
Valor de R R R? R R? R R’
Colmena 6 0,111 0,633 0,098 0,806 0,456 0,5816
Colmena 32 0,195 0,882 0,154 0,656 0,132 0,0536
Colmena 38 0,092 0,754 0,324 0,891 0,542 0,8532

Por Gltimo, se pueden observar los valores de actividad
antioxidante (AOA) promedio correspondientes a la colme-
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na 6 (0,84+0,07 mM UAE /100 g de miel), para la colmena
32 (1,02+0,10 mM UAE /100 g de miel) y la colmena 38
(1,36+0,28 mM UAE /100 g de miel). Los valoires de AOA
de la colmena 6 son estadisticamente similares a los de an-
tioxidantes comerciales como la quercitina, melatonina y
acido lipoico(Tabla 3). No se encontré correlacion entre la
actividad antioxidante medida por el método del AOA y el
contenido de flavonoides y proteinas (valores de R?<0,100),
pero si con el contenido de polifenoles para las tres colme-
nas en estudio (Tabla 4).

En lo que se refiere al analisis estadistico, al aplicar la
Prueba de Kolmogorov-Smirnov o la prueba de la Normali-
dad, usadas para determinar el comportamiento de cada una
de las variables en estudio en cuanto a la capacidad antioxi-
dante se encontr6 que las variables AOA, AAT y Radical
Hidroxilo muestran valores de p>0,05 (0,081; 0,074 y 0,064
respectivamente), lo que significa que cada una de estas va-
riables se ajustan a una distribucion normal, por lo que se
les aplicaron pruebas paramétricas como el andlisis de va-
rianza (ANOVA) de un factor (Tabla 5).

Tabla 5. Pruebas estadisticas paramétricas aplicadas a
los valores de capacidad antioxidante de las mieles.

Prueba estadistica aplicada AOA AAT F_iadlc_al
hidroxilo
Prueba de Kolmogorov-Smirnov 0,081 0,074 0,064
Prueba de homogeneldad de 0,000 0,090 0,144
varianza
ANOVA 0,000 0,000 0,000
Pruebas post-hoc SCHEFFE 0,000 0,124 0,000

Con respecto a la prueba de homogeneidad de varian-
za, se visualiza un nivel critico (sig) para la variable AOA
de 0,000 (menor a p<0,05), lo que significa que las varian-
zas de los datos son diferentes, y por lo tanto en las pobla-
ciones definidas por las tres colmenas, las varianzas de la
variable AOA,no son iguales. En cuanto a las variables
AAT vy Radical Hidroxilo, el nivel critico es de 0,090 y
0,144, respectivamente, concluyendo que las varianzas de
los datos son similares (homocedasticidad), y por lo tanto
en las poblaciones definidas por las tres colmenas, las va-
rianzas de las variables AAT y Radical Hidroxilo son igua-
les (Tabla 5).

En lo que se refiere el anélisis ANOVA para las AOA,
AAT y Radical Hidroxilo, el nivel critico es 0,000, es decir,
que las medias poblacionales no son iguales y existen dife-
rencias significativas entre las colmenas, por lo tanto, se
utilizan los contrastes Ilamados comparaciones multiples
post-hoc o aposteriori para saber como difieren las medias
entre si (Tabla 5). Una vez que se aplica la Prueba de Post-
Hoc para las variables AOA, AAT y Radical Hidroxilo se
puede sefialar que el nivel critico para la mayoria de las
combinaciones de las colmenas, es menor a 0,05, por lo que
las diferencias entre los grupos formados por cada una de
las colmenas son significativas; excepto para la variable
ABTS donde la colmena 6 y 32 presentan un nivel critico de
0,124, por lo tanto no existen diferencias entre ambas col-

menas. Para el método del AOA vy radical hidroxilo se con-
cluye que la colmena 38 presentdé mayor inhibicion del
desarrollo de color en presencia de antioxidante que la col-
mena 32 y la colmena 6; mientras que para el método de
AAT la colmena 38 presentd mayor actividad antioxidante
que las colmenas 6 y 32, cuyos valores de AAT son estadis-
ticamente iguales (Tablas 3y 5).

En lo que se refiere a los valores de AAT encontrados
en este trabajo, los mismos son superiores a los reportados
en la bibliografia para mieles de abejas sin aguijon de dife-
rentes especies y origenes geogréaficos. Por ejemplo, Vit y
col., (2012) caracterizaron la actividad antioxidante de la
miel de M. favosa de la Peninsula de Paraguana, encontran-
do valores en el rango de 45,91-227,92 umoles ET/100 g,
considerando que la AAT de estas mieles estaba en un ran-
go entre bajo a alto. Por otra parte, (Vit y col., 2009) com-
pararon la AAT de 16 muestras de miel de T. fiebri-
gi producidas en la provincia de Misiones, Argentina y en el
departamento de lItapua, Paraguay, obteniendo valores de
AAT entre 160,15 y 120,91 pmoles ET/100 g miel, y con-
cluyendo que la AAT de las mieles argentinas fue mayor
que la de las paraguayas. Otro ejemplo lo constituye el tra-
bajo de PersanoOddoy col., (2008), quienes estudiaron va-
rios parametros fisicoquimicos de mieles producidas por
Tetragonula carbonaria de Australia, con valores de AAT
de 233,96+50,95 pmoles ET /100 g de miel.

Por otra parte, cuando se analiza la actividad antioxi-
dante de las mieles en estudio medida por el método del
AOA, y se compara con valores reportados en la literatura,
los valores de AOA encontrados en este estudio son supe-
riores a los reportados por (Pérez y col., 2006) quienes re-
portaron valores entre 0,30 y 0,69 mM EAU/100 g, mien-
tras que en este trabajo son de 0.84+0.07 (colmena 6),
1.02+0.10 (colmena 32) y 1.36+0.28 (colmena 38) (Tabla
6). Otro dato importante es que los valores AOA promedio
de las colmenas en estudio son superiores a los encontrados
para el &cido Urico, un potente antioxidante encontrado en
organismos vivos, y usado a una concentracién de 1 mM en
este método (Koracevicy col., 2001).

Por altimo, se ha demostrado que el radical hidroxilo y
el anion hipoclorito se forman en sitios de heridas a partir
del anién superdxido producido por los neutréfilos polimor-
fonuclares (PMNs), y son considerados factores claves en la
inadecuada sanacion de heridas. Ademas, el anién supero-
xido también puede reaccionar con el dxido nitrico produci-
do por los macréfagos y formar peroxinitrito, un tercer anti-
oxidante fuerte que es capaz de dafar los tejidos
circundantes. Ademas, el potente radical hidroxilo esta rela-
cionado con el desarrollo de otras enfermedades como can-
cer, diabetes, enfermedades cardiovasculares, entre otras
(Rajendrany col.,2014). Es por lo antes mencionado que se
hace necesario estudiar el efecto de una muestra potencial-
mente antioxidante sobre diversos tipos de radicales libres.
De modo que al analizar la capacidad de inhibicion de la
formacidn del radical hidroxilo, se observan valores prome-
dio de %inhibicion RH/100 g de miel de 31,57+1,04 para la
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colmena 6, 57,63+2,68 para la colmena 32 y 88,96+2,44
para la colmena 38 (Tabla 3). En lineas generales, las mues-
tras de miel estudiadas en este trabajo tienen la capacidad
de inhibir la formacion del radical hidroxilo en mayor me-
dida que antioxidantes comerciales purificados, coincidien-
do con los resultados reportados por la literatura. Por ejem-
plo, (Alvarez-Suarez y col.,2012) evaluaron la capacidad de
secuestrar radicales libres (anidn superoxido y radical hi-
droxilo) de varias mieles monoflorales de Cuba, encontran-
do que la formacién de DMPOOH es més pronunciada en el
control positivo (sin miel), mientras que la presencia de la
muestra de miel disminuye la intensidad de la sefial DMPO-
OH. De hecho, los componentes antioxidantes de las mues-
tras de miel son capaces de secuestrar estas especies. En
otro trabajo llevado a cabo por van den (Bergy col., 2008)
evaluaron la capacidad de secuestrar el radical hidroxilo de
varias muestras de miel de diferentes origenes botanicos,
encontrando una alta capacidad de inhibicion de la forma-
cidn de este radical.

En lo que se refiere a la comparacion de la actividad
antioxidante de muestras de miel provenientes de la misma
colmena, el unico reporte disponible es el de (Pérez y col.,
2012), quienes compararon la AAT de cinco muestras de
miel provenientes de una misma colmena de T. angustula,
encontrando que no se encontraron diferencias significati-
vas en los valores de AAT de las mieles ensayadas, con va-
lores promedio de 137,9+4,4 umoles ET/100 g. Estos resul-
tados difieren de los encontrados en este trabajo, en donde
existen diferencias significativas en la actividad antioxidan-
te de las muestras de miel pertenecientes a la misma colme-
na, tanto para cada una de las colmenas ensayadas y para
cada uno de los tres métodos utilizados (Tabla 3). Ademas,
los valores de AAT de las mieles de este estudio son consi-
derablemente superiores a los reportados por (Pérez y col.,
2012, Frankely col., 1998) sugieren que las propiedades an-
tioxidantes de la miel estan relacionadas con su color y con-
tenido de humedad, ya que muchos de los pigmentos que
contiene (tales como carotenoides y flavonoides) presentan
actividad antioxidante y el contenido de agua de la miel
puede determinar el grado de acumulacion de compuestos
antioxidantes solubles en agua. Estos factores pueden ser en
parte los responsables de las variaciones en cuanto a la acti-
vidad antioxidante encontradas en cada colmena.

4.3 Correlacion entre pardmetros bioquimicos y actividad
antioxidante.

La miel, el propdleo y la jalea real son considerados
como alimentos funcionales, ricos en compuestos fendélicos
colectados por las abejas de las plantas de donde toman el
néctar; ademas, contienen en menor cantidad componentes
gue pueden ser considerados como antioxidantes, entre los
que se encuentran aminoacidos, proteinas, flavonoides, aci-
do ascdrbico y &cidos organicos (Erejuway col., 2012).
Desde hace mucho tiempo se ha propuesto que la capacidad
antioxidante de la miel se debe principalmente a los com-
puestos fendlicos y flavonoides que contiene, y se ha puesto

en evidencia una fuerte correlacion entre el contenido de
polifenoles y la actividad antioxidante de la miel (Alzahra-
niy col., 2012). Esto se ha demostrado en mieles con dife-
rentes origenes geograficos, florales y entomolégicos, como
aquella provenientes de Espafia (Pérez y col., 2007), Austra-
lia (PersanoOddo,y col., 2008), Perl (RodriguezMalaver,y
col., 2009), México (Rodriguez y col., 2012), entre otras.

Segun los resultados presentados en la Tabla 4, se en-
contrd una fuerte correlacion positiva entre la actividad an-
tioxidante medida por los tres métodos usados en este traba-
jo, y el contenido de polifenoles; pero no con el contenido
de proteinas y flavonoides. (BelitzGrosch, 1988) sugieren
que las proteinas son componentes escasamente representa-
dos, proceden en parte del material vegetal y en parte de las
abejas, y su presencia esta ligada a los granos de polen que
se encuentran en la miel, por lo que pueden no estar dispo-
nibles para contribuir con la actividad antioxidante in vitro
de la misma.

A pesar de la evidente relacién que se ha demostrado
en multiples oportunidades entre la bioactividad de la miel y
el contenido de polifenoles y/o flavonoides, el mecanismo
de accion exacto no se conoce. En este estudio pudieran in-
tervenir otro tipo de compuestos que le proporcionen una
buena actividad antioxidante a estas muestras de miel. Se ha
propuesto que mecanismos como secuestro de radicales li-
bres, donacién de hidrégenos, quelacién de iones metalicos,
ser sustrato de los radicales como el anidn superoxido y el
radical hidroxilo, interferir con las reacciones de propaga-
cién, o inhibicion de los sistemas enzimaticos, contribuyen
con la actividad antioxidante de la miel (Maruyamay col.,
2010; Al-Wailiy col., 2011). Tal como se ha propuesto para
los alimentos funcionales, todas las bioactividades relacio-
nadas a la miel pueden ser atribuidas a su actividad antioxi-
dante. Por ejemplo, la miel inhibe el crecimiento de micro-
organismos y hongos, a través de su efecto bacteriostatico y
bactericida. El efecto antimicrobiano de la miel se debe a
diferentes sustancias como la glucosa oxidasa que produce
el agente antimicrobiano peréxido de hidrégeno, Polifenoles
y flavonoides, y el bajo pH (Choudhariy col., 2012).

No existen en la bibliografia reportes en los que se
compare la composicién, actividad antioxidante y antibacte-
riana de las mieles producidas por abejas sin aguijon entre
tres colmenas, siendo este estudio uno de los trabajos pione-
ros en este sentido. Este tipo de trabajos en el que se eva-
llen pardmetros de composicién, tales como flavonoides,
polifenoles y proteinas, asi como actividad antioxidante de
mieles de abejas sin aguijon, valoriza el uso de este tipo de
mieles como agentes terapéuticos, sobre todo en aquellos
casos en los que la medicina convencional no es suficiente.
Por otra parte, continua aportando datos y refuerza la idea
de generar un manual de control de calidad para las mieles
de abejas sin aguijon, el cual solo existe para las mieles de
A. mellifera. Ademas, este tipo de parametros pueden ser
usados para distinguir entre mieles fraude y legitimas, pro-
ceso bastante dificil de hacer solo con los parametros fisi-
coquimicos.
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4.4 Diferencias entre colmenas del meliponario en estudio.

La composicion de la miel varia debido a las diferen-
cias en el tipo de abeja, el clima, las condiciones ambienta-
les, el origen botanico y la zona geogréafica (Kiiciky col.,
2007), esto dltimo debido a que el suelo y el clima determi-
nan la flora melifera. La miel presenta diversas caracteristi-
cas que han sido estudiadas para reconocer los diferentes
tipos, estas caracteristicas varian por diversos factores uno
de los cuales es el recurso floral disponible para la obten-
cién de polen y néctar (Molan 1992).

Como se ha podido observar en este estudio, existen
diferencias evidentes entre la actividad antioxidante y la ca-
racterizacion bioquimica de cada una de las mieles de las
distintas colmenas a pesar de estar ubicadas en un mismo
meliponario, separadas una de la otra por unos 10 metros de
distancia. Estas diferencias pueden deberse al comporta-
miento social que presentan las abejas encargadas de fabri-
car esta miel. Como es bien sabido, los animales que viven
en grupos necesitan desarrollar toda una serie de compor-
tamientos sociales (normas o reglas) para relacionarse con
sus congéneres. Estos comportamientos se manifiestan en
todo tipo de actividades, como puede ser la busqueda de
alimento, la proteccién de las crias o la defensa colectiva
frente a los depredadores (Griitery col., 2009).

Las abejas sin aguijon funcional, cuentan con una or-
ganizacién social que también implica una comunicacion
entre los miembros de la colonia, dicha comunicacién per-
mite realizar de forma eficiente las tareas de mantenimiento
y defensa de la colonia, asi como una explotacion dptima de
las fuentes de alimento.

Numerosos estudios demuestran que las abejas reco-
lectoras se ajustan a diversos comportamientos, como la ve-
locidad de vuelo (Chittkay col., 1995), el baile (Schirchy
col., 2014), y la temperatura corporal (Sadlery col., 2011)
de acuerdo a la rentabilidad de los alimentos. En el caso de
la danza la misma proporciona informacion acerca de la
presencia, ubicacion y el olor de las buenas fuentes de ali-
mentos (Schirchy col., 2014). Una abeja que descubre una
nueva fuente de alimento informa a las otras abejas sobre la
ubicacién de la fuente de comida a través de la danza.
Cuando la obrera regresa de una fuente abundante de ali-
mento, baila dentro de su nido en forma circular.

Ademas, las abejas se mueven conforme a la posicién
del sol. Por ejemplo, si la abeja se mueve en el sentido de
las agujas del reloj, entonces estd comunicando que la ubi-
cacion de la nueva fuente de comida puede ser encontrada
donde el sol estd posicionado. Pero si se mueve en sentido
contrario al reloj, entonces la fuente de comida se encuentra
a la derecha del sol. Para que las otras obreras conozcan la
distancia entre la colmena y la fuente de comida, la bailari-
na mueve su abdomen. La cantidad de movimientos de la
abeja con su abdomen indica la distancia; entre mas movi-
mientos, mas grande la distancia. Las abejas recolectoras
pueden recorrer hasta 3 km para localizar el alimento.

Otro hecho importante, segin Roma (1981), se debe al
intercambio de olores (feromonas) entre las colmenas, pro-

263

duciendo de esta manera una competencia entre las reinas,
teniendo como resultado un efecto competitivo de marcaje
por olor, lo que finaliza en la apropiacion de la fuente floral
al momento de la busqueda de la fuente de alimento por las
abejas pertenecientes a una Unica colmena, lo que podria
explicar la variacion en los resultados obtenidos entre las
colmenas.

Adicionalmente, es importante resaltar como las abejas
realizan la seleccién del recurso floral para la obtencidn de
polen y néctar, que segun (Gritery col., 2010) se basa en la
recompensa que estas abejas obtienen de la fuente floral, la
cual afecta la constancia y la persistencia de las abejas en
la basqueda de alimento. (Gritery col., 2010) utilizaron un
parche de flor artificial, 20 de color azul y 20 de color ama-
rillo que alternan en una rejilla de 5 en 5 en forma de estre-
Ila radialmente simétrica con ocho puntas, en el centro dos
rayas cruzadas de color negro para simular el néctar. Un
alimentador de cristal-jar se establecio junto al parche de
flor artificial con solucién de sacarosa 2 M para atraer y
mantener un suministro constante a las abejas en la zona.
También se establecieron préximas diez flores blancas del
mismo disefio con una solucién mas débil 0,5 M de sacaro-
sa. Estas flores fueron llenadas continuamente para entrenar
las abejas a la forma, pero no al color de las flores. Se retird
el alimentador de cristal-jar de las flores blancas una vez
gue se atrajo a un nimero suficiente de abejas para la zona.
Cada abeja ensayo se marcé con un pequefio punto de pin-
tura mientras es entrenada con el fin de evitar el uso de la
misma abeja dos veces. De esta manera se midié la capaci-
dad de las recolectoras de tomar decisiones de adaptacién
bajo condiciones mas realistas. Los resultados mostraron
gue un aumento en el volumen, concentracién de sacarosa y
nimero de recompensas incrementd significativamente la
constancia (proporcién de visitas a las flores de color entre-
nado) y la persistencia (nimero de flores visitadas) durante
la pelea en la busqueda de alimentos. La constancia de la
situacion menos gratificante (flor blanca) fue 75,9 % en
comparacion con 98,6 % para la situacién mas gratificante
(flor azul y amarilla). Estos resultados muestran que tanto la
concentracion y cantidad de la solucién de sacarosa como
recompensa afecta la constancia de las abejas en la fuente
floral.

La obtencion de diferentes mieles esta asegurada por
la gran diversidad geogréfica y de vegetacion existente, lo
gue también posibilita la produccién de mieles que difieren
en su composicion. Es de esperarse que debido a las dife-
rencias observadas en cada una de las muestras de miel ana-
lizadas en este estudio en cuanto a su composicion quimica,
también se observen diferencias en la bioactividad de las
mismas.

4.4 Actividad antibacteriana de de las mieles de tres colme-
nas de Meliopona favosa

Es bien sabido que la miel de abeja es una de las me-
dicinas naturales mas antiguas que existe y ha sido utilizada
principalmente en el tratamiento de heridas, Ulceras y que-
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maduras en la piel. La creciente aparicion de cepas bacte-
rianas resistentes a antibiéticos ha motivado que se analice
de nuevo el uso de tratamientos alternativos, como la miel
de abeja, sobre Ulceras, quemadas y heridas. En lo que se
refiere a los componentes antibacterianos de la miel, la alta
concentracion de azucar, peréxido de hidrogeno (H,0,), y el
bajo pH, son bien conocidos como factores antibacterianos
en la miel (Paulusy col., 2012).

Con el objeto de determinar la actividad antibacteriana
de las muestras de miel analizadas en este estudio, se toma-
ron de cada colmena aquellas muestras que presentaron la
mayor actividad antioxidante. Para ello se llevo a cabo el
método de la determinacion de la CMI, usando como orga-
nismos blanco especies bacterianas que se caracterizan por
causar graves problemas infecciosos, ya que poseen multi-
ple resistencia a antibidticos. Las muestras escogidas y los
resultados del método de difusion en disco son los que se
especifican en la Tabla 6.

Se puede observar que las muestras que presentaron
actividad antimicrobiana, por lo general, lo hicieron contra
todos los patégenos en estudio. Por ejemplo, las muestras 6-
12, 6-13 y 6-17 presentaron actividad antimicrobiana contra
todos los patdgenos en estudio, excepto la muestra 6-12 que
no presento actividad contra B. subtilisy E. coli. En el caso
de las muestras de la colmena 32, las muestras 32-6 y 32 -
17 presentaron inhibicion del crecimiento de todos los paté-
genos en estudio; mientras que la muestra 32-11 s6lo pre-
sentd inhibicion del crecimiento contra B. subtilis. Por ulti-
mo, las muestras 38-6, 38-8, 38-12, 38-17 y 38-18
mostraron inhibicion del crecimiento de todos los patégenos
ensayados (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados del Método de Difusion en disco pa-
ra determinar actividad antibacteriana enplacas de me-
dio BHI inoculadas con el patégeno.

Gram positivas Gram negativas
Muest - : P. aeru-
Colmena ra S. aureus B. subtilis E. coli ginosa E. cloacae
6-12 + - - + +
6-13 + + + + +
Colmena 6-15
6-17 + + + + +
6-18 -
32-6 + + + + +
32-7 - R B
Colsrgena 3011 m - -
32-17 + + + + +
32-18 - + -
38-6 + + + + +
38-8 + + + + +
Colmena 3812 ” ” " " "
38 38-17 + + + + +
38-18 + + + + +

Una vez analizada la actividad antibacteriana de las
muestras de miel por medio del ensayo de difusién en placa,
se procedi6 a determinar la concentracion minima inhibito-
ria (CMI) de aquellas muestras que evidenciaron actividad
antimicrobiana. Para ello, se prepararon diferentes concen-
traciones de las muestras de miel (2,5, 5, 6,25, 10, 125y
15% m/v), y se compararon con antibiéticos comerciales.

En la Tabla 7 se presentan los resultados de CMI de
las muestras de miel ensayadas para cada una de las colme-
nas. Se puede observar que la CMI de cada muestra de miel
depende del microorganismo al que se enfrente. Las mues-
tras 6-13, 32-6, 32-11, 32-17, 38-13 y 38-17 presentaron los
mejores valores de CMI contra diversas bacterias, ya que
para las mismas una dilucion de sélo 2,5% (m/v) fue reque-
rida para inhibir el crecimiento de los microorganismos en-
sayados. La muestra 6-13 fue la que presentd mas potencia
contra S. aureus y E. cloacae; mientras que la muestra 38-
13 fue mas potente para inhibir el crecimiento de E. coliy P.
aeruginosa.La muestra 32-11 result6 ser mas efectiva con-
tra B. subtilis(Tabla 30). La concentracion mas alta requeri-
da fue una dilucién de 12,5% (m/v), valor reportado para
varias de las muestras en estudio contra bacterias tanto gram
negativas como gram positivas. En lineas generales los va-
lores mas bajos de CMI fueron los reportados por las mues-
tras 32-17, 38-13, 38-17, 38-18 mostraron valores de CMI
entre 2,5y 10% para todas las especies bacterianas utiliza-
das, por lo que pueden considerarse como las que tienen una
actividad antibacteriana mas potente.

Tabla 7. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de las
muestras de miel en estudio.

Gram positivas Gram negativas

Colmena | Muestra | s ayreus B. subtilis E. P. aerugi- E. cloa-
coli nosa cae

6-12 5 Np Np 6,25 12,5

6-13 2,5 12,5 10 5 2,5

Colmena 6-15 Np Np Np Np Np

6-17 12,5 12,5 12,5 6,25 5

6-18 Np Np Np Np Np

32-6 12,5 5 2,5 6,25 5

32-7 Np Np Np Np Np

Co's'f;e”a 32-11 Np 25 Np Np Np

32-17 2,5 10 6,25 5 5

32-18 12,5 Np 12,5 6,25 Np

38-6 12,5 12,5 6,25 5 5

Colmena 38-8 10 5 12,5 6,25 6,25
38 38-12 5 5 2,5 2,5 10
38-17 2,5 6,25 6,25 5 10

| 38-18 6,25 5 6,25 5 5

Np, no posee

La actividad antibacteriana de la miel ha sido ensayada
usando varios métodos, con especial atencion a los métodos
de difusion en agar y de concentracién minima inhibitoria.
La CMI se define como la menor concentracion de miel que
previene al menos el 99% del crecimiento del microorga-
nismo. En este estudio la CMI fue calculada usando placas
de microtitulacion de 96 pozos, y los resultados fueron co-
lectados por medio de mediciones espectrofotométricas. Es-
te método fue seleccionado por una gran variedad de razo-
nes, incluyendo la alta sensibilidad, reproducibilidad,
costos, pequefias cantidades de reactivos y muestra, y que se
realiza por medio de un equipo sin necesidad de la aprecia-
cidn del investigador.

En lo que se refiere a la actividad antibacteriana de la
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miel de M. favosa de la Peninsula de Paraguana, Vit y col.,
(2012) evaluaron la actividad bioldgica de seis mieles de M.
favosa usando métodos espectrofotométricos y de concen-
tracién minima inhibitoria, encontrando que la actividad an-
tibacteriana (g miel/100 mL medio de cultivo) fue mayor
contra E. coli (12,50-50,00) que contra S. aureus (50,00-
50,00).

Por otra parte, Zainoly col.,(2013) evaluaron la activi-
dad antibacteriana de mieles de Malasia contra diversas
bacteria patégenas gram positivas y gram negativas, repor-
tando que la miel gelam poseia los menores valores de CMI
contra S. aureus(5% m/v);mientras que la miel de pifia mos-
tré los mayores valores de CMI contra P. aeruginosay E.
coli, asi como la miel de acacia contra E. colicon un valor
de CMI de 25% m/v. Por otra parte, el ensayo de inhibicién
en agar mostrd que la miel kelulut poseia la mayor actividad
antibacteriana total contra S. aureus con 26,49 equivalentes
de concentracion de fenol (ECF); mientras que la menor ac-
tividad antibacteriana fue la observada para la miel de aca-
cia contra E. colicon una actividad total de 7,85 ECF. Los
autores concluyen que las mieles de Malasia Ilamadas ge-
lam, kelulut y tualang tienen las mayores potencias antibac-
terianas, derivadas posiblemente de la actividad del perdxi-
do y de otros factores que actiian mutualisticamente.

Por otra parte, Pimentel y col.,(2013) evaluaron la ac-
tividad antibacteriana de muestras de miel de la abeja sin
aguijon Meliponacompressipesmanaosensis, en compara-
cién con las mieles comerciales de Apis sp. La miel produ-
cida por M. compressipesmanaosensis inhibié el crecimien-
to de Staphylococcusaureus, Escherichiacoli (0157: H7),
Proteus vulgaris, ShigellasonneiyKlebsiellasp, por medio
del método de difusion en agar. Una muestra de miel de
Apis sp también inhibi6 el crecimiento de Salmonella para-
typhi. En conclusion, las muestras de miel ensayadas en este
trabajo presentaron actividad contra bacterias gram-
negativas y gram-positivas, resaltando el potencial de la
miel como agente de control del crecimiento bacteriano

5 Conclusiones

Este trabajo es uno de los primeros en presentar de
manera formal y estadistica la comparacién de actividad an-
tioxidante y antibacteriana de mieles de abejas sin aguijon
de tres colmenas. Por otra parte, no se encontrd correlacién
entre el contenido de flavonoides y proteinas con la activi-
dad antioxidante, pero existe una correlacién positiva entre
la actividad antioxidante por medio del ensayo de decolora-
cion de la solucion etandlica del cation radical ABTS™ y el
contenido de polifenoles para la colmena 6, 32 y 38. Las
muestras de miel presentaron actividad antibacteriana con-
tra al menos uno de los microorganismos ensayados, con
valores de CMI entre 2,5y 12,5%. Es posible que las dife-
rencias encontradas en cuanto a la composicién quimica,
actividad antioxidante y antibacteriana entre las muestras de
miel ensayadas dependan del contenido de polen presentes
en las mismas, por lo que es necesario realizar el estudio

melisopalinolégico de las mismas, asi como cromatografia
de gases 0 HPLC para determinar que tipo de sustancias son
responsables de la actividad de la miel.

Los estudios de la actividad antioxidante y antibacte-
riana de la miel de abejas sin aguijon constituyen la herra-
mienta para revalorizar este tipo de recurso, el cual puede
ser muy Util para la salud humana; ademas, permiten tener
la informacion necesaria para elaborar un manual de control
de calidad para las mieles de abejas sin aguijon, debido a
que solo existe para las mieles de A. mellifera.
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Resumen

La necesidad de pacientes venezolanos con amputacion transfemoral de disponer de protesis externas de rodilla que les
proporcionen seguridad y éptima funcionalidad, ademas de costo accesible, ha impulsado el desarrollo de una protesis po-
licéntrica mecanica con materiales disponibles en el pais y procesos de manufactura convencionales. Uno de los aspectos
importantes en el desarrollo del dispositivo es la seguridad para el paciente, lo cual implica limitar el &ngulo de flexion de
rodilla, hacer que la parte distal de la prétesis se balancee hacia adelante para permitir que llegue a la extension completa
para dar el siguiente paso, para lo cual se requiere desarrollar el mecanismo de asistencia a la extension de la prétesis,
objetivo del presente trabajo. Para el disefio fue necesario estudiar la posicién del centro instantaneo de rotacion (CIR),
proponer y evaluar diferentes configuraciones para el mecanismo en la protesis, seleccionar los resortes y su localizacion,
y disefiar los soportes para la instalacion. La amplia variacion de la ubicacién del CIR de la rodilla en relacion a cada an-
gulo de flexion fue determinante debido a que el momento de extension se calcula segln el brazo de la fuerza de este punto
y la linea longitudinal del resorte. La propuesta seleccionada para el mecanismo, que emplea un resorte de compresion
colocado internamente en la estructura de la protesis, garantiza la efectiva deflexion del resorte con la flexion de rodilla, el
trabajo lineal del resorte, la facil instalacion y minimas modificaciones en la estructura de la prétesis, ademas de una cur-
va de momentos adecuada para el 6ptimo funcionamiento durante la marcha y la sedestacién. EI mecanismo disefiado, que
fue construido e instalado en la prétesis y probado en dos pacientes con resultados favorables, limita efectivamente el &n-
gulo de flexién de rodilla proporcionando seguridad al paciente durante la marcha.
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1 Introduccién

La Una protesis externa es un dispositivo usado
para reemplazar total o parcialmente un miembro del
cuerpo ausente 0 que ha sido amputado; en el caso de
producirse una amputacién transfemoral, donde se
secciona la pierna a través del fémur, se pierden las
articulaciones de rodilla y tobillo ademas del pie,
requiriendo el paciente de manera indispensable la
protetizacion para recuperar su capacidad funcional.

Respondiendo a las necesidades de un grupo de
amputados transfemorales venezolanos se desarroll6 una
protesis externa de rodilla (Amador 2014) en la que la
seguridad, la funcionalidad y el costo representaron las
variables de mayor importancia, razén por la cual el
disefio conceptual se centrdé en una protesis mecanica
con mecanismo policéntrico de 4 barras y resorte de
paso constante para la asistencia a la extension (Amador
y col.,, 2011). En la figura 1 se muestra el mecanismo
protésico desarrollado, que garantiza la estabilidad de la
rodilla durante la fase de apoyo del ciclo de marcha y la
flexién voluntaria durante el apoyo terminal y la fase de
balanceo, aportando seguridad y un funcionamiento
similar al de la rodilla humana, ademéas de un costo
accesible para la poblacion afectada. En las rodillas
protésicas policéntricas el Centro Instantaneo de

Rotacion (CIR), que varia en funcion del angulo de
flexo-extensién de rodilla (Radcliffe 1994), otorga
ventajas en cuanto a estabilidad, funcionalidad y
monocéntricas

cosmética respecto a las
Industries 1997).

(DAW

Fig. 1 Mecanismo protésico policéntrico de 4 barras.

Dentro de los aspectos importantes para garantizar
que el dispositivo otorgue seguridad al paciente se
encuentra la asistencia a la extensién, que implica
limitar el &ngulo de flexién de rodilla durante la fase de
balanceo y hacer que la parte distal de la protesis se
balancee hacia adelante para permitir que llegue a la
extension completa para dar el siguiente paso. El
objetivo del presente trabajo se centra en desarrollar ese
mecanismo de asistencia a la extension.

2 El CIR de la protesis y el calculo del momento de
extension

En la figura 2 se muestra una protesis
monoceéntrica, cuyo centro de rotacién no se mueve con
la flexidn de rodilla. Para el célculo del momento para
asistir la extension luego de la fase de balanceo, se debe
multiplicar el modulo de la fuerza ejercida por el
mecanismo (actuador o resorte) por el brazo de la fuerza
en relacion al centro de rotacion de la rodilla, para cada
angulo de flexion de rodilla. Para la protesis
monocéntrica la longitud del brazo de la fuerza cambia
muy poco con la variacion del angulo de flexion de
rodilla, de alli que la curva de momentos de la rodilla
debido al resorte corresponde a la linea recta ascendente,
a trazos, que parte del origen del sistema de coordenadas
(curva ‘d’ en la figura 2). La longitud casi constante del
brazo de la fuerza facilita la asistencia a la extension de
la rodilla en la fase de balanceo de la marcha.

Fuerza
e delresorte

- d
Friccion constante

Accion del
cuadriceps

Momento de rodilla

Accion de los
isquiotibiales

] A R 65
Angulo de rodilla (°) Protesis monocéntrica

Momento= Brazo x Fuerza del resorte

Fig. 2. Control mecénico de la oscilacion con ayuda elastica a la ex-
tensién (adaptado de Radcliffe 1977).

En prétesis de rodilla con  mecanismos
policéntricos la asistencia a la extension luego de la fase
de balanceo es mas compleja, debido a que el centro de
rotacion no esta fijo y el brazo de la fuerza en relacion a
este centro (CIR) tiene una variacion importante con el
cambio del angulo de flexion de rodilla. En la figura 3a
se muestra un dibujo esquematico donde se puede
observar la linea de fuerza del actuador, el CIR vy el
brazo del momento. En la figura 3b se presenta la
posicion del CIR del mecanismo de la protesis
desarrollada, para angulos de flexion de rodilla de 0° y
60°, donde se evidencia el importante cambio de
posicion del CIR, que tiene influencia directa en el
céalculo del momento de extension de la rodilla, debido a
la variacion del brazo de la fuerza.

El patrén de momentos de rodilla producidos por la
prétesis Hosmer Spectrum Pneumatic 4-bar Knee
(Radcliffe 2003) se muestra en la figura 4, esta protesis
policéntrica incorpora un sistema neumatico de alta
presion con un resorte externo de asistencia a la
extension. La linea a trazos de color rojo, la mas
delgada, representa la fuerza-deflexién lineal del resorte,
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y la mas gruesa, el momento producido por el resorte en
la prétesis policéntrica, se observa que la contribucion
del resorte al momento de extension de la rodilla esta
representada por una curva, debido a la variacion del
brazo de la fuerza en relacion al CIR del mecanismo de
la protesis.

bCr

O
=0

(a)

(b)

2 0)
O

Angulo de flexién = 0

e}

Angulo de flexion= 60

Fig. 3. (a) Momento de extension en protesis policéntrica (adaptado de
Zarrugh y col., 1976). (b) Posicion del CIR en la prétesis desarrollada,
para angulos de flexion de rodilla de 0° y 60°.

y Angulo de rodilla

Fuerza-deflexion lineal del resorte

Momento de rodilla

—— = — Momento de extensién debido al
/ resorte en la prétesis policéntrica

/ = = — Momento debido al cilindro neumatico

Momento debido al resorte y al
cilindro neumitico (combinados)

Disefiar las piezas para la instalacion del resorte en
la prétesis.

3.1 Definicién de la geometria del mecanismo.

Las propuestas mas resaltantes para el mecanismo
se muestran en la figura 5, la 5a corresponde a la
utilizacion de un resorte de extension colocado en la
parte frontal de la protesis, es muy efectiva para la
asistencia a la extension, sin embargo, para angulos de
flexion de la protesis superiores a 60° el resorte se
dobla, dejando de operar linealmente, lo que ocasiond su
descarte. La propuesta mostrada en la figura 5b se
relaciona con el empleo de un resorte de compresion y la
modificacion del eslabon trasero de la protesis,
adicionando una pequefia palanca que, con la flexion de
la protesis, empuja el pin ubicado en la parte interna del
resorte y lo comprime. Debido a que el movimiento del
eslabon trasero sélo genera una deflexién pequefia del
resorte, requiriéndose un resorte con una muy alta
constante de elasticidad, y a que se amerita una
modificacion importante en la prétesis ya desarrollada,
esta propuesta también fue descartada. La propuesta de
la figura 5¢ es similar a la de la figura 5a pero se emplea
un resorte de compresién y un pin largo que va desde el
eslabén inferior de la prétesis hasta el superior, la razén
del descarte es la flexion inadecuada del pin para
angulos de flexién de la protesis superiores a 60°.

(a) (b) () (@ (e)

Fig. 4. Momentos de rodilla producidos por la prétesis Hosmer Spec-
trum Pneumatic 4-bar Knee (adaptado de Radcliffe 2003).

3 Disefio del mecanismo de asistencia a la extension

Tal como se concibié en el disefio conceptual de la
protesis, para el mecanismo de asistencia a la extension
se empleara un resorte de paso constante, el cual se
ubicard convenientemente dentro de la protesis para
garantizar su correcto funcionamiento, este sistema es
economico y sencillo. Para el disefio fue necesario:

Definir la geometria del mecanismo.

Establecer los momentos de extension requeridos

en la protesis.

Seleccionar los resortes.
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Fig. 5. Propuestas para el mecanismo de asistencia a la extension para
la protesis.

La propuesta de la figura 5d consiste en el empleo
de dos resortes de compresion (uno a cada lado)
ubicados fuera de la prétesis, en el tubo que une la
prétesis con el pie, y accionados por un cable que
conecta el soporte de los resortes con el eje superior
delantero de la protesis, al producirse la flexion de la
protesis el cable hala el soporte de los resortes
propiciando su compresién. Este sistema es muy
efectivo para la asistencia a la extension pero se descarto
debido a que se decidio colocar cualquier componente
de la prétesis de rodilla dentro de su propia estructura y
no en algln elemento externo. Finalmente se presenta la
propuesta de la figura 5e, para esta propuesta se emplea
un resorte de compresién colocado internamente en la
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estructura de la protesis, especificamente entre el
eslabon inferior y el eslabdn trasero, se requieren
componentes de soporte para el resorte y de sujecién a la
estructura de la prdtesis. Esta propuesta fue la que se
selecciond para el mecanismo de asistencia a la
extension debido a la efectiva deflexion del resorte con
la flexion de la rodilla, la posibilidad de garantizar el
trabajo lineal del resorte y a la facilidad de instalacion.

3.2 Momentos de extension requeridos en la protesis.

Durante la marcha se requiere un momento de
extension pequefio en los primeros 10° de flexion de
rodilla, para que el usuario no tenga resistencia para
iniciar la marcha, luego, a partir de los 20° y hasta los
65°, es necesario que el momento aumente para
garantizar que se produzca la extension de la pierna
durante la fase de balanceo. Asi mismo, es necesario
disponer de un momento de extensién muy pequefio,
cercano a cero (0), para angulos de flexion superiores a
80°, para garantizar que durante la sedestacién (flexion a
90°) o durante una flexion maxima (131.7°) la rodilla no
se extienda involuntariamente.

3.3 Los resortes de compresién utilizados.

Se evaluaron tres resortes disponibles, de protesis
comerciales, en los cuales se midio:

Longitud libre del resorte (Lo)
Numero total de espiras (Nt)
Numero de espiras activas (Na)
Diametro externo del resorte (De)
Diametro interno del resorte (Di)
Diametro del alambre (da)

También se midi6 la constante de elasticidad (K) de
cada uno en una maquina universal de ensayos, los
resultados se presentan en la figura 6. De igual forma,
para recalcular la constante K por la modificacién de la
longitud libre de los resortes para su instalacion (a través
de la eliminacion de espiras), se emplea la ecuacién 1,
razén por la cual se debe conocer el mddulo de corte del
material del resorte (G). Para calcular G se usa la
ecuacion 2, y para calcular el didmetro medio del resorte
(Dm), la ecuacion 3. Debido a que los tres resortes
poseen extremos escuadrados y rectificados, el nimero
activo de espiras corresponde al nimero total de espiras
menos dos. Las dimensiones fisicas del resorte y los
parametros calculados se incluyen en la tabla 1. Con la
ecuacion 4 se calculé el paso (p) de los resortes
considerando la configuracion de extremos escuadrados
y rectificados.

_ da*G (1)
"~ 8Dm3Na

‘o 8Dm3NaK 2
" da*
Dm = Di+da ©))
Lo —2da (4)
P=""Na
60
K=8.29 N/mm K=4.51 N/mm

—— Resorte 1

—=— Resorte 2

Fuerza [N|

K=1.61 N/mm

Resorte 3

6 8 10 12 14
Deflexion [mm;

Fig. 6. Constante de elasticidad de los resortes.

De los tres resortes se descarté el 1, debido a su
esbeltez (gran longitud, pequefio didmetro externo) que
dificulta su montaje y a que su constante de elasticidad
es muy alta para los requerimientos del sistema.

Tabla 1. Dimensiones y parametros calculados de los resortes.

Parametro Resorte 1 Resorte 2 Resorte 3
De [mm] 7.7 14.5 10
Di [mm] 4.5 10.5 7
da [mm] 1.6 2.0 15
Lo [mm] 69 76 87

Nt 25 18 28
Na 23 16 26

K [N/mm] 8.29 451 1.61
Dm [mm] 6.1 125 8.5

Paso [mm] 2.86 4,50 3.23
G [GPa] 52.83 70.59 40.68

3.4 Localizacion del mecanismo dentro de la protesis

Para la selecciéon de la ubicacion del resorte de
compresion dentro de la estructura de la protesis se
considerd principalmente el momento de extension
producido para cada &ngulo de flexién de rodilla
(considerando el brazo de la fuerza en relacién al CIR
del mecanismo) y el momento requerido en la protesis.
Se evaluaron varias propuestas de ubicacion del resorte,
entre ellas las incluidas en la figura 7.

Para la evaluacion de cada propuesta se elaboré una
tabla de calculo que incluy6 la deflexion del resorte,
fuerza y brazo del resorte y el momento de extension. La
informacion requerida para los calculos fue:
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Ky Lo del resorte.

La longitud disponible para el montaje del resorte.
El brazo de la fuerza del resorte en relacién al CIR
del mecanismo.

Para determinar la deflexion del resorte se hizo la
diferencia entre la longitud libre del resorte (Lo) y la
longitud de montaje; para el céalculo de la fuerza se
multiplicé la deflexion por la constante de elasticidad; y
para determinar el momento se multiplicé el brazo de la
fuerza por la fuerza. Para la evaluacion de las distintas
propuestas se selecciond el resorte 2, por sus
dimensiones que facilitan el montaje y su constante de
elasticidad que aporta una magnitud adecuada de la
fuerza. Luego de multiples calculos y la evaluacion de
las distintas propuestas, se seleccion6 la propuesta ‘f* de
la figura 7, considerando que es la ubicacion del resorte
que aporta el mejor comportamiento de los momentos
segun los requerimientos sefialados en el apartado 3.2.

(a) (b) (c) (d)

Fig.7. Distintas propuestas de ubicacién del resorte dentro de la
estructura de la protesis.

El pardmetro determinante en los calculos fue el
brazo de la fuerza en relacion al CIR, para cada
ubicacién del resorte. En la figura 8 se muestra, para la
ubicacion seleccionada del resorte, el brazo de la fuerza
para angulos de flexion de 0, 20, 40 y 90°. El soporte
superior del resorte va colocado sobre un pasador
ubicado en el eslabdn trasero de la prétesis, y el soporte
inferior, directamente sobre el eje inferior delantero; las
modificaciones en la estructura de la prétesis fueron
minimas.

3.5 Disefio de las piezas para la instalacion de los re-
sortes

Para disefar las piezas para la instalacion del o los
resortes en la protesis se considerd lo establecido por
Mott (2006), quien sefiala que para instalar un resorte en
un orificio cilindrico, o alrededor de un vastago, se
deben proporcionar holguras adecuadas, ya que, al
comprimir el resorte su didmetro aumenta. En relacion a
las holguras del orificio donde se instalara el resorte la
recomendacion es dar una holgura diametral de una
décima del diametro del alambre para resortes de 12 mm
de didmetro o mayor, para evitar frotamiento, y aunque
el didmetro interior del resorte se agranda, e€s
recomendable dar una holgura de una décima del
didmetro del alambre con respecto al vastago. El autor

también sugiere que los resortes con extremos
escuadrados, o escuadrados y rectificados se coloquen
sobre un asiento tipo botén, o en una cavidad, con
profundidad igual a la altura de s6lo algunas espiras,
para establecer la ubicacion.

Angulo de flexion= 40°
Brazode F=25.98 mm

Angulo de flexion= 20°
Brazode F= 51.38 mm

Angulo de flexion= 0>
Brazo de F=70.74 mm

Angulo de flexién= 90°
Brazo de F=4.57 mm

Fig. 8. Brazo de la fuerza para angulos de flexién de 0, 20, 40 y 90°.

Tomando en consideracién las recomendaciones, se
disefiaron los soportes para colocar los resortes en la
prétesis. Se trabajo en dos configuraciones de los
resortes para el mecanismo de asistencia a la extensién,
la primera, considerando sélo la instalacion del resorte
2, y la segunda, empleando los resortes 2 y 3 en
paralelo. Para la primera configuracion (figura 9a) en el
soporte inferior se disefi® una cavidad con una
profundidad equivalente a dos espiras aproximadamente,
para la ubicacion del resorte. Debido a que el didmetro
del alambre del resorte es de 2 mm, la holgura diametral
dejada en la cavidad para evitar frotamiento fue de 0.2
mm, por tanto, considerando que el didmetro externo del
resorte es 14.5 mm, el didmetro interno de la cavidad fue
de 14.7 mm. El véastago disefiado en el soporte superior
posee un didmetro externo de 10.3 mm para garantizar la
holgura de 0.2 mm respecto al diametro interno del
resorte (10.5 mm). Como se aprecia en la figura 9a, el
soporte inferior se mueve linealmente dentro del soporte
superior.

(b)

Fig.9. (a) soportes disefiados para la colocacion del resorte 2, (b)
soportes disefiados para la colocacion de los resortes 2 y 3 en paralelo.

Para la segunda configuracion, figura 9b, los
soportes superior e inferior se disefiaron con cavidad
para ubicacién del resorte 2, con profundidad
equivalente a dos espiras aproximadamente. La holgura
diametral fue de 0.2 mm, por tanto, el didmetro interno
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de las cavidades fue de 14.7 mm. Al colocar los resortes
2y 3 en paralelo, el resorte 3 se comporta como la guia
interna (“vastago’) del resorte 2 y a su vez, el resorte 2
se comporta como la guia externa del resorte 3. Para el
resorte 3 se disefi6 como guia interna, en el soporte
superior, un vastago con un didmetro de 6.85 mm, ya
que el diametro del alambre de este resorte es 1.5 mm,
siendo la holgura recomendada 0.15 mm, y el diametro
interno del resorte 7 mm. Al igual que en la primera
configuracion, el soporte inferior se mueve linealmente
dentro del soporte superior, tal como se aprecia en la
figura 9b.

4 Momentos de extension producidos por el
mecanismo de asistencia a la extension disefiado

Para cada configuracion del mecanismo de
asistencia a la extension se realizaron los calculos del
momento de extensién generado en la proétesis de
rodilla. En la figura 10 se presenta el grafico del
momento de extensién versus el angulo de flexién de
rodilla para la primera configuracion, usando el resorte
2, especificamente para los primeros 60° de flexion, que
corresponden a la flexion producida durante el ciclo de
marcha. Para montar el resorte fue necesario modificar
su longitud libre, eliminando algunas espiras, la longitud
final del resorte fue de 61 mm, con esta nueva longitud
se recalculd la constante de elasticidad del resorte
empleando la ecuacion 1, siendo la nueva constante 5.56
N/mm. En relacién a la magnitud de los momentos, para
una flexion de 0° es de 1.57 Nm, haciéndose maximo
(5.02 Nm) para 20° de flexion. Para 60° es 1.91 Nm y
para 90° es muy pequefio, 0.62 Nm, haciéndose 0 para
120°.

o

Momento (Nm)
[ -~ w

-

o

o
=
)
S

30 40 50 60 70
Flexion de rodilla [°]

Fig. 10. Momento versus angulo de flexion de rodilla para pfimera
configuracion, usando el resorte 2.

Al igual que para la primera configuracion, en la
figura 11 se muestra el grafico del momento de
extension versus el dngulo de flexion de rodilla para la
segunda configuracién, usando los resortes 2 y 3. Los
dos resortes se utilizaron con una longitud de 61 mm,
por lo cual se recalculd la constante de elasticidad
(K=5.56 N/mm para el resorte 2 y K=2.32 N/mm para el
resorte 3). La curva es similar, s6lo se incrementa la
magnitud de los momentos para cada angulo de flexién

de la proétesis debido a que se adiciona el momento
generado por el resorte 3.

Las curvas de momentos (figuras 10 y 11) tienen
un comportamiento parecido a la curva de momentos
producido por la asistencia elastica a la extension
(resorte) de la protesis Hosmer Spectrum Pneumatic 4-
bar Knee (figura 4).

“w o = ®

Momento (Nm)

A
{

10 20 30 40 50 60 70
Flexion de rodilla (°)

o

Fig. 11. Momento versus angulo de flexion de rodilla para segunda
configuracion, usando los resortes 2 y 3.

5 Manufacturay ensamblaje

La manufactura se realiz6 empleando un torno
convencional, siguiendo el dimensionamiento sefialado
en los planos y empleando como material el Aluminio
7075 T6. Para el ensamblaje, el soporte superior para el
resorte se coloco en un pasador ubicado en el eslabdn
trasero de la prétesis y el soporte inferior directamente
sobre el eje inferior delantero, tal como se observa en la
figura 12. Para garantizar que los soportes para los
resortes estuvieran centrados, se colocaron separadores a
ambos lados de cada soporte.

Soporte superior
Resortes

Soporte inferior

Separadores

Fig. 12. Prétesis ensamblada con el mecanismo de asistencia a la
extension.

Para instalar el soporte inferior se retird el
retenedor del eje inferior delantero, se saco parcialmente
el eje y se introdujeron un separador, el soporte y el otro
separador, se colocd nuevamente el eje en su posicion y
se instalo el retenedor al eje. Para el montaje del soporte
superior, se introdujo parcialmente el pasador en el
eslabdn trasero, se colocd un separador y se colocé el
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soporte superior, el cual, previamente tuvo que
introducirse en el vastago del soporte inferior, luego se
alineé el segundo separador y se empujé el pasador
hasta su posicion definitiva. En la figura 12 se presenta
la protesis completa, incluyendo el sistema de asistencia
a la extension utilizando los dos resortes, el 2 y 3,
también se muestra la protesis flexionada un angulo
superior a 90° (los resortes se comprimen).

6 Pruebas

Se realizaron diversas pruebas a la prétesis bajo la
supervision de un protesista calificado, las pruebas libres
se llevaron a cabo en un paciente con amputacién
unilateral izquierda, sexo masculino, 23 afios de edad,
85 kg de peso y 6 afios de experiencia usando pratesis,
en la figura 13a se observa al paciente durante el
desplazamiento lateral con flexion. Los resultados
obtenidos a través de la opinion del paciente y del
andlisis observacional incluyeron: estabilidad estructural
de la protesis, flexion correcta durante la marcha y la
sedestacidn, extension correcta luego del balanceo.

Se realizd también el estudio biomecanico de la
marcha de dos pacientes con amputacion transfemoral,
con el objeto de conocer la cinematica en el plano
sagital (flexo/extension de cadera, rodilla y tobillo), y la
cinética (momento y potencia de cadera, rodilla y
tobillo) de ambos miembros inferiores a lo largo del
ciclo de marcha; uno de los pacientes fue el mismo que
realiz6 las pruebas libres, el otro, un paciente con
amputacion unilateral derecha, sexo masculino, 21 afios
de edad, 79 kg de peso y 18 meses de experiencia
usando prétesis. Se trabajo en el Centro de Anélisis de
Movimiento de la Universidad Simén Bolivar (CAM-
USB); para las pruebas se emplearon marcadores
reflectivos colocados en los pacientes utilizando el
protocolo de Helen Hayes (Cortex 2008), las capturas
fueron realizadas a una frecuencia de muestreo de 100
cps y se procesaron utilizando el software Cortex®
(Motion-Analysis). En las figuras 13b y 13c se muestran
los pacientes con los marcadores reflectivos colocados.

Al revisar la cinematica y cinética de cadera, rodilla
y tobillo y las variables espacio-temporales en los dos
pacientes, resultados del estudio biomecéanico de marcha
(Amador y col., 2015), se puede aseverar que tanto las
piernas sanas como las protésicas se ajustan a lo
referenciado en la literatura (Whittle 2007, Benavides y
col., 2009, Sanchez y col., 2005, Farahmand y col.,
2006), con lo cual se verifico la efectividad del
mecanismo de asistencia a la extension desarrollado.

7 Conclusiones
Durante la fase de disefio del mecanismo de

asistencia a la extensién la ubicacién del CIR de la
rodilla para cada angulo de flexion fue determinante,

especificamente para el célculo del momento de
extension ya que el brazo de la fuerza en relacion a este
centro tiene una variacion importante. La propuesta
seleccionada para el mecanismo, que emplea un resorte
de compresidn colocado internamente en la estructura de
la protesis, garantiza la efectiva deflexion del resorte
con la flexién de la rodilla, el trabajo lineal del resorte,
la facil instalacion y minimas modificaciones en la
estructura de la prétesis. Luego de su montaje en la
estructura de la protesis y las pruebas en dos pacientes,
se verificd que el mecanismo de asistencia a la extension
desarrollado limita efectivamente el angulo de flexién
de la rodilla y hace que la parte distal de la protesis se
balancee hacia adelante para permitir que la rodilla
protésica llegue a la extension completa y garantizar
seguridad para el siguiente paso.

Fig. 13. Pruebas realizadas a la proétesis: (a) Libres, desplazamiento
lateral con flexion, (b) y (c) Estudio biomecéanico de la marcha, pa-
cientes con los marcadores reflectivos colocados.
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Influencia de la salinidad en la adsorcion de surfactante anionico
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Resumen

La adsorcidn de surfactantes sobre sustratos minerales es un fendmeno superficial que afecta los procesos de recuperacion
mejorada del petroleo (EOR). Parte de los surfactantes inyectados en yacimiento migran a la interfase solido-liquido y se
reduce la fraccion destinada a la interfase liquido-liquido, modificando las propiedades interfaciales que permiten el des-
plazamiento del crudo. El presente estudio evalda la influencia de la salinidad (NaCl) en la adsorcién de un surfactante
aniénico sobre arcilla caolinitica. En este estudio se comparan dos técnicas convencionales para determinar la concentra-
cion residual de surfactante en solucién y la adsorcién maxima sobre el sustrato solido, la espectrofotometria UV-Visible y
la tensiometria superficial por balanza de traccion con el anillo de Du Nouy. La arcilla es pre-lavada y caracterizada su-
perficialmente por determinacién del area superficial (BET) y distribucién del tamafio de particula (Light scattering). La
concentracion micelar critica del surfactante es determinada en funcién de la concentracion de cloruro de sodio. La iso-
terma de adsorcion determinada a través de la tensiometria superficial s6lo puede ser trazada hasta una concentracién de
equilibrio que corresponde con la concentracion micelar critica y difiere de la isoterma de adsorcion determinada a través
de la técnica espectrofotométrica. Ambos métodos dan el mismo valor para la adsorcion maxima de surfactante sobre la
arcilla caolinitica. La presencia del cloruro de sodio modifica el estado fisico-quimico de la fase acuosa y la solubilidad
del surfactante. El estudio corrobora que al aumentar la concentracion de sal aumenta la adsorcion del surfactante aniéni-
co sobre arcilla.
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1 Introduccion

En procesos como los de recuperacién mejorada del
petréleo, la formulacion éptima del sistema surfactante-
agua-aceite determina la condicién fisicoquimica mas favo-
rable para la mayor recuperacion del petréleo crudo, a sa-
ber, aquella en la cual la tensién interfacial agua/crudo es
minima (Reed y col., 1977, Salager y col., 1979). En algu-
nos casos se ha estimado que inyectando una formulacién
de surfactante a la condicién éptima del yacimiento puede
lograrse hasta un incremento de la produccién de crudo en
un 30-40 % (Liu 2007). Sin embargo, debido a la adsorcion
del surfactante sobre la roca de yacimiento, la formulacién
puede cambiar y el proceso de recuperacion de crudo puede
hacerse ineficiente. La adsorcién de surfactantes es el pro-
ceso de migracion de surfactantes promovida por la necesi-
dad de compensar las diferencias de energia libre superficial
establecidas cuando entran en contacto dos fases inmisci-
bles y una fase sélida (Zhang y col., 2007). La migracién de
los surfactantes adicionados a través de formulaciones, ha-
cen que el proceso de extraccién de crudo se vea compro-
metido por las modificaciones indeseables a nivel de las
propiedades interfaciales como el posible aumento de la
tension interfacial agua/crudo y el cambio de la mojabilidad
de laroca.

Los estudios sobre la adsorcion de surfactantes en in-
terfases soélido-liquido se iniciaron hace casi un siglo con
investigaciones orientadas a mejorar los procesos de flota-
cién de minerales en la industria minera (Gaudin y col.,
1933, Gaudin y col., 1955, Somasundaran y col., 1977).
Desde un principio, las investigaciones sugirieron la posibi-
lidad de alcanzar una “concentracion critica” de surfactante
donde se presentan variaciones que permite la asociacién de
moléculas en la superficie en forma equivalente a la miceli-
zacion en solucion. A este fendbmeno de agregacién se de-
nomina hemimicelizacién. Mas tarde, (Fuerstenau 1956,
Tamamushi y col., 1958, Somasundaran y col., 1966), se
formaliza la utilizacion de la isoterma de adsorcion en la
forma de cantidad adsorbida en funcion de la concentracion
de equilibrio en solucién, como forma de representacién
basica del fendmeno. Se destacan dos elementos importan-
tes en este tipo de representacion; primero, la concentracion
de saturacion de la superficie, que es el valor de concentra-
cion al equilibrio donde la curva alcanza la adsorcién mé-
xima o plateau evidenciando la imposibilidad de adsorber
mas surfactante, se corresponde con la concentracion mice-
lar critica del surfactante en solucion (Zhang y col., 2007,
Paria y col., 2004). Y segundo, la presencia de sales modifi-
can el estado superficial del s6lido, aumenta la adsorcién
del surfactante y disminuye la concentracion de saturacion
de la superficie al igual que ocurre con la concentracion mi-
celar critica del surfactante (Inoue y col., 1978, Rouquerol y
col., 1982, Denouyel y col., 1991, Koopal y col., 1995, Bera
y col., 2013, Li y col., 2016).

Este articulo presenta los resultados obtenidos al eva-
luar la influencia de la salinidad (NaCl) en la adsorcién de

dodecilbenceno sulfonato de sodio sobre arcilla caolinitica.
En este, se comparan dos técnicas para determinar la con-
centracion residual o de saturacion de surfactante en solu-
cién y la adsorcion maxima sobre el sustrato sélido, la es-
pectrofotometria UV-Vis y la tensiometria superficial,
siendo la Gltima la méas versatil, pero la mas cuestionada en
términos de exactitud y validez (Muherei y col., 2009),
Amirianshoja y col., 2013, Joo 2013).

2 Procedimiento Experimental

Materiales: Todos los reactivos utilizados son grado anali-
sis. El surfactante es dodecilbenceno sulfonato de sodio,
G.A. 99.9%, Aldrich. El cloruro de sodio, G.A.99.9% v la
arcilla caolinitica, G.A. Riedel de Haen. El agua utilizada es
bidestilada Millipore.

La arcilla caolinitica fue caracterizada superficialmente por
analisis de area superficial BET que determin6 una superfi-
cie de 6 m?/g y una distribucién de tamafio de particula por
difraccion laser de diametro promedio D (0.5) = 5.6 um.

El analisis de difraccion de rayos X determiné la siguiente
composicién; Caolinita 64.02 %, lllita 2.14%, Cuarzo 13.43
%, Feldespato 9.09 %.

Procedimientos:

Tension superficial: La tension superficial se realizo en
tensiometro Kruss K100, empleando el anillo de Du Nouy.
La medicion de la tension superficial se realiz en envases
de 100 mL. Las soluciones se dejan en equilibrio por 24 ho-
ras. Las muestras provenientes de la adsorcion son centrifu-
gadas a 5000rpm por 20 minutos. La CMC del dodecilben-
ceno sulfonato de sodio fue deteminada: 2x10™ M con 1%
de NaCl y 2x10® M sin NaCl.

Adsorcion de DDBSNa sobre arcilla caolinitica: En tubos
de polipropileno se colocan 5 g de arcilla con 50 mL de so-
lucion de surfactante y sal. En tiempo de equilibrio de 24
horas, se centrifuga por 20 minutos a 5000RPM para la se-
paracion del sobrenadante. EI método espectrofotométrico
UV-Vis, determina la concentracion de surfactante DDBS-
Na a una longitud de onda de 252nm en un espectrofotome-
tro Shimadzu UV mini 1240, previa curva de calibracién.
Lavados de arcilla caolinitica: el lavado del sustrato se
realizé con solucion de cloruro de sodio a una concentra-
cién de 15 mili equivalentes/gramo de arcilla. Los lavados
se realizan hasta mantener una concentracion de cationes
polivalentes del orden de lppm. La determinacion de la
concentracion de cationes en solucidn se realizo a través de
espectrofotometro de absorcion atdmica Varian SpectrAA
50. La siguiente figura presenta la concentracion de cationes
en funcion de los lavados:
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Figura 1. Concentracion de iones en funcion del nimero de
lavados con NaCl de arcilla caolinitica original.

3 Discusion y Resultados

3.1 Aplicacion de la tensiometria superficial a la adsor-
cién de DDBSNa sobre arcilla caolinitica

En este caso, la discusion comienza por detallar los resulta-
dos obtenidos en la aplicacién de la tensiometria superficial
en el trazado de la isoterma de adsorcion de DDBSNa sobre
la arcilla. La figura 2 presenta los valores de tension super-
ficial en funcion de la concentracion para soluciones de do-
decilbenceno sulfonato de sodio con 0.1 % de NaCl, previo
y posterior al contacto con el mineral para la adsorcion.

50

- —®— Pre-adsorcion
o O Post-adsorcion

404 ‘e,

Tension superficial (mN/m)

1E-5 1E-4 1E-3 0.01

Concentracion de surfactante (M)

Figura 2. Tension superficial en funcion de la concentracion
molar de DDBSNa con 1% de NaCl. Soluciones de surfac-
tante previo y posterior al proceso de adsorcion sobre arcilla
caolinitica original.

En esta figura se observa que el rango de concentracion de
las soluciones de surfactante corresponde al asociado a la
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concentracion micelar critica (CMC), evidenciado por el
punto de quiebre en la curva formada por los puntos negros
correspondientes a las soluciones previas al contacto para la
adsorcion. En la zona que antecede a este punto de quiebre,
la tensién superficial disminuye con el aumento de la con-
centracion de surfactante debido a la migracion del surfac-
tante del seno de la solucion a la interfase liquido-gas, tal y
como lo plantea la isoterma de gibbs que asocia los cambios
de tension superficial en funcion de la concentracion de sur-
factante en la interfase (Adamson 1997). Sobre este rango
de concentracion previo a la CMC, donde se observa un
cambio lineal sobre la escala logaritmica, se logra establecer
una relacién que permite estimar la concentracién de surfac-
tante de las soluciones posteriores al proceso de adsorcion a
través de la determinacion de la tension superficial.

Después de la adsorcién del surfactante sobre la arcilla, la
concentracion de surfactante disminuye en la fase acuosa. A
partir de aqui pueden ocurrir dos efectos; si la concentracion
residual de surfactante es menor que la CMC, entonces la
tension superficial de la solucién aumenta, y esta puede ser
determinada a través de la relacién proporcional entre la
tension y la concentracién establecida en la figura 2. Si la
concentracion residual de surfactante es mayor que la CMC,
la tension superficial es independiente y no es posible de-
terminar la concentracion residual. Asi se observa en la fi-
gura 2 con aquellos puntos blancos que estan ubicados a
una concentracion de surfactante que corresponde a la solu-
cién previa al proceso de adsorcién, y presentan valores de
tension superficial superiores por efecto del agotamiento.
Para estimar la concentracién residual en alguno de estos
puntos, primero, se ubica una linea horizontal sobre éstos,
que permita dezplazar hasta la zona que corresponde a la
relacion proporcional entre la tension superficial y la con-
centracién. Luego, en linea vertical, leemos el valor que co-
rresponde a la concentracion residual, tal y como se detalla
en la figura. Después de determinar la concentracion resi-
dual de surfactante, un paso previo para estimar el exceso
superficial 6 la cantidad adsorbida por unidad de masa o
area, es el célculo del cambio de concentracion (AC) que
corresponde a la diferencia entre la concentracion inicial de
surfactante (Co) y la concentracion residual de surfactante
(Cr). El cambio de concentracion (AC) corresponderia a los
moles adsorbidos por el sustrato por unidad de volumen.

La figura 3 presenta el cambio de concentracion en funcion
de la concentracion residual de surfactante dodecilbenceno
sulfonato de sodio para los diferentes sistemas evaluados.

En la figura 3 se puede observar el incremento en el cambio
de concentracion (AC), que representa los moles adsorbidos
de surfactante por unidad de volumen, con el aumento de la
concentracion residual de surfactante (Cr). En el caso de los
proceso de adsorcion sin sal, el cambio de concentracion se
incrementa progresivamente hasta un valor de concentra-
cion residual aproximado a la concentracion micelar del
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surfactante. A partir de aqui, el cambio de concentracion
aumenta a concentracion residual constante.
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Figura 3. Cambio de concentracion (AC) en funcién de
la concentracién residual (Cr) de surfactante.

Estos valores de cambio de concentracidn corresponden ob-
viamente a la diferencia entre la concentracién inicial (Co)
y el valor de la concentracién residual (Cr) que en este caso
corresponde a la CMC. Por ende, no deben ser considerados
para el calculo del exceso superficial y su representacion en
la isoterma de adsorcién. En el caso de los procesos de ad-
sorcion con sal, al igual que en el caso anterior, el cambio
de concentracion se incrementa progresivamente hasta un
valor de concentracion residual aproximado a la concentra-
cién micelar del surfactante a 1% de NaCl. A partir de aqui,
los valores de cambio de concentracién (AC) no permiten
determinar la adsorcion del surfactante.

3.2 Comparacion de isotermas de adsorcion

En esta seccion se comparan las isotermas de adsorcién de
DDBSNa sobre arcilla caolinitica estimadas a partir de dos
técnicas, la espectrofotometria UV-Vis y la tensiometria su-
perficial. Las figuras 4, 5, 6 y 7 presentan las isotermas de
adsorcion para diferentes condiciones de salinidad y de sus-
trato sélido. La figura 4, presenta las isotermas de adsorcion
de DDBSNa sobre arcilla caolinitica original en ausencia de
NaCl. En esta figura se puede observar el incremento de la
cantidad adsorbida de surfactante en funcién de la concen-
tracion residual para las isotermas trazadas por ambas técni-
cas. Sin embargo, la isoterma de adsorcién trazada por ten-
siometria superficial difiere de los valores de la isoterma de
adsorcion trazados por espectrofotometria UV-Vis. A baja
concentracion residual, del orden de 1x10™ M, los valores
de adsorcidn de surfactante en la isoterma trazada por ten-
siometria superficial son superiores a los valores de adsor-
cién en la isoterma trazada por espectrofotometria UV-Vis.
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Concentracion residual de DDBSNa (M)

Figura 4. Isotermas de adsorcién de DDBSNa sobre arcilla
caolinitica original sin NaCl. Comparacion de la espectro-
fotometria UV-Vis y tensiometria superficial.

A medida que la concentracion residual aumenta, la dife-
rencia en los valores de adsorcion van disminuyendo hasta
gue son préximos en valores de concentracion residual del
orden de 1x107® M, valor cercano a la concentracién mice-
lar critica del surfactante. Es importante sefialar que a esta
concentracion residual, el valor de la adsorcion méaxima
coincide para ambos métodos y corresponde a 0.0018 g de
DDBSNa/g de arcilla.

La figura 5 presenta las isotermas de adsorcién de DDBSNa
sobre arcilla caolinitica original con 1% de NaCl. Al igual
que en el caso anterior, en la figura se observa un incremen-
to de la cantidad adsorbida de surfactante en funcion de la
concentracion residual de surfactante.
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Figura 5. Isotermas de adsorcién de DDBSNa sobre arcilla
caolinitica original con 1% de NaCl. Comparacion de la
espectrofotometria UV-Vis y tensiometria superficial.
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De igual manera, la isoterma de adsorcion trazada por ten-
siometria superficial presenta valores de mayor adsorcién
de surfactante que los correspondientes de la isoterma de
adsorcion trazados por espectrofotometria UV-Vis. En este
caso, la diferencia en la cantidad adsorbida de surfactante
entre las isotermas se mantiene hasta alcanzar el valor de
adsorcion maxima de 0.0025 g de DDBSNa/g de arcilla,
valor en la cual ambas isotermas coinciden. La isoterma tra-
zada por tensiometria superficial alcanza la adsorcion ma-
xima a una concentracion residual que coincide con la con-
centracion micelar del surfactante a 1% de NaCl
aproximadamente 2x10 M. Mientras que la isoterma traza-
da por espectrofotometria UV-Vis alcanza la adsorcion ma-
xima a una concentracion residual de 8x10™ M.

Las figura 6 y 7, presentan las isotermas de adsorcién de
DDBSNa sobre arcilla caolinitica lavada, sin NaCl y con
1% de NacCl, respectivamente. En la figura 6, tal y como se
vio en los casos anteriores, se evidencia grandes diferencias
en los valores de cantidad adsorbida a bajas concentraciones
del orden de 1x10™ M. Al aumentar la concentracion resi-
dual, las diferencias en el valor de la cantidad adsorbida van
disminuyendo hasta que coinciden en el punto de adsorcién
maxima que corresponde a 0.005 g de DDBSNa/g de arci-
lla a una concentracion residual de surfactante de 2.5x107,
muy cercana a la concentracion micelar.
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Figura 6. Isotermas de adsorcion de DDBSNa sobre arcilla
caolinitica lavada sin NaCl. Comparacion de la espectrofo-
tometria UV-Vis y tensiometria superficial.

En la figura 7, las isotermas alcanzan el mismo valor de ad-
sorcion maxima, 0.0048 g de DDBSNa/g de arcilla pero a
diferente concentracion residual de surfactante. La isoterma
de adsorcién trazada por tensiometria superficial presenta
una concentracion residual de surfactante de 2.8x10™ M,
mientras que la isoterma de adsorcion trazada por espectro-
fotometria presenta una concentracion residual 8.89x10™ M.

0.01

S g3 4 L ]

1E-4 o

Adsorcion de DDBSNa (
°

O Espectrofotometria UV-Vis
® Tensiometria superficial

1E-5 . ’
1E-5 1E-4 1E-3 001

Concentracion residual de DDBSNa (M)

Figura 7. Isotermas de adsorcion de DDBSNa sobre arcilla
caolinitica lavada con 1% de NaCl. Comparacion de la es-
pectrofotometria UV-Vis y tensiometria superficial.

Segun los resultados obtenidos, es evidente que la ten-
siometria superficial no puede dar un trazado de isoterma de
adsorcion que denote los cambios de agregacion asociados,
como hemimicelizacion, admicelizacién y saturacion esta-
blecidos por el equilibrio de las moléculas de surfactante en
la interfase y en el seno de la solucion (Zhang y Somasun-
daran, 2007). Es probable que la gran divergencia entre los
resultados de ambos métodos se deba fundamentalmente a
los diversos factores que influyen sobre la determinacion
mecanica de la tensién superficial y aquellos que pueden
modificar el equilibrio fisicoquimico de las soluciones de
surfactante, como los procesos de intercambio i6nico de los
minerales o de contaminacién por impurezas en el material.
Sin embargo, se puede establecer con cierta precision la ad-
sorcion maxima del surfactante sobre la roca que general-
mente esta asociada a la concentracion micelar critica del
surfactante. La diferencia notable en la concentracion resi-
dual de surfactante, estimada por ambos métodos, al deter-
minar la adsorcién maxima en sistema con 1% de NaCl, se
debe probablemente a las desviaciones respecto de las con-
sideraciones ideales, por contener un sistema con una matriz
compleja de electrolitos y un sustrato heterogéneo. (Zhang y
Somasundaran, 2007, Paria y Khilar, 2004).

3.3 Influencia del NaCl sobre la adsorcién

La siguiente figura presenta las isotermas de adsorcion de
DDBSNa sobre arcilla caolinitica original y lavada, en au-
sencia y presencia de 1% de NaCl. En la figura 8 se puede
observar que la presencia de electrolitos puede mejorar la
adsorcion del DDBSNa comparado en la base del mismo
sustrato. Para la arcilla original, la adicién de 1% de NaCl
puede mejorar la adsorcion de DDBSNa a baja concentra-
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cioén, probablemente en la zona de hemimicelizacion, asi
como en la zona cercana a la concentracién micelar critica y
el plateau, donde se alcanza la adsorcion maxima.
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Figura 8. Isotermas de adsorcion de DDBSNa sobre arcilla
caolinitica original y lavada.

En este caso, la adsorcion méxima pasa de 0.0018 g de
DDBSNa/g de arcilla para el sistema sin sal a 0.0025 g de
DDBSNa/g de arcilla para el sistema con sal. Este incre-
mento de la adsorcién maxima de surfactante es probalmen-
te promovido por la presencia de cationes polivalentes co-
mo calcio y magnesio que provienen del intercambio i6nico
del material a 1% de NaCl. Los iones polivalentes tienen la
particularidad de neutralizar la carga superficial mas efi-
cientemente que los iones monovalentes, favoreciendo de
esta manera la adsorcion del surfactante (Paria y Khilar,
2004, Koopal y col., 1995). Para la arcilla lavada, sustrato al
cual se ha removido iones polivalentes, la adicion de 1% de
NaCl mejorar la adsorcion de DDBSNa a baja concentra-
cién residual, probablemente en la zona de hemimiceliza-
cién y micelizacion, pero mantiene constante la adsorcion
méaxima en 0.005 g de DDBSNa/g de arcilla aproximada-
mente.

4 Conclusiones

La tensiometria superficial no puede determinar una isoter-
ma de adsorcién que denote los cambios de agregacion aso-
ciados. Por ende, no puede ser aplicada a estudios que pre-
tendan reconocer las estructuras micelares en la interfase
solido-liquido. Esta técnica permite dar una buena aproxi-
macion de la adsorcién méaxima del surfactantante DDBSNa
sobre arcilla caolinitica. La presencia de la sal favorece la
adsorcién debido fundamentalmente a el cambio de solubi-
lidad del surfactante.
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Capitulo 33

Consideraciones para el estudio computacional de fatiga meca-
nica en protesis policéntrica de rodilla
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Resumen

El desarrollo de una protesis policéntrica de rodilla funcional y de bajo costo surgié como una necesidad de pacientes ve-
nezolanos con amputacion transfemoral, quienes requieren el dispositivo para facilitar la realizacion de las actividades bé-
sicas de la vida diaria (Amador 2014). Por ser un dispositivo que estard sometido a cargas ciclicas es fundamental hacer
un andlisis de fatiga mecanica y prevenir una falla debido a este fenémeno, que implicaria un accidente y posibles lesiones
en el paciente. El objetivo de este trabajo se centra en establecer las consideraciones para el estudio computacional de fa-
tiga mecanica en la prétesis; las condiciones de carga para el estudio se tomaron de la norma I1SO 10328 para el ensayo
ciclico principal, que incluye una carga de tipo fluctuante en dos condiciones, la condicién 1 para el apoyo del talén y la 2,
para el despegue de la punta del pie, eventos del ciclo de marcha humana. El programa utilizado para el estudio fue Soli-
dWorks, que requiere el estudio estatico con la carga maxima de cada condicidn, la relacion de carga, el nimero de ciclos,
las curvas S-N de cada material y el criterio de fatiga. Para la creacion de las curvas S-N tedricas se realiz6 una revision
bibliografica con el fin de obtener la resistencia a la fatiga corregida con sus respectivos factores. Para la condicion 1 el
esfuerzo alternante méaximo en el aluminio fue de 108,05MPa y en el acero de 63,13MPa, y para la condicion 2, 98,61 y
66,5 MPa respectivamente. La curva S-N del aluminio tuvo una resistencia a la fatiga de 88,78 MPa, mientras que la del
acero, un limite de resistencia a la fatiga de 198,67 MPa. El estudio de fatiga permite obtener resultados de vida, porcenta-
je de dafio y factor de carga en la prétesis.
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1 Introduccién

La necesidad del mercado venezolano de contar
con protesis externas de rodilla que ofrezcan seguridad,
funcionalidad, costo accesible, que se desarrollen
empleando materiales disponibles a nivel nacional, con
procesos de manufactura locales y de alta calidad,
impulsaron la ejecucion del trabajo de (Amador 2014),
en éste se desarrolld un prototipo funcional de protesis
de rodilla policéntrica con mecanismo de cuatro barras
para personas con amputacion transfemoral (figura 1), al
cual se le hizo un andlisis preliminar de desempefio en
dos pacientes mostrando resultados favorables, tanto en
estabilidad estructural como en flexo-extension durante
la marcha y la sedestacion (Amador y col., 2015).

Para el disefio de la protesis se realizd andlisis de
esfuerzos empleando el método de elementos finitos y se
trabajé con los estados de carga sefialados en la norma
ISO 10328 “Prétesis — Ensayo estructural de protesis de
miembros inferiores — Requisitos y métodos de ensayos”
(Amador y col., 2014). Sin embargo, la mayoria de las
fallas en elementos mecéanicos son ocasionadas por
cargas que varian con el tiempo y no por cargas
estaticas, ya que las fallas ocurren a esfuerzos menores
que el limite de fluencia del material, por lo tanto tomar
en cuenta sélo el andlisis estatico puede generar disefios
poco seguros (Norton 2011). Para el caso de la protesis
de rodilla, las cargas ciclicas son representadas por cada
paso que da una persona durante la marcha, por ende, es
necesario conocer el comportamiento del dispositivo
luego de determinados ciclos de carga para garantizar la
seguridad de la protesis y asi establecer los periodos de
revision y mantenimiento, ya que una falla implica un
accidente y posibles lesiones.

El objetivo de este trabajo se centra en establecer
las consideraciones para el estudio computacional de
fatiga mecanica en la prétesis policéntrica de rodilla.

v

Fig. 1. Protesis de rodilla policéntrica (Amador 2014).
2 La protesis de rodilla
El modelo CAD sobre el que se trabajard se

muestra en la Figura 2, alli se pueden detallar los
componentes de la prétesis, cinco (5) eslabones y cuatro

(4) ejes. Todos los eslabones son de Aluminio 7075 T6
y los ejes, de Acero inoxidable 304 (Amador 2014), en
la tabla 1 se incluyen algunas las propiedades mecanicas
de estos materiales.

Eslabén
superior

trasero
Eje superior
delantero
Eslabén
delantero 1

Eslabon
delantero 2

Eslabon
Trasero
Eje inferior
Eslabon . - trasero

inferior Eje inferior
delantero

Fig. 2. Componentes de la protesis de rodilla policéntrica.

Tabla 1. Propiedades mecénicas del Aluminio 7075 T6 y del Acero
Inoxidable 304.

Propiedades Aluminio  Acero
mecanicas 7075 T6 inoxidable 304
Resistencia a la fluen-

cia (MPa) 505 241
Resistencia Gltima a la 570 586

tension (MPa) ]
Fuente: Libreria de materiales de SolidWorks (2016); Norton (2011).

3 Fatiga mecénica en protesis

Para realizar el estudio de fatiga mecéanica de la
prétesis se trabajo con la norma 1SO 10328,
especificamente con el ensayo ciclico principal, que
incluye una carga de tipo fluctuante en dos condiciones,
la condicion 1 para el apoyo del talén y la 2, para el
despegue de la punta del pie, eventos del ciclo de
marcha humana.

3.1 Norma 1SO 10328

Es una norma internacional adecuada para la
evaluacion de la conformidad de las protesis/estructuras
protésicas externas de miembros inferiores. La norma
especifica los procedimientos a seguir en los ensayos de
resistencia estatica y ciclica de las prétesis de miembros
inferiores que, normalmente, producen cargas
combinadas mediante la aplicacion de una fuerza de
ensayo Unica. Las cargas combinadas corresponden a los
valores maximos de las componentes de carga que se
producen en diferentes momentos durante la marcha.
Las pruebas estaticas se refieren a las cargas criticas
generadas durante cualquier actividad, en tanto que los
ensayos ciclicos a las cargas producidas durante la
marcha normal, regularmente con cada paso.

En los ensayos principales estaticos y ciclicos que
se aplican a todos los componentes se utilizan dos
condiciones de carga, | y Il, asociadas a las cargas
maximas producidas durante la fase de apoyo del ciclo
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de marcha. La condicion | de la prueba de carga esta
relacionada con el instante de maxima carga que ocurre
en la etapa inicial de la fase de apoyo del ciclo de
marcha, y la condicion Il, con el instante de maxima
carga que ocurre en la etapa final de la fase de apoyo del
ciclo de marcha. Para ambas condiciones de carga la
posicion de la linea de aplicacion de la carga dentro del
sistema de coordenadas es en tres dimensiones. En la
Figura 3 se muestra lo sefialado por la norma para la
condicion 1, y en la tabla 2, la informacién de las
coordenadas de los puntos sobre la linea de carga para
las dos condiciones.

1 Pie izquierdo
2 Linea de carga

3 Centro efectivode la
articulacion de tobillo

4 Lineacentro efectiva
delaarticulacion de
tobillo

5 Centro efectivo de la
articulacion de rodilla

6 Lineacentro efectiva
de laarticulacion de
rodilla

Pg Punto inferiorde
aplicacion de lacarga

Pa Punto de referenciade
carga del tobillo

Pk Punto de referencia de
cargade la rodilla

Pt Punto superior de
aplicacion de lacarga

Fig. 3. Condicion de carga | (adaptada de la norma ISO 10328).

En el estudio de la fatiga mecanica, tanto para la
condicién | como para la 1l del ensayo ciclico principal,
se trabajo con las fuerzas variando entre un valor
maximo y minimo. La Figura 4 muestra los parametros
involucrados en el ensayo ciclico (la amplitud es
constante a lo largo del tiempo) y la Tabla 3, los valores
de cada parametro. Por otra parte, la norma establece
que la protesis debe alcanzar los 3 millones de ciclos sin
presentar falla o deformacién plastica mayor a 5 mm
para aprobar el ensayo.

Tabla 2. Datos de referencia de la norma 1SO 10328 para las condicio-
nesdecargalyll.

Condicion | Condicién 11

fk (mm) 52 72

Ok (mm) -50 -35

fa (mm) - -

0Oa (mm) - -

fs (mm) -48 129

Op (mm) 45 -19

Uk — Ug (mm) 500 500

Todas las pruebas sefialadas en la norma estan
disefiadas para efectuarse en el campo o en el
laboratorio utilizando los dispositivos fisicos a evaluar,

sin embargo, se hacieron diversos ajustes para aplicar
las condiciones de carga asociadas a cada prueba a la
prétesis de rodilla empleando para ello el Método de
Elementos Finitos y el programa SolidWorks.

F

Femdx Fuerza mdxima del ensayo

cmin

» Fea Fuerza altemante o
Femin Fuerza minima del ensayo

Femean  Fuerzamedia

Fer Rangode fuerza ciclica
Fig. 4. Parametros de carga para el ensayo ciclico principal (adaptada
de la norma ISO 10328).

Tabla 3. Valores de carga para las condiciones | y 11 del ensayo ciclico
principal.

Carga (N) Condicién 1 Condicion 11
Femin 50 50

Fer 1280 1150

Femax 1330 1200

Femean 690 625

Fea 640 575

3.2 Estudio computacional en SolidWorks

Para realizar el estudio de fatiga en el programa
SolidWorks se requiere el estudio estatico con la carga
méaxima de cada condicion (ya que los resultados de la
tension de Von Mises son la base para el estudio de
fatiga), la relacion de carga, el nimero de ciclos, las
curvas S-N de cada material y el criterio de fatiga. Para
la creacion de las curvas S-N teoricas se realizd una
revision bibliografica con el fin de obtener la resistencia
a la fatiga corregida con sus respectivos factores.

Para el estudio estatico requerido se trabaj6 con la
informacién contenida en la norma (Figura 3 y Tabla 2),
ademas, con la fuerza méxima (Fcmns) incluida en la
Tabla 3, especificamente 1330 N y 1200 N para las
condiciones | y Il respectivamente. El sistema de
referencia se ubica en el centro geométrico del eje
superior delantero y su origen coincide con el centro
efectivo de la protesis (Figura 5).

3.3 Adaptacion y simulacién de las condiciones de car-
ga

Para llevar a cabo la simulacion computacional se
trabajé de forma global con el contacto sin penetracién
para el contacto entre componentes de la prétesis, el cual
impide la interferencia entre las piezas y permite la
formacion de separaciones (SolidWorks 2016). En
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cuanto a la sujecion se tomé la cara superior del eslabén
superior como rigida, simulando un empotramiento en la
zona de unién de la protesis con el encaje. En relacién a
las fuerzas, se aplicé una carga remota de transferencia
directa sobre la cara inferior del eslabon inferior; para
las coordenadas del punto de aplicacion de la carga se
cred un sistema de referencia en el centro efectivo de la
prétesis el cual se adaptd al sistema de coordenadas que
refleja la norma 1SO 10328 (ver Figura 5).

Fig. 5. Sistema de referencia para aplicacién de la carga remota.

Para la condicion | se utilizaron los puntos Pk y Pg
(Figura 3 y Tabla 2) pertenecientes a la linea de accion
de la fuerza para hallar el vector unitario de la misma y
junto a la fuerza maxima del ensayo ciclico de 1330 N
conseguir los valores correspondientes en cada eje: Fx =
-243,601 N, Fy = 1282,110 Ny F; = 256,422 N. Para la
condicién Il se realizd un procedimiento similar pero
para la carga de 1200 N, quedando las magnitudes de la
fuerza en cada eje de la siguiente manera: Fyx = -38,4 N,
Fv=1191,6 Ny F,=-135,6 N. La Figura 6 muestra la
posicion del punto Pg en SolidWorks para las dos
condiciones.

. 500
500 [ i

|
1
L |

= 48 19 129 |

Condicion I

Condici6n IT

Fig. 6. Ubicacion del punto de aplicacion de la carga para las condi-
ciones 1y Il.
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Ademas, se trabajo con un tipo de malla solida
basada en la curvatura y una calidad de malla de
elementos cuadréaticos de alto orden, especificamente el
elemento tetraédrico parabdlico de diez nodos, la
relacion entre el tamafio minimo y maximo de cada
elemento fue de 5a 1.

3.4 El estudio de fatiga de amplitud constante

Luego de alcanzar la convergencia en los estudios
estaticos en cada condicion, se procedio a crear el
estudio de fatiga de amplitud constante respectivo, las
propiedades de cada estudio de fatiga se configuraron de
la siguiente manera:

Calculo de tensiones alternas: se seleccion6 a partir
de la tension equivalente de Von Mises, ya que “esta
teoria es valida para materiales ddctiles y predice la
fluencia bajo cargas combinadas con mayor exactitud
que cualquier otra teoria reconocida” (Garcia Lazo
2009).

Correccion de la tension media: se seleccioné la
teoria de Goodman, siendo esta la mas recomendada
para el disefio mecénico y tomando en cuenta que el
estudio es con esfuerzos medios no nulos.

Factor de reduccion de resistencia a la fatiga
global: se tomd como uno (1) debido a que las curvas de
esfuerzo-vida se ingresaron corregidas por los factores
de Marin respectivos para cada material.

Vida infinita: se dej6 inactiva la casilla ya que el
aluminio no presenta tal condicion.

La Figura 7 muestra la ventana de las propiedades
del estudio de fatiga y la configuracion respectiva para
este trabajo.

Fatiga - Amplitud constante X

Opdiones  Comentario

Interaccién de sucesos de amplitud constante
(®) Interaccion aleatoria
() sin interaccian

Caleular tensiones alternas usando
O Intensidad de tension (P1-P3)

Cara de vaciado
Superior
@Tensién equivalente jvon Mises) Inferior

O Principal max. absoluta [P1)

Correccién de la tension media
Ninguno

@ Goodman
() Gerber
O Soderberg

Factor de reduccién de resistencia a
Ia fatiga (Kf)

[ vida infinita 10000 )0 ciclos

Fig. 7. Propiedades del estudio de fatiga en SolidWorks.

Posteriormente se cargo el suceso de fatiga de cada
condicidn para el estudio respectivo. El suceso de fatiga
es el evento que contiene los esfuerzos que se originaron
del estudio estatico, ademas de algunos parametros que
definen el estudio de fatiga, tal como lo muestra la
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Figura 8. El primer dato que se ingreso al suceso de
fatiga fue el nimero de ciclos (N), siendo este de 3
millones (tal como lo establece la norma), después el
tipo de carga, definiendo si es invertida, repetida o
fluctuante, en este caso se trabajé con carga fluctuante
por lo cual se seleccion6 la opcién que le corresponde,
llamada ‘relacion de carga’, luego se ingreso el valor de
la relacion de carga (R) para cada caso a través de la
ecuacion R = Fpin/Femsx, Para el caso de la condicion
I la relacion de carga tiene un valor de 0,0376 y para la
condicion 1, de 0,0417. Finalmente se carg6 el estudio
estatico respectivo con una escala de 1 (a fin de no
alterar el valor de los resultados). Posteriormente fue
necesario cargar las curvas S-N de cada material en
todos los componentes.

Agregar suceso (Constante) @
W X e
Mensaje -~

Los resultados dependen de |a interaccion
de sucesos y otros parametros. Para
especificar las propiedades deseadas, haga
clic con el botan derecho en el estudio y
seleccione Propiedades.

Carga -~

P | 3000000 |
4 iy

i— Relacign de carga ~

P, | c.0416666667 |

q M= |Estudio |Escala | Incremento

1| Fatiga (I} 1

Fig. 8. Parametros del suceso de fatiga y su configuracion.
4 Curva S — N de cada material

Para poder generar los resultados de fatiga es
necesario que todos los componentes de la proétesis
tengan cargada en el programa una curva S-N del
material correspondiente, por lo cual se procedié a crear
las curvas partiendo de la informacion incluida en
Norton (2011). En la prétesis se tienen dos materiales
que se comportan de forma distinta bajo fatiga, el acero
presenta en su curva S-N una articulacion de rodilla
cuyo punto de inflexion es S,, denominado limite de
resistencia a la fatiga, el nimero de ciclos (N) en este
punto es de 1 millon (10°%) y a partir de ese nimero se
considera que se presenta vida infinita, la Figura 9a
muestra la curva esfuerzo-vida de este material y sus
puntos caracteristicos en escala bilogaritmica.

Por su parte, el aluminio no tiene articulacion de
rodilla por lo cual este material no presenta vida infinita,
en este caso se tiene una resistencia a la fatiga Sy para
5x108 ciclos y su grafica se define por una linea recta en
escala log-log, la figura 9b corresponde a la curva S-N
estimada para este material. Otro punto de interés de la

curva S-N es la resistencia del material a mil ciclos (10°%)
representada como S;,. La linea que une los puntos S,
con S, 0 S¢ respectivamente esta definida por la ecuacion

1)
b)
Sf
t 1 t t t t t t T t t t - N
103 100 105 106 107 108 109 109 10% 105 108 107 108 107
N Ny N N
Fig. 9. Curvas S-N estimadas para: a) Acero b) Aluminio (Norton

2011).

Donde ‘@’ y ‘b’ son constantes de cada curva en
particular, para poder hallar estos valores se establece
un sistema de dos ecuaciones con dos incdgnitas una vez
conocidos los valores de los puntos limites S;, con 10°
ciclos y S0 S¢ con 10° o 5x10° ciclos respectivamente.
El célculo de S,, depende del tipo de carga y de la
resistencia Gltima a la tension (S), en este caso, para la
carga, prevalece la flexion ya que la protesis esta
sometida a modo combinado de carga, por lo cual Sy=
0.9S,;. Para el calculo de S, 0 S; es necesario tener los
factores de Marin para corregir el valor tedrico del
limite de resistencia a la fatiga, S’, o la resistencia a la
fatiga, S¢’, tal como lo refleja la ecuacién 2.

Se = Ccargactamcsup Ctempcconfse’ (2)

En cuanto a los valores tedricos del limite de
resistencia a la fatiga y la resistencia a la fatiga, estos
dependen del material y su resistencia Gltima a tension
por lo que:

S, = 0,55, para Sy menores a 1400 MPa en
aceros.

Sf =130 MPa cuando la resistencia dltima es
mayor a 330 MPa en el aluminio.

Por lo tanto se tiene que el S’ tiene un valor de 293
MPa y S;” de 130 MPa. Con base a la informacion
mostrada se procedié a crear las curvas S-N para cada
material y cada condicidn de carga.

4.1 Factores que corrigen la resistencia a la fatiga del
acero inoxidable 304 y del aluminio 7075-T6

Para determinar los factores de Marin, que corrigen
la resistencia a la fatiga, se trabajé con Norton (2011),
algunos factores son comunes tanto para el acero
inoxidable 304 como para el aluminio 7075-T6:

Factor tipo de carga (Ccqqa): COMO Se tiene modo
combinado de carga para la seleccion del factor
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prevalece la flexion por lo cual Ceyga = 1.

Factor temperatura (Cemp): cOmMo la protesis serd
empleada a temperatura ambiente, que coincide con la
temperatura a la cual se realiza el ensayo de fatiga de
viga en voladizo rotatoria con el que se hace la curva S-
N tedrica, Ciemp = 1.

Factor confiabilidad (C.,) de la protesis: se acordd
tomar un valor de 99 % debido a que el dispositivo en
estudio es una protesis externa de rodilla y una falla
implicaria un accidente al paciente, por lo cual Ceot =
0,814.

Los factores que no son comunes en ambos materia-
les son:

Factor acabado superficial (Cyyp): se empled la
ecuacion 3, donde los valores de ‘A’ y ‘b’ corresponden
a 4,51 MPa y -0,265 respectivamente debido a que el
acabado tanto de los eslabones como de los ejes es me-
canizado. Para el acero S, es 586 MPa por lo cual Cgy, =
0,833 y para el aluminio S, es 570 MPa entonces Cg, =
0,839.

Csup =4- Sgt (3)

Factor tamafio (Cym): en relacion al acero, para las
dos condiciones el eje que sufri6 mayor tensién de Von
Mises fue el superior delantero, de seccion maciza, que
tiene un didmetro de 10 mm, se calculé un didmetro
equivalente por ser un eje no rotatorio (ecuacion 4), el
Ags se hallé empleando la ecuacion 5 y dio un valor de
1,05 mm?; al sustituir esto en la ecuacion 4 se obtuvo un
diametro equivalente de 3,7 mm, por tanto, de acuerdo a
Norton (2011) el Cyn=1.

4
[ 4
equiv = 10,0766
Ags = 0,010462 - d* (5)

Con respecto al aluminio, los eslabones presentan
secciones transversales rectangulares casi en su
totalidad, por lo cual la ecuacién utilizada para calcular
el Ags es la 6. Para la condicion | la mayor tensién de
Von Mises se presenta en una zona con un Ags de 4,18
mm? y un degiy de 7,387 mm (Cum = 1); para la
condicion Il la zona con mayor esfuerzo presenta un Ags
de 2,4 mm?®y un deguiy de 5,6 mm (Ceam = 1).

Ags = 0,05bh (6)

En relacion al factor de concentracion de esfuerzos
dindmico (Kf), que toma en cuenta la presencia de
muescas o discontinuidades geométricas en la pieza para
hallar el esfuerzo maximo en la zona donde hay
concentracion de esfuerzos, depende de la geometria de
la entalla y de la sensibilidad que presente el material a

la presencia de éstas. Como en el caso de estudio el
andlisis se realiz6 empleando el método de elementos
finitos, que proporciona resultados de tensiones
tomando en cuenta las concentraciones de esfuerzos
presentes en la geometria particular a través de la malla
que se adapta a éstas zonas, el factor K¢ no se toma en
cuenta para el desarrollo del estudio ya que el resultado
estatico tiene los valores correctos de tensiones
maximas.

4.2 Las curvas S — N resultantes

Conociendo los valores teoricos de la resistencia y
el limite de resistencia a la fatiga se corrigieron
multiplicAndolos por cada uno de los factores de Marin
calculados; para el caso de la curva del acero en la
condicién | se tiene: S, = 1*1*0,833*1*0,814*293MPa
=198,67 MPa.

En las tablas 4 y 5 se muestran los resultados de los
factores de Marin, y de S, y S; en cada material para su
condicion respectiva; alli se aprecia que las dos
condiciones tienen valores semejantes entre cada
material, lo que supone curvas iguales del acero y el
aluminio para cada condicion.

Tabla 4. Factores de Marin para cada material y condicién.

Ccarga Ctam Csup Cte_mg Cconf
Condicion  Acero 1 1 0833 1 0,814
| Aluminio 1 1 0,839 1 0,814
Condiciéon  Acero 1 1 0833 1 0,814
1 Aluminio 1 1 0839 1 0,814

Tabla 5. Valores de S¢’, Se, S’ y St para cada cada material y condi-
cion.

Se’ S¢’ Se St
(MPa) (MPa) (MPa) (MPa)
Condicion  Acero 293 198,67
| Aluminio 130 88,78
Condicion  Acero 293 198,67
1 Aluminio 130 88,78

El valor de S, obtenido se tom¢6 para 1 millén de
ciclos (N) y a partir de esa cantidad de ciclos se
considera vida infinita en este material ya que su
esfuerzo alternante no disminuye en la curva, permanece
constante. El S; calculado se tomé para 500 millones de
ciclos debido a que el aluminio no tiene un limite
definido en su curva y el esfuerzo alternante sigue
disminuyendo.

Luego se calcul6 el segundo punto de la curva para

Luego se calculé el segundo punto de la curva para
N = 1000 ciclos, haciendo uso de la ecuacion Sy,= 0.9S,
por lo que el S, del acero dio 527,4 MPa y el del
aluminio 513 MPa. Después se hallaron las constantes
‘a’y ‘b’ de la curva de cada material utilizando los dos
puntos conocidos ya mencionados y la ecuacion 1, tal
como se muestra a continuacion para el acero:
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Cap. 33: Consideraciones para el estudio....

Sm = aN?
S, = aN?

527,4 MPa = a(1.000)?
198,67 MPa
= a(1.000.000)?

Los valores de las constantes ‘@’ y ‘b’ del acero
fueron 1396,82 MPa y -0,141 respectivamente, y las del
aluminio, 1294,55 MPa y -0,134 respectivamente. Las
ecuaciones que definen la curva S-N para cada material
guedaron como sigue:

sustituyendo
sustituyendo

para el acero,
y para el aluminio,

Sev) = 1396,82N 0141
S(N) = 1294,551\‘_0'134

Posteriormente se calcularon los puntos de la curva
para ingresarlos a SolidWorks, seleccionando valores
para N y hallando el esfuerzo alternante. Al momento de
cargar las curvas se seleccion6 que el programa
interpolara los valores en escala log-log, el trazado de
las curvas para cada material se muestra en las Figuras
10y 11.
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Fig. 10. Curva S — N del acero.
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Fig. 11. Curva S — N del aluminio.
5 Resultados preliminares

Para la carga maxima de cada condicion del ensayo
ciclico principal se obtuvieron los siguientes resultados:

Condicién |: para el acero la tension méaxima de
Von Mises se presentd en el eje superior delantero con
un valor de 138,53 MPa, obteniéndose un esfuerzo al-

ternante de 63,13 MPa; en los eslabones de aluminio el
esfuerzo maximo de Von Mises tuvo lugar en uno de los
eslabones delanteros con un valor de 220,16 MPa y un
esfuerzo alternante de 108,05 MPa.

Condicidn II: en el eje superior delantero, para el
acero, fue que se presentd la mayor tensién de Von Mi-
ses con 139,52 MPa, dando un esfuerzo alternante de
66,5 MPa. Con respecto a los eslabones de aluminio, la
tensién maxima de Von Mises se presentd en el eslabon
superior en la zona de contacto con el eje superior trase-
ro y tuvo un valor de 205,79 MPa, por lo cual el esfuer-
zo alternante fue de 98,61 MPa.

A través del estudio de fatiga empleando
Solidworks se pueden obtener los trazados o soluciones
graficas de vida, dafio y factor de carga, en el modelo en
proceso de simulacion. En tal sentido:

La vida refleja el nimero de ciclos que soportaria la
protesis para la tension alternante a la que esta sometida,
esto se representa en la curva S-N ubicando el valor de
tension alternante en el eje respectivo y trazando el
punto de corte con la curva e identificando la cantidad
de ciclos para esa intercepcion.

El dafio es un porcentaje de vida consumida y se
obtiene a partir de la razén entre el nimero de ciclos del
suceso de fatiga y el resultado de vida. Un resultado de
dafio mayor o igual 100% indica que la protesis ha
consumido su vida para ese esfuerzo, por lo cual ya ha
fallado.

El factor de carga, que representa un factor de
seguridad, indica, si es menor a 1, el fallo en algin
componente y si es mayor, por ejemplo 2, que las cargas
deben ser multiplicadas por ese valor para que la
protesis falle; su representacion en la curva S-N es a
partir del namero de ciclos del suceso de fatiga (3
millones de ciclos segin la norma ISO 10328 para el
estudio de la protesis de rodilla), ubicandolos en el eje
respectivo e interceptando la curva S-N para hallar el
esfuerzo alternante que produce el fallo, luego la
relacion entre ese valor y el esfuerzo resultante de las
cargas aplicadas representa el factor de carga.

6 Conclusiones

Conocer el comportamiento de un dispositivo
sometido a cargas dindmicas a través de un ensayo de
fatiga mecanica es fundamental, pero se requieren
equipos, dispositivos y recursos especificos para poder
ejecutarlo. Entonces el estudio computacional de fatiga
se erige como una excelente alternativa para conocer el
comportamiento de un dispositivo después de
determinados ciclos de carga. Se requiere rigurosidad al
establecer las condiciones de borde (restricciones vy
cargas) para permitir resultados confiables.
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Identificar las condiciones de trabajo de la protesis
de rodilla es una de las consideraciones mas
importantes del estudio computacional de fatiga, para el
establecimiento de las condiciones de borde y la
seleccion adecuada de los factores de Marin que
corregiran las curvas S — N de los materiales.

El empleo de las cargas y restricciones sefialadas en
la Norma ISO 10328 para ensayos ciclicos y la
adaptacion de las mismas en SolidWorks, permitird
obtener resultados confiables que podran ser validados
posteriormente con los ensayos fisicos de la prétesis.

Las propiedades mecénicas de los materiales y su
comportamiento ante cargas ciclicas representan
informacion basica para la generacion de las curvas S —
N.

Los esfuerzos alternantes maximos obtenidos para
la condicion 1 fueron 108,05 MPa para el aluminio y
63,13 MPa para el acero, y para la condicién 2, 98,61 y
66,5 MPa respectivamente. La curva S-N del aluminio
tuvo una resistencia a la fatiga de 88,78 MPa, mientras
que la del acero, un limite de resistencia a la fatiga de
198,67 MPa.
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